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RESUMEN

Se ha propuesto que la comunicacion quimica en mamiferos, juega un papel importante en las interacciones
sociales, incluyendo la conducta sexual, la territorial, la agresiva y la maternal. Asi, las sustancias de alarma, las
cuales alertan a conespecificos, son usadas ampliamente en el reino animal para proteger a la especie. Sin
embargo, se desconoce en que medida estas quimiosefiales podrian constituir un estresor “natural” lo
suficientemente relevante como para inducir cambios en la motivacion de aquellos conespecificos expuestos a
dichos olores. El proposito general de esta serie de experimentos fue explorar si los olores de un animal estresado
pudieran generar cambios conductuales en conespecificos expuestos a dichos olores. El primer objetivo fue explorar
si una sesion de estrés psicosocial, el cual consistio en someter a una rata a las reacciones emocionales emitidas
por otra rata sometida a choques eléctricos en las patas, podia modificar la inmovilidad desplegada por los animales
expuestos a la prueba de nado forzado, un modelo para el estudio experimental de la depresion. Con el fin de
determinar si los cambios observados en la prueba de nado se pudieran deber a ansiedad, utilizamos la prueba de
enterramiento defensivo, un modelo animal para el estudio experimental de la ansiedad. El segundo objetivo fue
determinar si durante esa situacion de estrés, el olor emanado de ratas estresadas podria a largo plazo
desencadenar el desarrollo de desesperanza en animales expuestos a dichos olores y determinar si esta
desesperanza podria ser revertida por el antidepresivo imipramina, utilizando el modelo de nado forzado para
evaluar las posibles acciones antidepresivas del farmaco. Asimismo, intentamos determinar si estos olores eran
capaces de generar cambios en dos estructuras limbicas relacionadas con la ansiedad y la depresion, la amigdala
basolateral y el nlcleo septal lateral respectivamente, utilizando la técnica de registro multineuronal. Los
experimentos arrojaron los siguientes resultados. Una sesion de estrés psicosocial modifica la conducta de
inmovilidad en la prueba de nado forzado, determinada por un decremento de la inmovilidad. Esta respuesta parece
asociarse a un efecto ansiogénico generado al ser espectador de una situacion estresante aplicada a un comparero,
lo cual se determiné a traves de la prueba de enterramiento defensivo y su reversion con diazepam (1 mg/Kg).
Consideramos que los olores emitidos por conespecificos sometidos a estrés por choques eléctricos en las patas
(estrés fisico) estan implicados en los cambios conductuales observados en los animales que presenciaron dicho
estrés (grupo testigo-presencial). En el segundo experimento demostramos que los olores emanados por animales
sometidos a choques eléctricos en las patas pueden desencadenar el desarrollo de desesperanza en conespecificos
expuestos cronicamente al olor y esta desesperanza fue revertida por un antidepresivo, aunque el grupo sometido a
ese tipo de estrés psicosocial requirid de una dosis mayor de imipramina (5.0 mg/Kg, i.p) para desplegar los efectos
anti-inmovilidad del triciclico. En otro experimento, determinamos que solo aquellos animales que son expuestos a
una situacion aversiva (choques eléctricos en las patas) asociada a una sustancia odorifera (2-heptanona), muestran
un incremento de la actividad multineuronal de la amigdala basolateral y del nucleo septal lateral cuando son
reexpuestos al olor, entonces observamos que, la orina parece funcionar como un estimulo condicionado capaz de
desencadenar cambios electrofisiologicos al menos en la amigdala basolateral, cuya participacion en la ansiedad ya
ha sido determinada. En conclusion, es posible que exista una relacion entre la ansiedad y la depresion en el modelo
empleado en este proyecto, dado que al parecer la ansiedad desplegada en una sola sesion de estrés psicosocial
quiza esté mediada por una sefal quimica presente en la orina de los animales que sufrieron el estrés por choques
eléctricos en las patas, ya que la orina recabada de estos animales puede funcionar como un estimulo condicionado
para evocar respuestas en algunas estructuras del sistema limbico, como la amigdala basolateral. Una de las
sustancias identificadas en la orina de los animales estresados fue una cetona volatil de 7 carbonos, la 2-heptanona,
la cual pudiera estar potenciando la respuesta de alarma observada en los animales testigos-presenciales sometidos
a estrés psicosocial. Luego entonces, la ansiedad que se genera cuando los individuos enfrentan una situacion
potencialmente peligrosa, podria ser un mecanismo de alerta o de alarma, mediado por una comunicacion emocional
intraespecifica eficaz e inmediata. Ademas, el incremento gradual de la inmovilidad en los animales que fueron
sometidos a la exposicion del olor de la orina de conespecificos estresados, parece constituir un estimulo odorifero
“natural” lo suficientemente relevante como para inducir desesperanza. Este paradigma podria ser empleado como
un nuevo modelo para aproximarnos al estudio experimental de la ansiedad y la depresién como un proceso
continuo, basandose en un estresor natural al que muchas especies de animales se enfrentan de manera cotidiana.



ABSTRACT

Since it is known that substances of alarm to alert conspecifics are widely used in the animal kingdom to
protect the species, it has been proposed that chemical communication in mammals plays an important role in social
interactions, including sexual, territorial and maternal behaviors. However, it is unknown to what extent these
chemical signals could constitute a “natural” stressor sufficiently relevant to induce changes in the motivation of those
conspecifics exposed to such odorous substances. Therefore, this series of experiments was conducted to explore
whether the scent from a stressed animal could cause behavioral changes in conspecifics exposed to said odors. The
first objective was to explore whether a session of psychosocial stress might modify the immobility displayed by
animals exposed to the forced swimming test, a model for the experimental study of depression. In order to determine
whether the changes observed in the forced swimming test might be due to anxiety, we used the burying behavior
test, an animal model for the experimental study of anxiety. The second objective was to determine whether the odor
proceeding from stressed rats in that situation could cause despair to develop in conspecifics under long-term
exposure there to, and to determine whether such despair could be reverted by injecting them with the antidepressant
imipramine and subjecting them to the forced swimming model to evaluate the possible antidepressant actions of the
drug. Likewise, we attempted to determine whether said odors might cause changes in two limbic structures
associated with anxiety and depression; the basolateral amygdala and the lateral septal nucleus, respectively, by
using the multineuronal recording technique. The experiments provided the following results. A session of
psychosocial stress decreases immobility behavior in the forced swimming test. This response seems to be
associated with an anxiogenic effect caused by witnessing a stressful situation applied to a companion; this was
determined through the defensive burying test and its reversion with diazepam (1mg/Kg). We consider that the odor
proceeding from conspecifics submitted to stress by electric shocks to the paws (physical stress) are involved in the
behavioral changes observed in the animals witnessing such psychosocial stress. In the second experiment, we
demonstrated that the odors proceeding from the animals submitted to electric shocks to the paws may lead to the
development of despair in conspecifics chronically exposed to the odor and that this despair is reverted by an
antidepressant, although the group submitted to psychosocial stress requires a higher dose of imipramine (5.0 mg/Kg
i.p.) to display the effect. In another experiment, we determined that only those animals that are exposed to an
aversive situation (electric shocks to the paws), which is associated with an odoriferous substance (2-heptanone),
show an increase in the multineuronal activity of the basolateral amygdala and the lateral septal nucleus when they
are re-exposed to the same odor. Under such circumstances, urine seems to function as a conditioning stimulus able
to cause electrophysiological changes in at least the basolateral amygdala, whose participation in anxiety has already
been demonstrated. In conclusion, there may be a relationship between anxiety and depression in the model of
psychosocial stress, given that seemingly the anxiety displayed in only one session of psychosocial stress is
mediated by a chemical signal present in the urine of the animals thus exposed, which may function as a conditioning
stimulus to evoke responses in some structures of the limbic system, like the basolateral amygdala. One of the
substances identified in the urine of the stressed animals was precisely 2-heptanone, which might reinforced the
response of alarm observed in animal witnesses. Therefore, the anxiety that appears when individuals face a
potentially dangerous situation might be a mechanism of alert, mediated by an effective and immediate intra-specific
emotional communication. In addition, the gradual increase of immobility in the animals exposed to the odor from
stressed conspecifics seems to constitute a “natural” odoriferous stimulus strong enough to induce despair. This
paradigm might be employed as a new model to approach the experimental study of anxiety and depression as a
continuous process relying on the use of a natural stressor to which many species are exposed daily.



1. INTRODUCCION

Los trastornos del estado de animo, constituyen parte de los desordenes psiquiatricos méas
frecuentes y @ menudo invalidantes que conllevan el riesgo principa! del suicidio. Asi, la depresion es un
trastorno que afectan a millones de personas en todo el mundo y de acuerdo con algunos reportes
estadisticos, se estima que el 14 % de la poblacion general ha sufrido por lo menos un episodio de
depresion mayor y cerca del 35% algun desorden afectivo, incluyendo la distimia, la depresién menor o la
depresion recurrente (Angst, 1995). En México, el 12% de la poblacion del Distrito Federal padece de

trastorno depresivo (Caraveo-Anduanga et al., 1999), lo que convierte a esta enfermedad en un problema
de Salud Publica.

En el Manual Diagnéstico y Estadistico de las Enfermedades Mentales (American Psiquiatric
Association, 1994) la depresion es considerada como un desorden afectivo que se caracteriza por un
abatimiento generalizado del comportamiento y anhedonia (pérdida de la capacidad para experimentar
placer). Algunos autores suelen clasificar a la depresion en endogena u organica cuando los sintomas son
independientes de factores externos, es decir, no es reconocible un factor precipitante que explique la
sintomatologia patolégica que se esta presentando en la persona que la sufre; mientras que se habla de
exogena o reactiva, cuando la depresion constituye una respuesta a situaciones ambientales estresantes
(Calderén-Narvaez, 1985), generalmente de tipo psicosocial, como puede ser la muerte de un ser querido,
haber sido asaltado, haberse divorciado o separado (Kendler, 1999). Asi, las alteraciones basicas
encontradas en un paciente deprimido son las afectivas (tristeza, anhedonia, irritabilidad), las cognoscitivas
(dificultad para concentrarse, pesimismo, ideas de minusvalia, culpa, indecision e ideacion suicida) y las
psicofisioldgicas (trastornos del suefio y del apetito, disminucion de la energia y del deseo sexual), las
cuales promueven la perdida del interés por si mismo y por la vida (Gutiérrez-Garcia y Contreras, 2000). La
depresion suele asociarse hasta un 20 a 25 % con otras enfermedades como la diabetes, infarto al
miocardio, carcinomas, accidentes cerebrovasculares y con algunos padecimientos neurolégicos de tipo
degenerativo como la enfermedad de Alzheimer y la esclerosis mdltiple (Uriarte, 1992; Contreras et al.,
2003).

A la depresion se le conoce desde tiempo inmemorial y la interpretacion de las causas que la
ocasionan ha variado a lo largo del tiempo, hasta nuestros dias, en que se le concibe como la



consecuencia de multiples alteraciones en el funcionamiento del sistema nervioso central, considerandola
como un trastorno biolégicamente heterogéneo del cual se desconocen diversos aspectos de su
fisiopatologia (Duman et al., 1997; Contreras et al., 2002, apéndice A). El estudio de la depresion es en
cierta forma limitado, dado que el acceso al paciente deprimido reviste dificultades de tipo etico y
limitaciones en las maniobras experimentales. Por ello, se hace necesario utilizar modelos en animales de
laboratorio, que aun cuando son aproximaciones burdas al padecimiento del ser humano, nos permiten
abordar el estudio de los procesos fisiopatologicos involucrados en los trastornos afectivos y de las
acciones neurobiologicas que ejercen las terapias antidepresivas (Porsolt et al., 1991).

De esta manera, se ha podido determinar que los eventos aversivos de la vida pueden contribuir a
la expresion o exacerbacion de una variedad de desérdenes psicopatologicos incluyendo la ansiedad y la
depresion (Anisman y Zacharko, 1982). Asi, en estudios recientes se ha sugerido una relacion causal del
60 al 75% entre los acontecimientos estresantes continuos y el inicio de la depresion, siendo las pérdidas
los sucesos que mas precipitan la depresion (Kendler, 1999). En consistencia, se ha demostrado que la
exposicion al estrés repetitivo e incontrolable en animales de laboratorio puede provocar alteraciones
conductuales y fisiologicas que remedan el cuadro depresivo en el humano (Zacharko y Anisman, 1991).
Luego entonces, los modelos animales son manipulaciones experimentales, que intentan remedar algunas
caracteristicas de un padecimiento en particular que aqueja al ser humano. Su utilidad reside en que
pueden detectar el potencial terapéutico de algunas drogas ademéas de proporcionar datos relevantes
sobre las acciones de farmacos diversos y constituyen una herramienta en la determinacion de los
substratos neurobiolégicos de los desordenes que representan. Los modelos animales para el estudio
experimental de la depresion cumplen con varios criterios de validez predictiva, de apariencia y de
constructo, que los hace ser sensibles y selectivos para el estudio del desorden afectivo (Wilner, 1994).

En los modelos animales de depresion, los roedores son sometidos a eventos estresantes fisicos,
quimicos o quirargicos con el proposito de generar respuestas bioquimicas y conductuales semejantes a
las desarrolladas por los individuos deprimidos, es decir, la desesperanza (Porsolt et al., 1991). De manera
general, la gran mayoria de estos modelos y los mas utilizados en la actualidad para evaluar el potencial de
diversos farmacos antidepresivos, remedan la depresion exdgena o reactiva en la medida en que son los
factores ambientales los que desencadenan los cambios conductuales y fisiopatologicos sugerentes de

depresion. Asi, existen variados modelos animales para el estudio experimental de la depresion cuyo



objetivo es inducir un estado de desesperanza al emplear estimulos estresores fisicos como los choques
eléctricos inescapables en las patas (Seligman y Maier, 1967), la suspension del rabo (Sture et al., 1985),
el nado forzado (Porsolt et al., 1977) y muchos otros.

Sin embargo, la mayoria de estos modelos emplean estresores que conduciran a esquemas
conductuales semejantes a la depresion, pero que son ajenos a la cotidianidad del animal de laboratorio y
se produce un cambio conductual ligado a una manipulacion experimental extrafia (suspension por el rabo,
nado forzado, choques eléctricos en las patas, cambios extremos de temperatura, entre otros). En una
aproximacién mas naturalista a los efectos del estrés, se han disefiado modelos que semejan las
condiciones sociales en las que viven los sujetos vulnerables, al emplear estimulos mas naturales y
cotidianos en la vida de los animales, con la finalidad de estudiar asi, las estrategias conductuales que se
emiten en una interaccion social de conflicto (Contreras et al., 2002), entendiendo por conflicto toda aquella
tension o abierto enfrentamiento entre dos o mas individuos que disputan, por recursos escasos o por el
estatus jerarquico grupal (Ferreira y Picazo, 2002), por mencionar algunos. Los hallazgos han permitido
proponer que el estrés psicosocial constituye uno de los factores que predisponen al individuo a desarrollar
trastornos del estado de animo (ver revision de Gutiérrez-Garcia y Contreras, 2000, apéndice B).

Hasta el momento, en los modelos animales de estrés psicosocial, se ha enfatizado que la
comunicacion emocional que se establece en una situacion de conflicto que implica la relacion entre dos o
mas individuos, constituye un factor patogénico importante en el desarrollo de diversos cambios
conductuales asociados a situaciones de estrés social. EI método de comunicacién desarrollado por
Ogawa y Kuwahara (1966) parece ser un modelo apropiado para estudiar los cambios conductuales y
fisiologicos que se desencadenan bajo situaciones de estrés psicosocial, basandose en una comunicacion
emocional intraespecie sin la participacion de un estresor fisico directo. Por ejemplo, un raton que no recibe
choques eléctricos en las patas puede desarrollar Ulceras gastricas cuando presencia las respuestas de
otro raton estresado por choques eléctricos en las patas. Estas respuestas, involucran diferentes sistemas
sensoriales, por ejemplo, el auditivo mediante las vocalizaciones; el olfativo mediante la miccion; e incluso
el visual, al presenciar los saltos y el esfuerzo por escapar desplegado por su compariero. Por tanto, las
lesiones estomacales y otras alteraciones conductuales pueden ser provocadas por una comunicacion
afectiva (Ishikawa et al., 1992). Sin embargo, existe poca informacion disponible sobre las bases
funcionales de este fendbmeno y no se ha abordado la posibilidad de que durante este tipo de estrés



psicosocial, los animales que presencian la manifestacion de dolor de otro compafiero, desplieguen
cambios en sus sistemas motivacionales, los cuales les impidan por ejemplo, buscar una salida ante una
situacion de apremio como ocurre con otros modelos animales para el estudio experimental de la depresion
(ver revision Gutiérrez-Garcia y Contreras, 2000; Contreras et al., 2002, apéndice B y C). Por ejemplo, en
el modelo de desesperanza aprendida los animales (ratas, ratones o perros) son sometidos de manera
inescapables a choques eléctricos en las patas durante una primera sesion, de tal forma que aprenden que
esa situacion de apremio carece de solucion y desarrollan al poco tiempo un sindrome caracterizado por
quietud y abatimiento (Seligman y Maier, 1967; Overmier, 2002), de tal forma que cuando son colocados
veinticuatro horas después a la misma situacion excepto en que pueden escapar, se encuentran déficits en
el aprendizaje para escapar de la contingencia.

Hace tiempo, Seligman (1975) propuso que en estos animales al igual que en el ser humano, la
exposicion a eventos aversivos de los cuales se carece de control, ocasiona una pérdida de la motivacion
para dar una respuesta adecuada, déficits cognoscitivos que interfieren con un nuevo aprendizaje y un
abatimiento tanto motor como emocional iniciado por ansiedad y ante la exposicion estresante de manera
prolongada, un estado de desesperanza. Luego entonces, el termino desesperanza involucra un estado
que se produce frecuentemente cuando los acontecimientos se vuelven incontrolables. Se entiende que un
acontecimiento es incontrolable, cuando no se puede hacer nada por cambiarlo, cuando se haga lo que se
haga, siempre ocurrira lo mismo. Es la sensacion de que la propia vida esta en peligro y no hay nada que
hacer para escapar a ello. Estudios realizados por Weiss en 1971, indicaron que cuando a una rata no se
le da la oportunidad de emitir estrategias conductuales para evitar o escapar de un estimulo aversivo, como

una descarga eléctrica, ésta desarrolla a largo plazo cambios conductuales y neuroquimicos inducidos por
el estrés incontrolable.

En otros modelos experimentales de estrés psicosocial se somete a los animales a una relacion
social de conflicto a corto plazo basada en relaciones dominante-subordinado. En el animal que resulta
derrotado durante la contienda ocurre una hiperactividad del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal que se
relaciona con incremento del cortisol urinario e hipertrofia de las glandulas adrenales, lo que es sugerente
de un estado ansioso agudo (Isovich et al., 2000). Todo ello se acomparia de niveles bajos de actividad
locomotriz y disminucion del peso corporal, lo que podria ser parte de la desesperanza. Si la situacion de
sumision forzada se prolonga, las ratas pueden llegar a desplegar un abatimiento conductual generalizado,



caracterizado por falta de reactividad a la estimulacién y abandono de todo intento de sobrevivencia, al
grado de permanecer inmoviles en una de las esquinas de la caja de prueba y con la narina enterrada en el
aserrin (Kudryavtseva et al., 1991). Con estos modelos de estrés psicosocial, se puede determinar un
continuo entre la ansiedad y la depresidn, dos estados emocionales complejos que conllevan alteraciones
cognoscitivas, afectivas y fisiologicas, por lo que causan un deterioro considerable de la salud. Se ha
referido que la ansiedad parece ser la antesala para desarrollar un futuro episodio depresivo. Es decir, los
trastornos depresivos serian un continuum de un ftrastorno de ansiedad no tratado o tratado
insuficientemente (Heinze, 2003). Aunque se reconoce que la ansiedad y la depresién son entidades
nosologicas diferentes y que se pueden presentar de manera independiente, con frecuencia un alto
porcentaje de individuos padecen los dos tipos de desérdenes como ocurre en la depresién mayor
combinada ya sea con el desorden de panico, el desorden obsesivo-compulsivo o con el trastorno por
ansiedad. De esta manera, es factible pensar que la ansiedad y la depresion al menos parcialmente
comparten su etiologia y que de acuerdo a estos modelos animales, bien pudiera estar determinada por
contingencias extraordinarias y acontecimientos incontrolables de tipo psicosocial.

Otro modelo, lo constituye la prueba de nado forzado, que aun cuando ha sido empleada para
evaluar farmacos con propiedades antidepresivas, existen suficientes argumentos para asegurar que la
prueba de nado induce un estado de desesperanza generado por la aplicacion de un evento estresante e
inescapable. De acuerdo con los autores de este modelo (Porsolt et al., 1977; Porsolt et al., 1991), durante
la pre-prueba los animales aprenden que el escape es imposible y dejan de luchar. La consecuencia es un
estado de desesperanza semejante al desarrollado por humanos sometidos a estrés continuo, por lo que la
prueba ha sido propuesta como un modelo para el estudio experimental de la depresién. Recientemente,
en un intento de correlacionar ciertas pautas conductuales con la actividad cerebral, hemos podido
identificar las variaciones de la actividad neuronal del nucleo septal lateral con la desesperanza evaluada
mediante la inmovilidad en la prueba de nado forzado. Encontramos que existe una correlacion significativa
entre el decremento de la actividad multineuronal de esta estructura con el aumento de los periodos de
inmovilidad (r=0.821, p<0.0003); asimismo, los periodos de inmovilidad mayores a 3 segundos se
encuentran correlacionados significativamente (p<0.05) con el decremento de la actividad multiunitaria del
septum. Estos resultados sugieren que el decremento de la actividad neuronal de esta estructura cerebral,
la cual ha sido relacionada con la ansiedad y la depresion ocurre simultaneamente con la inmovilidad en la

prueba de nado forzado. Lo anterior sugiere que el incremento de la tasa de disparo del septum podria



estar relaciona con el aumento de la motivacion del animal por escapar de la situacion de apremio que el
nado forzado representa, efecto producido por diversos farmacos antidepresivos (Contreras et al., 1989),
en tanto que la disminucion de la tasa de disparo se podria relacionar con la desesperanza (Gutiérrez-
Garcia et al., 2003a, apéndice D). Si bien, se observa un abatimiento de la tasa de disparo de las
neuronas del septum lateral ante situaciones de estrés, es posible que otras estructuras relacionadas con
la expresion de la conducta motivada también estén implicadas. En consistencia, la lesion del nucleo
accumbens cancela las acciones conductuales de la desmetilimipramina en la prueba de nado forzado,
pero no bloquea el efecto del triciclico sobre la tasa de disparo del nucleo septal lateral, lo que sugiere que
estructuras limbicas como el nucleo septal lateral, la amigdala y el hipocampo, por mencionar solo algunas,
requieren de una estructuras como el nlcleo accumbens, para integrar y posteriormente enviar la
informacion hacia sistemas integradores de la region motora mesencefalica, implicados en la expresion
motora de la motivacion (Gutiérrez-Garcia et al., 2003b, apéndice E).

En adicion, este modelo parece ser sensible para detectar los cambios conductuales y
neuroquimicos inducidos por estimulos estresantes aplicados previamente a la prueba. En este sentido,
Borsini y colaboradores (1989) demostraron que la sesion de pre-prueba es necesaria para el desarrollo de
la inmovilidad en una sesion subsecuente y para que los farmacos antidepresivos puedan inducir sus
efectos anti-inmovilidad. La pre-prueba puede ser sustituida por la aplicacion de otros estresores que
producen el mismo efecto en cuanto a la inmovilidad, tales como cambios en la temperatura ambiente o en
el fotoperiodo, restriccion de espacio y privacion del alimento, entre otros. Sin embargo, Abel y Bilitzke
(1990), reportaron que la inmovilidad en la prueba de nado forzado puede ser reducida con la aplicacion
previa de un estresor como los choques eléctricos en las patas y este decremento podria deberse a
ansiedad.

La ansiedad es un mecanismo de adaptacion (Uriarte, 1992). Cuando el hombre o animal agrede,
se defiende o huye, despliega una amplia variedad de cambios corporales y psiquicos que lo adaptan para
la pelea o la fuga; dentro de los principales estan: incremento de la presion arterial, vasodilatacion
muscular, vasocontriccion periférica, aumento de la glucosa en sangre por la secrecion de adrenalina y
cortisol, incremento del estado de alerta y de la tension muscular, dilatacion pupilar, secrecién de
endorfinas que favorecen la analgesia, sequedad de boca, incremento en el peristaltismo y de la tensién
vesical, entre otros cambios.



La ansiedad es producto de la activacion del sistema limbico, que favorece las respuestas de
sobrevivencia como es un incremento en el estado de alerta y una mayor capacidad de reaccion hacia los
estimulos, mejorando su habilidad para responder fisica y psiquicamente (Hommer et al., 1987). Luego
entonces, la ansiedad (lat. angere= sofoco o ahogo) se puede definir como un estado no placentero,
caracterizado por intranquilidad, expectacion aprensiva y aumento en la vigilancia, en la que se
desencadenan una serie de reacciones vegetativas como sudoracion, taquicardia, tension muscular,
insomnio y temblor, entre otras (American Psiquiatric Association, 1994). En general la ansiedad
desaparece una vez terminado el estimulo que la provoco; sin embargo, en algunos individuos la ansiedad
persiste por largo tiempo. Asi, la ansiedad excesiva o sostenida se considera patologica y en la actualidad
es el desorden mental mas comun y su frecuencia aparentemente esta en aumento sobre todo en las
grandes ciudades donde el nivel de estrés es mayor.

Existen variados modelos animales para el estudio experimental de la ansiedad, muchos de los
cuales se han derivado de experimentos de aprendizaje asociativo (Picazo y Roldan, 1996). Los modelos
que se han propuesto para el estudio de la ansiedad se han dividido en dos grandes grupos: los modelos
que utilizan estimulos aversivos no naturales, por ejemplo un choque eléctrico en las patas el cual se
asocia con un patron conductual innato como la ingesta de agua o alimento y a aquellos que utilizan
estimulos aversivos naturales tales como lo son los espacios abiertos, la luminosidad intensa, la presencia
de comparieros desconocidos, los olores desagradables, entre otros (Treit, 1985). Las reacciones de
ansiedad desplegadas por los animales en estos modelos, pueden ser cuantificables y proporcionan asi
informacion acerca de los niveles de ansiedad alcanzados por el animal, asi como de la respuesta ante el
tratamiento ansiolitico.

Debido a la ventaja que confiere utilizar el repertorio conductual de cada especie sin la intervencion
de manipulaciones instrumentales de larga duracion, para la presente investigacion se utilizé el modelo de
enterramiento defensivo. El modelo de la conducta defensiva de enterramiento explora una conducta innata
de los roedores, la cual surge cuando éstos se enfrentan a un objeto peligroso o a algun tipo de estimulo
aversivo. En este modelo, los animales se introducen en una caja de acrilico, cuyo piso esta cubierto por
una capa de viruta. Una de las paredes de la caja tiene adherido un electrodo que permite aplicar choques

eléctricos de manera constante y de baja intensidad (0.3 mA). Cuando los animales son colocados en la



caja, la exploran e incidentalmente reciben uno o mas choques, e inmediatamente después entierran la
barra electrificada con el aserrin. El enterramiento defensivo desplegado por las ratas consiste en
movimientos de las extremidades anteriores y en ocasiones posteriores, y de la narina, destinados a
empujar la viruta sobre o cerca de la fuente del estimulo eléctrico, al cual perciben como aversivo y
potencialmente peligroso (de Boer et al., 1991). Generalmente, la secuencia conductual que las ratas
emiten después de tocar el electrodo electrificado consiste en sobresalto y retirada hacia el extremo de la
caja de prueba; inicialmente se puede observar una secuencia de congelamiento/exploracion seguido por
movimientos de retirada y aproximacion hacia el electrodo, que culmina finalmente en el completo o parcial
enterramiento de la barra electrificada. La frecuencia y el tiempo invertido en esta secuencia conductual
defensiva parece estar en funcion de variables propias del organismo, es decir, del estilo de afrontamiento
individual hacia estimulos del ambiente, a las restricciones ambientales, a la disponibilidad del material de
enterramiento (viruta) y las posibilidades de escape o el miedo experimentado ante una situacién particular
(de Boer et al., 1991). Asi, el tiempo invertido en el enterramiento es indicativo de los niveles de ansiedad

(Treit, 1985) en tanto que la latencia al enterramiento revela la reactividad de los animales.

Si en el presente estudio encontraramos que el estrés psicosocial producido por el sélo hecho de
presenciar el castigo inducido a un compariiero y ser asi sometido a las respuestas emocionales que
despliega el sujeto estresado, es suficiente para reducir la inmovilidad en la prueba de nado forzado,
representaria una paradoja indicativa de que el someter a los animales a esta situacion de estrés previo al
nado, no produce desesperanza, en cambio es sugerente de inducir un estado ansioso. Es decir, el estrés
psicosocial promoveria un incremento de la ansiedad. Ishikawa y colaboradores (1992) determinaron que
el estrés psicosocial inducido por medio del método de Ogawa y Kuwahara (1966) provoca un incremento
de los niveles de corticosterona en plasma y ulceras gastricas en aquellos animales que son espectadores
de la estimulacion aversiva aplicada a su compariero. Sin embargo, desconocemos en nuestro estudio,
cuales serian las modificaciones en la inmovilidad en la prueba de nado forzado y si ésta estaria
relacionada con la ansiedad y tampoco conocemos la posibilidad de que esta ansiedad esté asociada con
algin tipo de comunicacion intraespecie (olfativa y auditiva) que se haya establecido en la situacion de
estrés psicosocial a la que fueron sometidos nuestros animales, en cuyo caso, los cambios conductuales
asociados a la ansiedad, tendrian que ser disminuidos con un ansiolitico.



De manera particular, el modelo de enterramiento defensivo ha sido ampliamente utilizado para el
discernimiento de farmacos con propiedades ansioliticas. Treit y colaboradores (1982) determinaron que la
ansiedad desplegada por las ratas ante un estimulo aversivo (barra electrificada) puede reducirse por la
administracion de diazepam (1mg/Kg), mientras que la picrotoxina puede antagonizar dicho efecto. Asi, un
ansiolitico optimo es aquel que reduce el tiempo total de enterramiento sin modificar la latencia o
reactividad del animal, un efecto obtenido con dosis de 1-2 mg/Kg de diazepam (Treit et al., 1982). Lo cual
sugiere que las benzodiacepinas podrian ejercer sus efectos ansioliticos en este modelo al interactuar con
mecanismos GABAérgicos.

En particular, en relacion con la ansiedad, la hipdtesis de la participacién del acido y-aminobutirico
(GABA) el principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso de los mamiferos, esta fundamentada por el
hecho de que el sitio de reconocimiento a las benzodiacepinas esta fisicamente asociado al receptor GABAa.
Este receptor se encuentra en la membrana postsinaptica, es de tipo ionotropico por pertenecer a la familia de
los canales unidos a iones especificos y esta conformado por subunidades de glicoproteinas (ct1-6; p1-4; y1-4
y &) acopladas a un canal selectivo al ion cloro. Tiene por lo menos fres sitios de reconocimiento: uno para el
GABA, otro para las benzodiacepinas y el tercero para los barbituricos que al ser estimulados por sus
agonistas modulan al receptor GABAa (Lambert et al., 1995). La progesterona y algunos de sus metabolitos
funcionan también como moduladores positivos al aumentar la afinidad del receptor por el GABA, con lo que se
incrementa la frecuencia y la duracion de la apertura del canal de cloro acoplado al receptor GABAérgico
(Majewska, 1992), por ello a la progesterona y a sus metabolitos se les han atribuido propiedades ansioliticas
(ver revision Gutiérrez-Garcia et al., 2000, apendice F). Mediante técnicas de registro intracelular se ha
demostrado que las benzodiacepinas aumentan la conductancia al cloro, estimulada por GABA, como
consecuencia del incremento en la frecuencia de apertura del canal de CI-. Esto induce un estado prolongado
de hiperpolarizacion membranal, asi como aumento de la inhibicion neuronal en aquellas estructuras que
poseen receptores GABAérgicos (Lambert et al., 1995). Tomando en cuenta esta informacion, la hipétesis
GABAérgica de la ansiedad plantea que ésta se debe a una transmision GABAérgica disminuida, que es
revertida mediante el tratamiento con benzodiacepinas. Estos efectos también pueden ser bloqueados por la

administracion de un antagonista GABAérgico inespecifico, como la picrotoxina.

Llama la atencion el hecho de que a pesar de que se ha demostrado que el estrés psicosocial

puede inducir ansiedad y desesperanza en ratas y ratones de laboratorio e incluso en otros roedores como



los hamsteres (Fuchs et al., 1996), no se ha a abordado aun la posibilidad de que este estado sea inducido
por un estimulo odorifero ligado a la situacién de estrés psicosocial, a pesar de reconocerse que la
comunicacion quimica en roedores, es fundamental para las relaciones intraespecificas (Novotny et al.,
1985). Conviene mencionar algunos conceptos que se han elaborado en relacion con las estructuras y
niveles implicados en la organizacién de las reacciones emocionales relacionadas con el olfato. Tanto el
area septal como el nucleo amigdalino, pertenecen al sistema limbico el cual recibe aferencias olfatorias
que al parecer estan intimamente relacionadas con aquellas funciones emocionales asociadas a la
olfacion. Efectivamente, se ha demostrado que el area septal es una de las “zonas de placer” del cerebro
de las ratas y al parecer, esta estructura se encuentra implicada en el desorden afectivo, cuyo sintoma
cardinal es la pérdida de la capacidad para experimentar placer; mientras que el nucleo basolateral de la
amigdala participa en respuestas condicionadas de tipo emocional, asociadas a castigo y en la
consolidacion de la memoria asociada a eventos aversivos. En un modelo propuesto por Sheehan y
Numan (2000) se propone que el nucleo septal lateral esté involucrado en el comportamiento social
modulado por feromonas a través de una via anatomica que involucra al bulbo olfatorio accesorio y al
organo vomeronasal hacia el nlcleo amigdalino. Esta primera entrada sensorial olfatoria envia informacion
hacia el érea septal, la cual estaria enviando a su vez proyecciones hacia otras estructuras como el
hipocampo y el hipotalamo, asi como hacia el tallo cerebral. Basandose en esta anatomia, Sheehan y
Numan proponen que las proyecciones del nucleo septal lateral hacia las principales regiones
hipotaldamicas podrian estar involucradas en la regulacion de varios comportamientos sociales. Por
ejemplo, el nucleo septal lateral recibe proyecciones provenientes del area predptica medial y del nucleo
hipotalamico anterior. El &rea predptica medial ha sido involucrada en la conducta sexual y maternal;
mientras que el area hipotalamica anterior en la agresion. En muchas especies de mamiferos el sistema
olfatorio principal y el vomeronasal son importantes para mediar las respuestas sociales, por lo que el
nucleo septal forma un circuito anatomofuncional con la amigdala y el hipocampo, los cuales juegan un
papel importante en los procesos de memoria y ansiedad. Por tanto, el nucleo septal y la amigdala podrian
estar relacionados con la regulacion de los procesos de memoria en situaciones sociales moduladas por
feromonas (Sheehan y Numan, 2000), de modo que, no seria extrafio que numerosas pautas conductuales
fueran moduladas por diversas sustancias odoriferas, en una forma de comunicacion intraespecifica que

de lugar a diversos procesos emocionales, incluyendo los afectivos.

10



En la rata, el sistema olfativo tiene gran relevancia, de hecho el s6lo bulbo olfatorio representa el
10% de su sistema nervioso central y su peso corresponde a alrededor del 4% del peso total del cerebro
(Richardson, 1991). Desde hace tiempo se denomind rinencéfalo a una serie de estructuras de la corteza
del 16bulo temporal y de algunos nlcleos subyacentes que reciben aferencias provenientes del sistema
olfatorio y el cual se encuentra modulando una gran cantidad de pautas conductuales por ejemplo, el
apareamiento, la inhibicion o el desencadenamiento del comportamiento agresivo, la identificacion entre
grupos y entre individuos, la organizacion social, el marcaje territorial, el miedo y muchas otras conductas
sociales (ver revision de Gutiérrez-Garcia y Contreras, 2002, apéndice G). De ser este el caso, se
esperarian variaciones conductuales de la actividad neuronal de estructuras limbicas en ratas que son
sometidas a sustancias quizas alarmogenas secretadas por conespecificos que hayan pasado previamente
por una situacion estresante. Se desconoce si estas sustancias odoriferas pudieran ser inductoras de

desesperanza en aquellos animales expuestos a dichos olores.

Concluyendo, los modelos animales usados para esta tesis fueron la prueba de nado forzado,
como modelo de depresion y la prueba de enterramiento defensivo, como modelo de ansiedad. Estos
modelos fueron seleccionados para la investigacion tomando en cuenta las siguientes ventajas: a) son
selectivos para farmacos antidepresivos y ansioliticos, respectivamente, por lo que cumplen con el criterio
de validez predictiva, la cual indica que el modelo debe ser capaz de detectar farmacos con acciones
antidepresivas o ansioliticas; b) son modelos que no requieren del entrenamiento de los animales; ¢) son
economicos y d) los resultados obtenidos pueden ser replicados facilmente por distintos observadores. Por
otro lado, empleamos un modelo de estrés psicosocial como inductor de ansiedad o desesperanza con la
finalidad de cumplir con los criterios de apariencia y de constructo, los cuales hacen referencia a la
fidelidad con la que el modelo debe remedar los sintomas mas representativos del desorden y de las bases
tedricas que lo subyacen, por ejemplo, el someter a los animales a un procedimiento de estrés cronico
produce desesperanza, lo cual puede ser comparable con los eventos estresantes de la vida diaria que en
muchos casos forman parte de la etiologia de la depresion en individuos susceptibles. Con el modelo de
estrés psicosocial utilizado en el presente estudio se intentd semejar las condiciones sociales en las que
viven los sujetos vulnerables, ya que se emplearon estimulos que, siendo desencadenantes de
desesperanza, ocurrieran de manera mas natural y cotidiana en la vida de los individuos, abordando asi las

estrategias conductuales que se emiten en una interaccion social de conflicto.
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Asimismo, las técnicas electrofisiologicas para el estudio del sistema nervioso central han permitido
el registro de la actividad neuronal en animales en libre movimiento o bien bajo el efecto de algun
anestésico. Existen diferentes técnicas de registro neuronal como lo es el registro electroencefalografico, el
registro intracelular, el registro unicelular y el registro multiunitario, por mencionar algunos. En el presente
estudio empleamos la técnica electrofisiologica de registro de la actividad multineuronal, técnica Util para
caracterizar el patron de la actividad neuronal de diversas estructuras cerebrales (Pinel, 2001). Las
aplicaciones de esta técnica han sido diversas, desde el estudio de los potenciales que revelan
excitabilidad neuronal hasta el estudio de patrones de descarga neuronal en relacion con diversas
conductas, revelando de esta forma patrones de conectividad en el sistema nervioso central involucradas
en el comportamiento. Se han logrado muestrear poblaciones neuronales ubicadas dentro de un area
anatomicamente definida y a las cuales se ha podido clasificar en categorias, es decir, células que
responden activandose o inhibiéndose o no generando respuesta alguna ante un estimulo especifico sea
este eléctrico o conductual, como seria la presentacion de sucesos agradables o gratificantes como el
alimento o bien, ante eventos aversivos como la aplicacion de choques eléctricos en las patas (Bures,
1976). Este método asimismo, podria ser empleado para el estudio de los mecanismos de accion de
farmacos y su relacion con la fisiopatologia de algunas enfermedades psiquiatricas como la depresion. Por
lo anterior, el presente proyecto de investigacion tuvo como objetivo explorar la participacion de sefiales
odoriferas que pudieran ser emitidas en una situacion social aversiva y que a su vez pudieran

desencadenar cambios conductuales y electrofisiolégicos sugerentes de desesperanza.
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2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La depresion es un frastorno frecuente, sin embargo el estudio de los procesos
anatomofuncionales involucrados en este padecimiento es aun escaso, principalmente por las cuestiones
gticas en el manejo de pacientes deprimidos. Por ello, a sido necesario disefiar modelos animales los que,
en su mayoria, remedan algunas de las alteraciones fisiopatoldgicas de la depresion reactiva induciendo en
los animales un estado de desesperanza. Asi, se tiene evidencia de que la desesperanza se produce por la
aplicacion continua y prolongada de estimulacion aversiva en grado suficiente en duracion e intensidad
como para rebasar el repertorio de soluciones del individuo. La mayor parte de los modelos para el estudio
experimental de la depresion han empleado choques eléctricos inevitables, aislamiento o incluso estimulos
sociales. Existen ademas modelos quirurgicos como los que se basan en una ablacion bilateral del bulbo
olfatorio. En la rata, el bulbo olfatorio envia proyecciones directas a diferentes estructuras cerebrales
relacionadas con las emociones como el hipocampo, la amigdala, el hipotalamo y los nicleos septales
(Richardson, 1991). La extirpacion de esta estructura produce un deterioro de diversos sistemas
neuroendocrinos relacionados con la depresion, como una elevacion de la concentracion plasmatica de
corticosterona, disminucion de la concentracion cerebral de noradrenalina y dopamina, pérdida del peso
corporal, cambios en los patrones de alimentacion y de suefio, deterioro de la conducta sexual e hiper-
reactividad. La administracion crénica (pero no aguda) de antidepresivos restablece la normalidad en los
animales bulbectomizados (Richardson, 1891). Por tanto, parece que la bulbectomia olfatoria es un modelo
sensible a detectar la actividad antidepresiva en ratas. Sin embargo, su principal desventaja, es que se
requieren de 2 a 4 semanas para determinar las consecuencias de la lesion, ademas de que se suprime
uno de los principales érganos sensoriales de las ratas (Porsolt et al., 1991), por lo que muchas de sus
conductas podrian ser debidas a la lesion per se y no a cambios especificos en los sistemas
motivacionales, pues con esta lesion sé esta induciendo una privacion sensorial, la cual podria ser la causa
de los cambios observados. Por lo que es recomendable el uso de procedimientos menos invasivos para
validar los modelos que remedan la depresion clinica, por ejemplo, tomando las sefales odoriferas como
inductoras de pautas equivalentes a la ansiedad o la depresion, dado que es desconocido en que medida
los estimulos odoriferos emanados de un animal estresado pudieran desencadenar cambios
motivacionales en conespecificos expuestos a dichos mensajeros quimicos. En una breve revision (ver
apéndice G) encontramos que las sefales de alarma que los roedores utilizan, provocan una variedad de
respuestas conductuales y fisiologicas en conespecificos, relacionadas sobre todo con conductas de huida,
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evitacion o ansiedad (Carr et al., 1970; Rottman y Snowdon, 1972; Abel 1991ab; Zalaquett y Thiessen,
1991; Kikisiui et al., 2001); sin embargo, se desconoce si dichas sustancias podrian a corto o a largo plazo
desencadenar una desesperanza conductual semejante a la observada cuando se emplean estimulos
fisicos directos sobre el animal, como seria el caso de la aplicacién de choques eléctricos en las patas, el
nado forzado, entre otros, para abordar asi el estudio experimental de la depresién por medio de estimulos
“naturales” emitidos en una interaccion psicosocial conflictiva capaz de modificar los estados

motivacionales de los animales involucrados.



3. HIPOTESIS

La estimulacion odorifera ligada a una situacion aversiva es capaz de modificar algunas pautas
conductuales extrapolables a la depresién y a la ansiedad, en paralelo a la modificacién de la actividad
neuronal del nlcleo septal lateral y del nicleo de la amigdala basolateral, tanto en un primer grupo que
recibe choques inescapables e inevitables en las patas, como en un segundo grupo que solamente recibe

estimulacion sensorial proveniente del primer grupo, al que hemos denominado testigo-presencial.
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4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios conductuales en la prueba de nado forzado y enterramiento defensivo, asi
como en la actividad multineuronal del nucleo septal lateral y de la amigdala basolateral en animales

sometidos a estimulacion odorifera durante y después de una situacion de estrés psicosocial.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

4.2.1. Explorar la repercusion del estrés psicosocial en la inmovilidad en la prueba de nado forzado y
en el enterramiento en el modelo de conducta defensiva; v, finalmente definir la posible reversion de una

inyeccion unica de un farmaco con propiedades ansioliticas (benzodiacepina).

4.2.2. Determinar si la exposicion diaria (10 minutos, 35 dias) a los olores provenientes de la orina
de otro animal que recibe choques eléctricos en las patas modifica la inmovilidad en la prueba de nado
forzado y definir la posible reversion anti-inmovilidad por un triciclico (imipramina, 14 dias).

4.2.3. Determinar por medio de programas periestimulo de la actividad multiunitaria, la accion de una
sustancia cetonica, identificada en insectos como una sustancia de alarma, sobre el nucleo septal lateral y
el nucleo de la amigdala basolateral de la rata.

4.2.4. Explorar los posibles cambios de la actividad multiunitaria del nlcleo septal lateral y de la
amigdala basolateral ante la estimulacion odorifera que emana de la propia orina de una rata en
situaciones basales y en otras donde ha sido sometida a una sesion de estrés psicosocial.

4.2.5. Definir la presencia de compuestos cetdnicos volatiles en la orina de ratas que pudieran estar

involucrados en el desarrollo de la ansiedad y de la desesperanza en animales sometidos a una sesion de

estrés psicosocial y explorar la accion de un ansiolitico sobre los niveles urinarios de dichas sustancias.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Procedimientos Generales

El programa experimental se llevd a cabo en varias etapas. Para el estudio conductual, se
realizaron dos experimentos. Todos los animales de acuerdo al grupo experimental al que pertenecian
fueron colocados inicialmente en una caja de dos compartimentos, un método disefiado por Ogawa y
Kuwahara (1966) el cual fue modificado en cuanto al numero de compartimentos. Asi, se construy6 una
caja de vidrio de dos compartimentos (30.0 x 25.0 cm de base y 30.0 cm de altura), con el piso electrificado
compuesto por barras de acero inoxidable de diametro de 0.5 cm y 1.3 cm entre una y otra barra. Los
compartimentos (15.0 cm x 12.5 de base y 30.0 cm de altura) estuvieron divididos a la mitad por una placa
de vidrio opaca de 0.2 cm de espesor de tal forma que los animales no pudieron tener contacto visual. Se
colocd un plato de plastico perforado con pequefios orificios sobre el piso de uno de los dos
compartimentos para prevenir que los animales recibieran choques eléctricos en las patas (compartimento
seguro). Por tanto, el rango de distancia entre una rata y otra, debido a la particion, fue de 0.2 a 10.0 cm
dependiendo de la posicion de la rata dentro de la caja. Después de que las ratas permanecieron en esta
caja de comunicacion de dos compartimentos durante 10 minutos, fueron evaluadas en la prueba de
campo abierto para medir la actividad locomotriz; otros grupos de animales fueron evaluados en la prueba
de nado forzado, un modelo para el estudio experimental de la depresion o en la prueba de enterramiento
defensivo, un modelo para el estudio experimental de la ansiedad.

Para el estudio electrofisioldgico, se llevaron a cabo tres experimentos en los cuales todos los
animales fueron colocados en la caja de dos compartimentos de acuerdo al grupo experimental
perteneciente y posteriormente fueron sometidos a un registro multineuronal de la actividad del nlcleo
septal lateral y del nlcleo de la amigdala basolateral.

5.2. Animales
Se utilizaron 244 ratas albinas macho de la cepa Wistar, de tres meses de edad, con peso entre

los 250 y 350g al inicio de los experimentos. Las ratas se mantuvieron en un bioterio de estancia en cajas
de acrilico traslucidas (45 x 30 x 30 cm) en grupos de 6 a 8 animales por caja, con ciclo de luz/oscuridad de
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12 x 12 h (la luz se encendio6 a las 7:00 a.m.) y con libre acceso al agua y al alimento. Todas las ratas

fueron manipuladas diariamente durante una semana antes de iniciar los experimentos.

Cabe mencionar que, para la realizacion del presente proyecto, la asignacion de las ratas al grupo
control y a los grupos experimentales fue aleatoria. Cada grupo fue alojado independientemente,
constituido cada uno de 6 a 8 animales por caja y se igualaron las condiciones de habitat como de
manipulacion experimental. Por tanto, aiin cuando las condiciones de alojamiento pudieran generar cierto
grado de estrés a las ratas que conformaron cada uno de los grupos en estudio, todas estuvieron bajo las
mismas condiciones de experimentacion excepto en el estrés inducido a cada grupo experimental y no se
agregaron otro tipo de condiciones que facilitaran aiin mas el déficit conductual dado que se hubieran
mezclando situaciones generadoras de estrés, como lo seria el caso del aislamiento.

5.3. ESTUDIO CONDUCTUAL
5.3.1. Pruebas conductuales
5.3.1.1. Actividad locomotriz en campo abierto

Las ratas fueron depositadas individualmente en una de las esquinas de una caja de acrilico (44 x
33 cm) con paredes de 20 cm de altura y con el piso dividido en 12 cuadros de 11 x 11 cm (fig. 1). Se llevo
a cabo una preprueba de 5 minutos, sin valor estadistico dado que su unica finalidad fue la de habituar al
animal a la caja de prueba. Veinticuatro horas después, se realiz6 el registro de prueba. La duracién fue de
5 minutos y se evalud el nimero de veces que el animal cruzé un cuadro con sus cuatro patas. Después de
cada prueba por rata, la caja fue limpiada cuidadosamente con una solucién conteniendo amoniaco 0.5%,
etanol 15%, extran 10%, isopropanol 5%, pinol 19% y agua 59.5 %.
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Fig. 1. Prueba de actividad locomotriz en campo abierto. Su finalidad es descartar cualquier componente motor
inespecifico que pudiera generar un falso positivo al interpretar la prueba de nado forzado.

5.3.1.2. Prueba de nado forzado

Se utilizé la prueba de nado forzado disefiada por Porsolt y colaboradores (1977), modificada en
cuando al tamafo y forma del estanque. La prueba de nado forzado se inicié al introducir a las ratas
individualmente en un estanque rectangular (50 x 35 cm de base y 60 cm de altura) con agua a
temperatura de 25 + 19C. El nivel del agua varidé de acuerdo a la longitud del animal (21-23 cm) de tal
manera que la rata pudo tocar el fondo del estanque y mantener la narina por fuera de la superficie del
agua (fig. 2). El dia anterior de esta sesion de prueba, se obtuvo una primer sesion que tuvo una duracion
de 15 minutos, después de la cual los animales fueron colocados en una caja de secado a temperatura
ambiente y regresados al bioterio de estancia. Esta sesion fue llamada pre-prueba y sus resultados no
fueron tomados en cuenta para el analisis estadistico, dado que su funcion fue inducir desesperanza
(Porsolt et al., 1977; Borsini et al., 1989). Veinticuatro horas después se realizé la sesién de prueba (5
minutos) inmediatamente después de que los animales estuvieron en la caja de dos compartimentos (10
minutos). Se consideré como inmovilidad aquel episodio en el que el animal toco la base del estanque con
una o dos de sus extremidades posteriores, o0 bien cuando se mantuvo a flote realizando movimientos
minimos que le permitieron mantener la narina por arriba del nivel del agua, pero que no implicaran
desplazamiento ni intento de escape. La latencia a la primera inmovilidad fue definida como el tiempo en
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segundos que tarda un animal en desplegar la inmovilidad desde el momento en que fue colocada en el
estanque. Indica el primer esfuerzo que el animal emite para enfrentar la situacion de apremio que el nado
representa y es una medida adicional al tiempo total de los episodios de inmovilidad (Contreras et al., 1998;
Espejo y Mifano, 1999). También se cuantificé el nimero de episodios de inmovilidades desplegados
durante la prueba. De esta manera, tanto la duracion total de la inmovilidad como el nimero de
inmovilidades son indicativos del grado de desesperanza desarrollado en las ratas que son forzadas a
nadar (Porsolt et al., 1977). Las variables evaluadas en la prueba de nado forzado fueron registradas por
dos observadores independientes. Todas las sesiones fueron filmadas para posteriormente realizar un
registro sobre el video tape que permitiera la verificacion una y otra vez de los resultados obtenidos. Las
sesiones experimentales se realizaron entre las 8:00 y las 11:00 a.m. y el agua del estanque fue cambiada
por agua limpia entre una y ofra rata.

Fig. 2. Prueba de nado forzado, Util para medir la eficacia de algunos farmacos antidepresivos. En este modelo, las
ratas realizan los minimos movimientos para mantener la narina por fuera de la superficie del agua e incluso estiran
las extremidades posteriores o el rabo.
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5.3.1.3. Modelo de conducta defensiva de enterramiento

En este modelo (Pinel y Treit, 1978) las ratas se introdujeron individualmente en una caja de
acrilico (27 x 17.5 x 15.5 cm) cuyo piso estuvo cubierto con una capa de viruta fina (5 cm de espesor). De
una de las paredes de la caja (17.7 x 15.5 cm ) emergié horizontalmente un electrodo que fue construido a
partir de un trozo de madera (7cm de longitud, 1 cm de diametro) y alambre de acero inoxidable (California
Fine Wire Co.), el cual se encontraba 2 cm por arriba de la viruta (fig. 3). El electrodo se conecto a un
estimulador Grass S44 (Quincy, Mass, USA) conectado a su vez a un amperimetro (Grass CC1 A, Quince,
Mass, USA) el cual liberé pulsos eléctricos de baja intensidad (0.3 mA, corriente constante). Cuando los
animales exploraron la caja, recibieron incidentalmente algunos choques y comenzaron a cubrir el
electrodo con la viruta (enterramiento). La duraciéon de la prueba fue de 10 minutos y de una sola
exposicion. Las variables evaluadas fueron: la latencia al enterramiento definida como el tiempo en
segundos que tardé el animal en desplegar el enterramiento una vez recibido el primer choque eléctrico y
el tiempo total de enterramiento (el tiempo que pasé enterrando el poste electrificado). El tiempo total de
enterramiento indica los niveles de ansiedad experimental mientras que la latencia al enterramiento es

interpretada como un indice de reactividad (Treit, 1985).

Fig. 3. Prueba de enterramiento defensivo. En esta prueba, las ratas cubren con aserrin un electrodo que
representa una fuente de estimulacion aversiva, ya que cuando lo tocan reciben un choque eléctrico de baja
intensidad.
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5.3.2. Andlisis de datos

Los datos obtenidos en la prueba de actividad locomotriz en campo abierto, nado forzado y
enterramiento defensivo fueron sometidos al analisis de varianza de una via para grupos independientes y
para identificar las diferencias estadisticas entre los grupos experimentales y el grupo control se utilizé la
prueba post-hoc de Dunnett para datos paramétricos. El criterio de significancia estadistica solo incluyd
diferencias de p< 0.05. Por tanto, los resultados se representan como la media + el error estandar. Para el
analisis estadistico de los datos, se eliminaron algunos sujetos experimentales con los siguientes criterios:
de la prueba de nado forzado se eliminaron aquellas ratas cuyo tiempo total de inmovilidad sobrepaso el
valor de la media + 1 desviacion estandar con respecto al grupo control. Para el caso de la prueba de
enterramiento defensivo se eliminaron aquellas ratas cuya latencia al enterramiento fue de 600 s y su

tiempo total de enterramiento igual a cero.

Para el analisis del ensayo farmacolégico con diazepam en el que solo se formaron dos grupos, los
datos obtenidos en la prueba de enterramiento defensivo y actividad locomotriz fueron sometidos a una
prueba t de Student. El criterio de significancia estadistica solo incluyd diferencias de p<0.05. Por tanto, los
resultados se representan como la media el error estandar.

5.4. ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO

5.4.1. Electrodos

Se utilizaron electrodos bipolares trenzados (distancia entre las puntas de 1mm, superficie de
registro: 0.5 mm,; y resistencia eléctrica 100 KQ2), construidos a partir de alambre de acero inoxidable de 3
cm de largo (California Fine Wire Co.). Se tomaron dos trozos de alambre (3 cm de longitud), los cuales se
unieron longitudinalmente con pegamento (cianocrilato, KolaLoka ®) dejando integro el aislamiento con

teflon excepto en la punta, donde quedd descubierta la superficie de su seccion transversal.
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5.4.2. Preparacion quirurgica

La rata fue introducida en un desecador el cual contenia éter etilico (J. T. Baker, S.A. de C.V.
Xalostoc, México). Una vez anestesiada, fue retirada del recipiente y rapidamente se le realizaron las
siguientes cirugias, la anestesia con éter se mantuvo hasta que se llevo a cabo el corte de la médula
espinal:

5.4.2.1. Traqueotomia. Se realizd una incision longitudinal de la piel en la parte ventral del cuello,
disecando los mUsculos esternohioideo, esternotiroideo y la glandula tiroides. Una vez expuesta la traquea
se realizé un corte transversal, a la altura del séptimo anillo cartilaginoso; se colocod un tubo de polietileno
de 3 cm de longitud y 1.5 mm de didmetro; posteriormente se procedio a realizar puntos de sutura para
sujetar el tubo de polietileno con los musculos y cerrar la herida. Esta maniobra permitio proporcionar
respiracion artificial a la rata por medio de una bomba (Ugo Basile, model 7028, Comerio-Verese, Italy) que
se conectd segundos antes de seccionar la médula espinal. Después del corte se retird el anestésico y la
respiracion artificial se mantuvo con el aire del medio ambiente (fig. 4).

5.4.2.2. Encéfalo aislado. Después de la traqueotomia, la rata fue colocada en un aparato
estereotaxico (Stoelting, Wood Dale, Il, USA) con la barra de incisivos en -5.0 mm para inmovilizarla. Se
realizd una incision longitudinal sobre la piel de la parte dorsal del cuello, se separaron los musculos
paravertebrales cervicales hasta localizar la primer y la segunda vértebras cervicales, para alcanzar los
segmentos cervicales C1-C2. Posteriormente se procedio a realizar una laminectomia para exponer la
médula espinal y se le cort¢ transversalmente para eliminar las conexiones sensoriomotoras aferentes y
eferentes somaticas. Unos segundos antes de cortar la médula espinal, el tubo de polietileno colocado en
la traquea se conectd a la bomba de respiracion artificial a volumen y frecuencia constante (52
‘pulsos/minutos, volumen respiratorio= 125 cc/minutos). Y por ultimo, se suturaron los musculos
paravertebrales y la piel para cerrar la herida. Por medio de esta técnica se tiene una preparacion
quirlrgica caracterizada por un cuerpo inmovil e insensible por debajo del plano del corte espinal, en un
animal consciente y despierto.

5.4.3. Pretratamiento

Debido a que la seccidén de la médula espinal provoca una caida de la tension arterial, fue
necesario restablecerla con la administracion de un farmaco simpaticomimético para el cual ya hemos
tenido experiencias exitosas (Bernal-Morales, 1997; Contreras, 1998). El clorhidrato de etilefrina (Effortil,
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Boeohringer-Ingelheim, Prometo S.A. de C.V., México), un agonista con afinidad por receptores a1, B1y Be-
adrenérgicos, fue el farmaco de eleccion, el cual fue administrado a una dosis de 4mg/kg i.m., al terminar la
cirugia de encéfalo aislado. También se utiliz6 lidocaina al 2% como anestésico local, el cual fue aplicado
en las partes en donde se realizaron incisiones sobre |a piel del animal y en los puntos donde hizo contacto

el aparato estereotaxico, esto es, en los conductos auditivos externos y en el timpano.

Traqueotomia

Encéfalo aislado

Fig. 4. Se ilustra la preparacion quirirgica realizada antes de llevar a cabo el registro de la actividad multiunitaria del
nlicleo septal lateral y de la amigdala basolateral en ratas con preparacién de encéfalo aislado.
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5.4.4. Cirugia estereotaxica

Se rasuro la cabeza de la rata y se procedio a iniciar la cirugia estereotaxica. Para ello se realizd
una incision sobre la piel del craneo en direccidn rostro-caudal; se raspé el periostio y se localizo la sutura
de bregma, identificada en la interseccion del hueso frontal y los huesos parietales en la linea media. Con
un taladro dental (Foredom Electric Co.) se realizaron tres trépanos (aproximadamente de 1 mm de
diametro), orientados estereotaxicamente de acuerdo a las coordenadas de Paxinos y Watson (1982),
hacia el nucleo olfatorio accesorio (Ap= 6.2mm, L= 1.5 mm, y H= 1.3 mm por debajo de la corteza), otro
hacia el nucleo septal lateral (NSL, L= 0.5 mm, Ap= 0.2 mm, H=-3.0 a -5.0 mm por debajo de la corteza) y
otro dirigido hacia el nlcleo de la amigdala basolateral (Ap= 3.3 mm posterior a bregma, L= 5.0 mm, H= -
7.5 mm por debajo de la superficie de la corteza). Una vez que los electrodos fueron colocados en los sitios
correspondientes, se fijaron al craneo con acrilico dental (Nic Tone®). Ademas se colocaron electrodos

epidurales en la corteza parietal para monitorear el EEG.
5.4.5. Registro de la actividad multiunitaria

Una vez transcurrida una hora post-operatoria, se realizo el registro de la actividad multiunitaria. EI
electrodo de registro se conecté a un amplificador (Grass 7P511L con filtros de frecuencia: baja 10 Hz; alta
30 KHz). La sefial biolégica se envid a un estimulador Grass S88 (Quincy, Ma, USA) el cual emitié pulsos
cuadrados de amplitud y duracion constantes (4 V, 0.6 ms) correspondientes a cada espiga, que fueron
enviados a la entrada serial (RS232) de una PC-IBM compatible. En la PC una serie de programas
elaborados ex profeso procesaron la actividad multiunitaria de las estructuras registradas durante 6
minutos y proporcionaron histogramas de frecuencia, su media y el error estandar, Una vez capturada la
actividad multiunitaria neuronal de cada una de las estructuras mencionadas, se procedié a realizar la
estimulacion eléctrica del nicleo olfatorio accesorio (fig. 5).
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Cirugia estereotéxica

Fig. 5. Registro multineuronal. Con el registro de la actividad multiunitaria es posible evaluar los cambios tanto en
amplitud como en frecuencia de la actividad neuronal de cierta poblacion de células. Durante la actividad neuronal
(potenciales de accion) se incrementa el intercambio i6nico generandose un campo eléctrico en la inmediacion del
electrodo de registro. El electrodo (A) detecta estos cambios en el espacio extracelular y por medio de un sistema de
amplificacién (B), los potenciales de accion son transformados en pulsos eléctricos de amplitud y duracion
constantes por medio de un estimulador (C), con los cuales se alimenta a una computadora (D) que por medio de
programas especiales digitaliza los pulsos provenientes del estimulador y proporciona los histogramas de frecuencia,
la media y el error estandar de la actividad multiunitaria.
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5.4.6. Estimulacion eléctrica del nucleo olfatorio accesorio

Para la estimulacion eléctrica del ntcleo olfatorio accesorio se utilizd un electrodo bipolar trenzado
(distancia entre las puntas de 1mm), aislado con teflon excepto en la punta (0.5 mm). El electrodo de
estimulacion se conectd a un esﬁmulador Neuropack electromyograph MEM-3102 (Nihon Kohden, USA)
que envio pulsos (1 Hz, 0.5 ms) al ntcleo olfatorio accesorio. La PC por medio de programas disefiados ex
profeso proporciond histogramas de frecuencias en el tiempo, que permitieron identificar tres tipos de
respuesta (inhibicion, excitacion, o no respuesta) en la actividad multiunitaria del nucleo de la amigdala

basolateral y del nlcleo septal lateral ante la estimulacion eléctrica del nicleo olfatorio accesorio.

Se monitoreo la frecuencia cardiaca y el EEG cortical en un poligrafo (Grass 79G) mediante la
colocacion de electrodos en las extremidades anteriores de la rata en un simil de la derivacion | del
electrocardiograma. Ademas se colocaron electrodos epidurales para el control continuo de la actividad
electrocorticografica. Estas mediciones no fueron analizadas estadisticamente pero nos permitieron
detectar cambios en las funciones vitales del animal que pudieran interferir con los resultados del
experimento. Asi, cuando se detect6 una disminucion o un incremento de la frecuencia cardiaca de + 10%
en 10 minutos (media: 250 pulsos/minutos) se dio por concluida la sesion. Asimismo, una baja en Ia
actividad electrocorticografica <10 >3 cps, <60 pV, sin signos de suefio, nos indicd cambios sugerentes de
muerte neuronal o bien de hipoxia.

5.4.7. Estimulacion odorifera

Se construyé una canula guia de tubo de polietileno (Cole-Parmer Instrument) de 1 mm de
didametro y 1 c¢cm de longitud, la cual fue colocada y fijada a la fosa nasal izquierda de la rata,
inmediatamente después de terminada la cirugia estereotéxica. Esta canula guia a su vez, fue acoplada a
una de varias canulas construidas a partir de tubos de microboro (DI 0.022, DE 0.042, Cole-Parmer
Instrument) de 45 cm de longitud. Estas canulas de inhalacion fueron acopladas a una llave de tres vias
(Discofix®-3, Laboratorios Pisa) conectada a una jeringa de 20 cc B-D ACE (Becton Dickinson). Dentro de
esta jeringa se colocaron pequerios algodones impregnados con 0.4 ml de una de las siguientes sustancias
ensayadas: 2-heptanona (Sigma Chemical Co. Po. St. Louis, MO USA), 3-heptanona (Sigma Chemical Co.
Po. St. Louis, MO USA), acetona (J.T. Baker, S. A., Xalostoc, México), benceno (Uvasol®, E. Merck,
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Darmstadt), metanol (J.T. Baker, S. A., Xalostoc, México), orina de la propia rata y orina de ratas
estresadas por choques eléctricos en las patas (fig. 6).

Una vez que la frecuencia y la amplitud del registro se mantuvieron sin variaciones repentinas
(alrededor de una hora después de la cirugia), se procedid a realizar un registro multiunitario del nucleo
septal lateral y de la amigdala basolateral. Para ello se obtuvo un registro control de 2 minutos de la
actividad multineuronal basal de ambas estructuras; después, se administré como primer ensayo aire a la
fosa nasal con el dispositivo de jeringa antes descrito, a un flujo constante de 5 ml/15 s durante 2 minutos.
Inmediatamente después de la aplicacion de aire se procedid a registrar 2 minutos post-inhalacion. En la
PC una serie de programas elaborados ex profeso procesaron la actividad multiunitaria de las estructuras
registradas durante 6 minutos y proporcionaron histogramas de frecuencia, su media y el error estandar,
cada 15 seg. Posteriormente, se procedié a cambiar la canula de inhalacién de aire por otra canula de
inhalacion correspondiente a cada una de las siguientes substancias: 2-heptanona, 3-heptanona, acetona,
benceno, metanol, la orina proveniente del mismo sujeto o la de otro animal previamente estresado. El
orden y la secuencia de la aplicacion de cada sustancia siguieron un disefio de cuadrados latinos, es decir,
todos los animales recibieron todas las sustancias antes mencionadas, pero en diferente orden las cuales
fueron administradas de la misma manera que el ensayo con aire. Se dejaron transcurrir 30 minutos entre
la aplicacion olfativa de una y otra sustancia. Tanto la jeringa como la llave de tres vias fueron lavadas con
agua y puestas a secar en una estufa de incubacion (Felisa, Mod. 241, México) después de cada ensayo.
Asimismo, la recoleccion del estimulo odorifero orina se obtuvo al finalizar la cirugia de traqueotomia por
medio de una pequefa incision en la parte ventral para exponer la vejiga urinaria y extraer la orina de modo

tal que cada rata recibié como estimulo su propia orina. Con puntos en cruz se sutur6 al animal.

5.4.8. Control histolégico

Al finalizar cada sesion de registro se procedio a marcar tanto el sitio de estimulacion como los de
registro multiunitario, dejando pasar corriente directa durante 60 seg (30 seg cada polo), a través de los
electrodos correspondientes. Posteriormente, los animales fueron perfundidos por via intracardiaca con
formaldehido al 20% (50 ml), se extrajeron los cerebros y se conservaron en formaldehido al 20% para la
verificacion histologica de los sitios de registro. Al realizar el control histolégico se utilizé una técnica de

verificacion gruesa. Para el analisis estadistico solo se consideraron los registros neuronales en los que
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mediante el control histolégico fue identificada la trayectoria del electrodo de estimulacion en el nicleo
olfatorio accesorio y los de registro en el nlcleo septal lateral y el nicleo de la amigdala basolateral.

BULBO OLFATORIO
ACCESORIO

EPITELIO OLFATIVO

Tiempo control Tiempo de estimulacion Tiempo post-
(2 minutos) odorifera estimulacion
(2 minutos) (2 minutos)

Fig. 6. Esquema que ilustra el dispositivo empleado en la secuencia de la estimulacion olfativa para el registro
multineuronal.

5.4.9. Anélisis de datos

Se eliminaron aquellos datos electrofisiologicos provenientes de registros donde los electrodos
cayeron fuera de sitio. Para poder llevar a cabo el andlisis de la actividad multiunitaria, los datos fueron
normalizados con percentiles, tomando la frecuencia promedio de los dos minutos del tiempo control (antes
de la estimulacion eléctrica y odorifera) del registro como el 100%. Se siguié un disefio intragrupo para
normalizar los datos, es decir, se evaluaron los cambios durante la inhalacion con respecto al tiempo
control, para cada una de las ratas que integraron el grupo control y los dos grupos experimentales.
Posteriormente se aplico un ANOVA de una via para muestras repetidas para realizar una comparacion
intragrupo. Después del andlisis de varianza se hicieron comparaciones pareadas utilizando la prueba de t

de Student como post-hoc.
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6. SERIES EXPERIMENTALES

6.1. EXPERIMENTO |. Estrés psicosocial: efectos ansiogénicos y depresivogénos.

6.1.1. Antecedentes

Dado que los animales sometidos a un estrés fisico como los choques eléctricos en las patas
pueden inducir un estrés psicosocial en otro animal por medio de una comunicacion sensorial caracterizada
por las vocalizaciones, la defecacion, la miccion y los saltos emitidos por su compafiero durante la
aplicacion del estresor fisico (Ichikawa et al., 1992), es posible suponer que el estrés psicosocial inducido
en uno de los animales ante el contacto sensorial de aquel que esta siendo sometido a choques eléctricos
en las patas, podria constituir un estimulo lo suficientemente relevante como para modificar el
comportamiento del animal en el tiempo total de inmovilidad en la prueba de nado forzado, pero que tal vez
ocurre ante modalidades de estimulacion sensorial aversiva (por ejemplo, auditivas u odoriferas) que
permita la reproductibilidad de las observaciones recabadas por otros investigadores que han empleado
otros modelos animales para inducir desesperanza.

6.1.2. a) Estudio de los cambios conductuales en la prueba de nado forzado en ratas sometidas a

estrés psicosocial en una caja de comunicacion.

6.1.2.1. Grupos experimentales

Se utilizaron 48 ratas para el registro de la actividad locomotriz y 32 ratas para el registro del nado

forzado, las cuales fueron asignadas aleatoriamente a un grupo control y dos grupos experimentales:

1. Grupo control (Ctrl). 16 ratas macho intactas fueron sometidas al registro de actividad locomotriz
en campo abierto, mientras que otras 11 ratas intactas fueron evaluadas en el nado forzado. Ninguno de
estos animales recibid choques eléctricos en las patas ni estrés psicosocial al ser colocados en el
compartimento seguro de la caja de comunicacion durante 10 minutos.
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2. Grupo que recibi¢ estrés fisico ( grupo choques) constituido por ratas macho que compartieron
condiciones de habitat semejantes a los animales del grupo control y del grupo testigo-presencial, excepto
en que fueron colocadas dentro del compartimento de barras electrificadas de la caja de comunicacion de
dos compartimentos. Estos animales recibieron choques eléctricos en las patas, sin ninguna sefal de
advertencia.

3. Grupo de estrés psicosocial (grupo testigo-presencial) se formd por ratas macho que
compartieron condiciones de habitat semejantes a los animales del grupo control y grupo choques, excepto
en que fueron colocadas dentro del compartimento seguro de la caja de comunicacion de dos
compartimentos. Por tanto, estas ratas no recibieron choques eléctricos en las patas pero fueron expuestas
a la estimulacion sensorial emitida por las ratas del grupo choques (consistente principalmente de
vocalizaciones y olores), colocadas en el compartimento electrificado contiguo.

6.1.2.2. Procedimiento experimental

Por pares, cada una de las ratas que integraron el grupo choques fueron colocadas en el
compartimento electrificado y de manera simultanea cada una de las ratas del grupo testigo-presencial
fueron introducidas en el compartimento seguro durante 5 minutos. Veinticuatro horas después de este
periodo de habituacion (pre-prueba), las ratas fueron colocadas nuevamente al mismo compartimento
durante 5 minutos, tras los cuales las ratas que integraron el grupo choques recibieron durante 10 minutos
40 choques por minuto (1mA, 0.5 s, CD: corriente directa). La otra rata (grupo testigo-presencial),
permanecio en el compartimento contiguo sin recibir choques, pero expuesta a la estimulacion auditiva y
olfativa proveniente de la rata del grupo choques. Al finalizar la sesién de prueba, las ratas del grupo
testigo-presencial y del grupo choques fueron sometidas a la prueba de actividad locomotriz en campo
abierto o al nado forzado segun les correspondio. Las ratas que integraron el grupo control, recibieron la
misma manipulacion, excepto en que fueron colocadas en el compartimento seguro (sin estimulacion
sensorial alguna), es decir no hubo compaiiero en el compartimento contiguo y posteriormente fueron
sometidas a la prueba de actividad locomotriz 0 a nado forzado.
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6.1.2.3. Diagrama de trabajo
Experimento |

a) Estudio de los cambios conductuales en la prueba de nado forzado en ratas sometidas a estrés
psicosocial en una caja de comunicacion.

Ratas macho Wistar

(250-300 g)
r A 4 y
Grupo Control Grupo choques (A) Grupo testigo (B)
Estrés fisico Estrés psicosocial

Piso A: Choques 1 mA, 0.5 s, 0.5 ¢/s CD (10 minutos, una sesion)
Piso B: seguro

Pruebas conductuales: Actividad locomotriz o nado forzado

l

Analisis de datos
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6.1.3. b) Efecto del estrés psicosocial inducido en una caja de comunicacion sobre la prueba de
enterramiento defensivo.

6.1.3.1. Grupos experimentales y procedimiento

Se formaron tres grupos independientes, con las mismas caracteristicas descritas en el
experimento 1a. Contamos con un grupo control (n=8) constituido por animales que fueron colocados en el
compartimento seguro de la caja sin recibir ningun tipo de estrés; mientras que las ratas del grupo choques
y del grupo testigo-presencial fueron colocadas durante una sesion en la caja de comunicacion durante 10
minutos, después de los 5 minutos de habituacion. El grupo choques (n=8) fue sometido a la prueba de
enterramiento defensivo después de haber recibido durante 10 minutos choques eléctricos inescapables en
las patas y el grupo testigo-presencial (n=9) después de haber sido sometido simultineamente a la

estimulacién sensorial emitida por los animales del grupo choques ante la aplicacion de pulsos eléctricos

en las patas.
6.1.3.2. Diagrama de trabajo
Experimento Ib
Ratas macho Wistar
(250-300 g)
y A A
Grupo Control Grupo choques (A) Grupo testigo (B)

Estrés flfsico Estrés ps{cosocia!

Piso A: Choques 1 mA, 0.5 s, 0.5 ¢/s CD (10 minutos, una sesion)
Piso B: seguro

Pruebas conductuales: Enterramiento defensivo

v
Analisis de datos
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6.1.4. c) Efecto del diazepam sobre el enterramiento defensivo en ratas testigo-presenciales
sometidas a una sesion de estrés psicosocial.

6.1.4.1. Grupos experimentales y tratamiento

Se utilizaron 15 ratas macho, las cuales fueron asignadas aleatoriamente a dos grupos
experimentales. Un grupo testigo-presencial que recibio vehiculo del diazepam (Tp + Vh, n=7) y otro grupo
testigo-presencial al que se le administro 1.0 mg/Kg de diazepam (Tp + Dz, n=8).

El vehiculo o el diazepam fueron aplicados por via i.p. en un volumen equivalente a 0.2ml/350g y
fueron administrados una hora antes de las pruebas conductuales. Para este experimento se empled

diazepam cuya presentacion comercial Relazepam® fue disuelta en agua esterilizada (Pisa ®).

6.1.4.2. Procedimiento experimental

El procedimiento experimental fue idéntico al descrito en el experimento 1b. Las ratas testigo-
presenciales fueron colocadas al compartimento seguro de la caja de comunicacion durante 10 minutos de
manera simultanea a un grupo de ratas macho que fueron colocadas en el compartimento electrificado
para que recibieran choques eléctricos en las patas. Estas ratas fungieron como inductores de estrés
psicosocial a las ratas testigo-presenciales. Al termino de los 10 minutos, las ratas testigo-presenciales
fueron sometidas a la prueba de enterramiento defensivo (10 minutos) y finalmente a la prueba de actividad

locomotriz en campo abierto (5 minutos).

34



6.1.4.3. Diagrama de trabajo

Experimento 1¢
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Andlisis de datos
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6.1.5. RESULTADOS

6.1.5.1. a) Estudio de los cambios conductuales en la prueba de nado forzado en ratas

sometidas a estrés psicosocial en una caja de comunicacion.

6.1.5.1.1. Actividad locomotriz en campo abierto
El andlisis de varianza de la actividad locomotriz en campo abierto (fig. 7) mostré diferencias
significativas entre los grupos [F: 2,45 = 4.31, p<0.01]. La prueba post-hoc de Dunnett indicé que el grupo
testigo-presencial cruzé un mayor numero de cuadros (38.9 + 4.5, p<0.05, n=16) al ser comparado con el
grupo choques (27.4 + 2.6, n=16) y con el grupo control (24.8 + 3.3, n=16) .

PRUEBA DE ACTIVIDAD LOCOMOTRIZ

N
-

CTRL ESTIGO CHOQUES

GRUPOS

Fig. 7. Actividad locomotriz: nimero de cuadros cruzados. El grupo testigo-presencial (testigo) cruzé un mayor
numero de cuadros en comparacion con el grupo control (Ctrl). Cada barra representa el promedio de 16 animales +
el error estandar. *p<0.05 vs grupo control, prueba post hoc Dunnett.
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6.1.5.1.2. Prueba de nado forzado

No se observaron diferencias significativas entre los grupos en el nimero de inmovilidades
(F:2,29= 1.47; p<0.245, NS) y en la latencia a la primera inmovilidad (F:2,29= 1.98;p<0.156, NS)

desplegada durante la prueba de nado forzado (tabla 1).

Tabla 1. Nado forzado. La comparacion de los grupos indicé una ausencia de diferencias significativas. Los

datos se representan por medio de la media * el error estandar; NS= No significativo; n=nimero de ratas.

El analisis de varianza mostro diferencias significativas en el tiempo total de inmovilidad en la
prueba de nado forzado (F:2,29= 4.97, p<0.01, fig. 8). El andlisis post-hoc de Dunnett ilustré que el grupo
testigo-presencial y el grupo choques desplegaron menor tiempo total de inmovilidad al ser comparados

contra el grupo control.

Variables |  NUmero de inmovilidades Latencia a la primera inmovilidad
Grupos
Control 29.7+16 386125
(n=11)
Testigo-presencial 235+25 26.0+£99
(n=10)
Choques 280+3.3 128+ 2.3
(n=11)
NS NS

37

6.1.5.1.2.1. Tiempo total de inmovilidad




PRUEBA DE NADO FORZADO
Tiempo total de inmovilidad

1L %// .

CTRL  TESTIGO CHOQUES

Fig. 8. Nado forzado. Tiempo total de inmovilidad. Cada barra representa el promedio de 10 a 11
animales + el error estandar. El grupo testigo-presencial (testigo) y el grupo choques desplegaron el menor

tiempo total de inmovilidad en comparacion con el grupo control (ctrl). * p<0.05 vs grupo control, prueba
post-hoc de Dunnett.

6.1.5.2. b) Efecto del estrés psicosocial inducido en una caja de comunicacion sobre la prueba de
enterramiento defensivo.

6.1.5.2.1. Prueba de enterramiento defensivo

El anélisis de varianza no mostré diferencias significativas en el numero de choques recibidos
(F:2,22= 0.503, p<0.611, NS) ni en la latencia al enterramiento (F:2,22= 2.01, p<0.157, NS) entre los
grupos experimentales (ver tabla 2). Sin embargo, el analisis de varianza mostré diferencias significativas
en el tiempo total de enterramiento (F:2,22= 4.73, p<0.01, fig. 9). El anélisis post-hoc de Dunnett ilustré que
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el grupo testigo-presencial tuvo mayor tiempo total de enterramiento (p<0.05) al ser comparado con el

grupo control. No se encontraron diferencias significativas entre el grupo choques y el grupo control.

Tabla 2. Enterramiento defensivo. No se encontraron diferencias significativas en el nimero de choques
recibidos ni en la latencia al enterramiento entre los grupos, atribuibles a la manipulacion experimental. NS= no
significativo; n= nimero de ratas; los valores se representan como |la media * el error estandar.

Variables | NuUmero de choques recibidos Latencia al enterramiento

Grupos

Control 3.75+0.79 76.4 +13.45
(n=8)

Testigo-presencial 5.00 £ 1.29 40.55 £ 12.34
(n=9)

Choques 4.88 + 0.51 81.79 + 21.69
(n=8)

NS NS

PRUEBA DE ENTERRAMIENTO DEFENSIVO
Tiempo total de enterramiento

minutos

>
*. 4

CTRL TESTIGO CHOQUES

Fig. 9. Efecto del estrés psicosocial sobre el tiempo total de enterramiento. Cada barra representa el
promedio de 8-9 animales =+ el error estandar. *p<0.05 vs grupo control (Ctrl), prueba de Dunnett.
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6.1.5.3. ¢) Efecto del diazepam sobre el enterramiento defensivo en ratas testigo-presenciales
sometidas a una sesion de estrés psicosocial.

6.1.5.3.1. Prueba de enterramiento defensivo

La comparacion entre los grupos testigo-presenciales (dos tratamientos) mostré diferencias
significativas en el niumero de choques eléctricos recibidos (t = 0.51, gl 13, p<0.02) mientras que en la
variable latencia al enterramiento no se encontraron diferencias significativas entre los grupos (t=-0.324, gl
13, p<0.750, NS), ver tabla 3. Por lo que respecta a la variable tiempo total de enterramiento, se
encontraron diferencias significativas entre los grupos (t = 2.56, gl 13, p<0.02). El grupo testigo-presencial
que recibio diazepam desplegd menor tiempo total de enterramiento (50.1 + 27.2, n=8) al ser comparado
con el grupo testigo-presencial que recibi¢ vehiculo (141.5 £ 22.2, n=7), ver fig. 10.

Tabla 3. Enterramiento defensivo. Se encontraron diferencias significativas en el nimero de choques
recibidos pero no en la latencia al enterramiento entre los grupos. NS= no significativo; n= numero de ratas, Tp + Vh,
grupo testigo-presencial que recibio vehiculo como tratamiento, Tp + Dz, grupo testigo-presencial que recibid
diazepam como tratamiento; los valores se representan como la media + el error estandar.

Variables | Numero de choques recibidos Latencia al enterramiento
Grupos
Tp+Vh 443+0.2 63.9 + 224
(n=7)
Tp + Dz 3.00+£04 82.2 £48.7
(n=8)
p<0.02 NS
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Prueba de enterramiento defensivo
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Fig. 10. Efecto del diazepam sobre el tiempo total de enterramiento en animales sometidos a estrés
psicosocial. Cada barra representa el promedio de 7-8 animales (+ el error estandar). *p<0.02 vs grupo Tp+Vh (t-
Student). Abrev.: Tp+Vh, grupo testigo-presencial que recibié vehiculo como tratamiento; Tp+Dz, grupo testigo-
presencial que recibié diazepam.

El analisis de la actividad locomotriz registrada después de la prueba de enterramiento no indicd
diferencias significativas en el numero de cuadros cruzados desplegado por ambos grupos (t =-1.11, gl 13,
p<0.287, NS, tabla 4).

Tabla 4. Prueba de actividad locomotriz. No se encontraron diferencias en la locomocion atribuibles al
tratamiento farmacologico con diazepam. NS= no significativo; n= niimero de ratas, Tp + Vh, grupo testigo-presencial
que recibié vehiculo como tratamiento, Tp + Dz, grupo testigo-presencial que recibié diazepam como tratamiento; los
valores se representan como la media + el error estandar.

Variables Numero de cuadros cruzados
Grupos
Tp+Vh (n=7) 353+48
Tp + Dz (n= 8) 421+£39
NS
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6.1.6. DISCUSION: EXPERIMENTO 1. Estrés psicosocial: efectos ansiogénicos y depresivogénos.

En conclusion, de este primer grupo de experimentos se encontré que las ratas del grupo testigo-
presencial desplegaron mayor deambulacién y menor inmovilidad en la prueba de nado forzado, asi como
un incremento significativo en el tiempo total de enterramiento evaluado en el modelo de conducta
defensiva de enterramiento, el cual fue revertido por el diazepam.

En este estudio acufiamos el término testigo-presencial, utilizado en derecho juridico. La palabra
testigo proviene del latin testibus, que hace referencia a una persona que da fe de la veracidad de algo. Sin
embargo, la Ley utiliza la palabra testigo en un sentido amplio para referirse tanto a los sujetos que sirven
como un medio de prueba asi como a las personas que dan fe o testifican determinados actos
presenciales. Un testigo es quien ve, oye o percibe por otro sentido algo del que no es parte y que puede
reproducir de palabra, por escrito o por signos, un suceso (Cabanellas, 1968). Por lo expuesto, un testigo
puede dar testimonio de sensaciones percibidas por cualquiera de los sentidos. Muchas clasificaciones
admiten los testigos en términos de derecho juridico, una de ellas es la de testigo-presencial, que es aquel
que depone sobre dichos o hechos, oidps o vistos por él, acaecidos en su presencia. Por tanto, en el
presente estudio, el grupo testigo-presencial estuvo constituido por animales que fueron expuestos a la
estimulacion auditiva y odorifera emitida por la rata del compartimento contiguo la cual estuvo recibiendo
choques eléctricos en las patas. Dado que los dos compartimentos se encontraban divididos por una placa
opaca, los animales no pudieron ver al compafiero del compartimento contiguo, pero si escucharlo y olerlo.

Asimismo, consideramos la conveniencia de alojar a las ratas en jaulas colectivas. Los ratones son
animales altamente territoriales mientras que las ratas son basicamente animales que tienden a vivir en
colonias. En general, se reconoce que todos los individuos que integran un grupo tienen un estatus social
que se establece en el momento en que se forma el grupo. Esto es muy notable en las ratas que viven en
un ambiente natural, dado que tienen un complejo habitat constituido por tineles bajo un ambiente
particular que —por supuesto- raramente se reproduje bajo condiciones de laboratorio. Por ello, la
organizacion social natural de estas especies parece verse influenciada por el aislamiento versus el grupo.
Existen evidencias de que las ratas hospedadas individualmente incrementan su agresién intraespecifica,
su emocionalidad, asi como sus reacciones de escape mas que las ratas alojadas en grupos (para mayor
revision consultar Brain y Benton, 1979; Sharp et al., 2002). En este sentido, existen varios estudios que
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han evaluado aspectos fisiolégicos y conductuales en ratas hospedadas individualmente en contraste con
aquellas que han sido hospedadas en grupo. Estos estudios han observado alteraciones en la actividad
adrenocortical, en la secrecibn de hormonas gonadales y modificaciones en los sistemas de
neurotransmision. Se ha asumido generalmente que las ratas que son hospedadas individualmente
muestran un sindrome de estrés por aislamiento, caracterizado por una reactividad adrenocortical, como
consecuencia de la privacion sensorial a la que son sometidas y por ende, su agresividad defensiva
incrementa significativamente cuando son nuevamente colocadas con conespecificos no aislados (Hatch et
al., 1965; Valzelli, 1973; Miczek y Winslow, 1987; Nyska et al., 1998). Ademas se ha reportado que el
aislamiento social puede interferir con la comunicacion intraespecie modulada por feromonas, ya que los
animales aislados también liberan olores que provocan reacciones de evitacion en animales que viven en
grupos; asimismo, los animales aislados hasta por 15 semanas no responden de manera semejante a
como lo hace un animal “normal” ante el olor de animales estresados (Rottman y Snowdon, 1972). Asi, en
el presente estudio el hecho de que los animales testigo-presenciales cohabitaran con otros testigo-
presenciales permitio el reconocimiento de sus conespecificos, que fueron sometidos a la misma condicién
de experimentacion, sin que existiera la intervencion de otro olor ajeno a ellos mientras se encontraron
alojados en el bioterio y con ello, disminuir la varianza intragupo. Esto permitié que durante las sesiones
experimentales fueran capaces de discriminar otro olor no familiar y quizas aversivo (olores de los animales
del grupo choques). Estos comentarios estan apoyados por los trabajos de Todrank y colaboradores (1399)
quienes sugieren que las interacciones sociales entre individuos son necesarias para la discriminacion de

olores entre individuos conocidos al de otros no familiares.
6.1.6.1. Actividad locomotriz en campo abierto

El modelo que se siguid en este experimento implico el registro de la actividad locomotriz
espontanea para evaluar alteraciones motoras inespecificas que pudieran influir en los cambios
observados en la inmovilidad en la situacion de nado forzado. Es comun utilizar la combinacion de estas
dos pruebas, dado que el modelo de nado forzado ha sido empleado para el discernimiento de farmacos
antidepresivos. Asi, un buen farmaco antidepresivo es aquel que disminuye el tiempo de inmovilidad sin
afectar la actividad locomotriz o incluso, la puede disminuir (Wieland y Lucki, 1990; Contreras et al., 1998),
lo cual ha permitido descartar la posibilidad de que la actividad locomotriz del animal influya sobre la

conducta desplegada por el animal cuando es forzado a nadar, como ya ha sido reportado en otros
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estudios donde no se encuentra correlacion de la actividad locomotriz con la prueba de nado forzado
(Alonso et al., 1991).

Los animales que presenciaron las vocalizaciones y los olores emanados por conespecificos
sometidos a choques eléctricos en las patas manifestaron un estado de inquietud no observado en el resto
de los grupos. Algunos investigadores han sugerido que diferentes estresores tienden a elevar la actividad
locomotriz de los animales (Lee et al., 1986); sin embargo, si el estresor se prolonga, la locomocién tiende
a disminuir (Zacharko y Anisman, 1991). Las ratas del grupo choques no difirieron de las ratas del grupo
control en la prueba de actividad locomotriz, aplicada 10 minutos post-estrés. El decremento en la
locomocién en animales sometidos a choques eléctricos en las patas ha sido observado después de
veinticuatro horas (van Dijken et al., 1992) y en nuestro estudio, la prueba de locomocion fue aplicada 10

minutos después de que los animales pasaron por una primera sesion de choques eléctricos en las patas.

Por otro lado, el estrés psicosocial inducido en los animales del grupo testigo-presencial parece no
guardar relacién con el tiempo que requiere un estresor fisico (choques eléctricos en las patas) para
modificar la locomocion. de Souza y Van-Loon (1986), demostraron que el estrés por restriccion de espacio
incrementa con cierta latencia las concentraciones de dopamina en el hipotalamo sélo 30 minutos después
de la aplicacioén del estrés y no antes. Por su lado, Inoue y colaboradores (1994), han sugerido que la
activacion de diferentes sistemas de neurotransmision despues del estrés fisico (choques eléctricos en las
patas) depende de la intensidad del estrés y de la activacion de diversas estructuras cerebrales
involucradas; por ejemplo, ante una sola sesion de choques eléctricos en las patas (2.5 mA) se incrementa
la transmisién dopaminérgica estriatal, mientras que el estrés prolongado genera una activacion
serotonergica en la corteza prefrontal medial.

Dentro de este mismo enfoque, Prado-Alcala y Quirarte (2002) reportan que cuando un animal es
enfrentado a una situacion donde su integridad fisica no se encuentra amenazada, por ejemplo una
intensidad baja de un choque eléctrico (0.1 mA) su motivacion para evitar esa situacion aversiva esta
disminuida. Pero, si esa misma situacion se torna relativamente peligrosa (intensidades intermedias de
choques eléctricos 2.5-2.7 mA) se desencadenan aquellos sistemas neuroquimicos indispensables para
que el evento se consolide. Por Gltimo, si la integridad del individuo se encuentra seriamente amenazada
(intensidades altas de choque electrico 2.8-3.0 mA), éste se encontraria altamente motivado para ejecutar
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una respuesta de evitacion. Por tanto, es posible sugerir, que los mecanismos por lo que los dos tipos de
estresores empleados en nuestro primer experimento, choques eléctricos en las patas (estrés fisico) o
estrés psicosocial podrian estar induciendo cambios en la conducta de manera diferencial de acuerdo al
significado biolégico que tengan esos estimulos para los animales y por ende, las estrategias conductuales
desplegadas para afrontar dicho estimulo seran diferentes, por lo que es posible argumentar de nuestro
estudio que, la comunicacion intraespecifica generada durante la situacion experimental en la caja de
comunicacion parece desempefiar un papel en la modulacion de los cambios conductuales observados en
el grupo testigo-presencial en un tiempo relativamente breve, si lo comparamos con el grupo choques.

Existen variados argumentos que podrian apoyar esta hipétesis. En primer lugar, la rata es un
animal macrosmatico (Richardson, 1991) y muchos de sus comportamientos se encuentran modulados por
el sistema olfativo. Ademas, durante situaciones de estrés, los animales emiten en su orina algunas
sustancias odoriferas que, al parecer, tienen influencia en el comportamiento de los animales no
estresados (Carr et al., 1970; Rottman y Snowdon, 1972; Fanselow, 1985; Abel, 1991ab), sugiriendo que
este tipo de comunicacion quimica intraespecifica desempefia un papel importante en la sobrevivencia del
grupo.

La orina es uno de los productos mas usados en la comunicacion quimica en mamiferos, la cual,
dependiendo de su composicion y disposicion en el ambiente puede actuar como sustancia promotora,
liberadora y/o alarmogéna (véase revision de Gutiérrez-Garcia y Contreras, 2002, apéndice G). En este
ultimo aspecto, se ha demostrado, que las ratas y ratones despliegan una reaccion de huida en respuesta
al olor de conespecificos estresados (Rottman y Snowdon, 1972). Asimismo, cuando un area ha sido
impregnada con la orina de una rata estresada fisicamente por medio de choques eléctricos en las patas,
continua evocando una reaccion de huida por otros animales de la misma especie, inclusive varias horas
después (Hornbuckle y Beall, 1974; King et al., 1975). Sin embargo, aun no se ha determinado que tipo de
sustancias pudieran estar implicadas en la comunicacion intraespecifica en las ratas de laboratorio
sometidas a una situacion de estrés. MaCkay-Sim (1981) ha argumentado que las ratas sometidas a
estresores fisicos como los choques eléctricos en las patas, liberan olores en su orina y heces, que al ser
percibidos por otros conespecificos tienden a incrementar la actividad locomotriz de sus conespecificos. En
adicion, cuando una rata es colocada en areas saturadas con olores de conespecificos que han sido
estresados, despliegan reacciones de huida o evitacion e incremento de la locomocion en general y
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conductas de escalamiento (climbing) hacia las paredes de la caja de prueba sugerentes de una busqueda
de escape, asi como conducta vertical (rearing), autoacicalamiento y husmeo (Zalaquett y Thiessen, 1991).
En general, se asume que aquellos animales que son sometidos a olores de animales estresados,
despliegan conductas activas de escape mas que conductas de congelamiento (Zalaquett y Thiessen,
1991); mientras que la repeticion de choques eléctricos en las patas provoca un miedo condicionado que
facilita respuestas de congelamiento (Inoue et al., 1994). Estos datos concuerdan con lo que observamos
en el presente estudio, el cual nos indica que los animales que presencian una situacion de castigo de un
conespecifico incrementan su locomocion después de los primeros 10 minutos.

Es importante tomar en cuenta la participacion que las vocalizaciones pudieran haber
desempefiado en la situacién psicosocial inducida en la caja de comunicacion en una sola sesion. Las
ratas emiten vocalizaciones cuyas frecuencias no son audibles para el ser humano. Estas vocalizaciones
“ultrasonicas”, son emitidas en un rango de 22 a 28 KHz. Cuando las ratas de laboratorio son expuestas a
estimulos nocivos o dolorosos evocan chillidos que son audibles al oido humano; pero también, pueden
emitir en paralelo vocalizaciones ultrasonicas antes y después de la exposicion a la estimulacién, por lo
que parecen desempefiar un papel importante para comunicar al grupo la presencia de un estimulo
potencialmente peligroso (Miczek et al., 1991). Consideramos que es necesario aislar cada una de estas
modalidades sensoriales, para determinar en que grado cada una ellas estaria participando en el
incremento de la actividad locomotriz observada en los animales sometidos a este tipo de estrés
psicosocial, o bien disefar otro experimento en el que se tenga la certeza de que solo participa uno de los
dos sistemas sensoriales posiblemente involucrados, olfatorio o auditivo. Asimismo, la evaluacién de otras
conductas desplegadas durante el registro de la actividad locomotriz, podria ayudar a entender las
diferencias encontradas en esta prueba. Entre las conductas a evaluar podrian mencionarse al
acicalamiento, a la conducta vertical, al husmeo y a la inmovilidad (ver apéndice H).

6.1.6.2. Prueba de nado forzado

En el presente estudio, se esperaba que las situaciones de estrés a las que fueron sometidos los
animales les condujera a un estado de desesperanza, evaluado mediante el aumento de la inmovilidad en
la prueba de nado forzado (Porsolt et al., 1977; 1991). Sin embargo, lo que se observé fue lo contrario.

Diversos compuestos antidepresivos y algunos agentes hormonales y aun la elevacion fisiolégica de
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hormonas gonadales, reducen la inmovilidad en la prueba de nado forzado (Martinez-Mota et al., 1999;
Contreras et al., 2000). Por otro lado, es importante la exposicion a la pre-prueba en el nado forzado para
que los antidepresivos ejerzan sus efectos anti-inmovilidad (Borsini et al., 1989). No obstante, los
tratamientos y situaciones en las que se produce una disminucién de la inmovilidad poco o nada tienen que
ver con cambios en la actividad locomotriz (Wieland y Lucki, 1990), por el contrario, la mayor parte de los
antidepresivos eficaces clinicamente reducen la inmovilidad, es decir aumentan el tiempo de nado,
mientras que reducen la actividad locomotriz lo que se interpreta como un aumento de la motivacion por
escapar a la situacion de emergencia que representa el ser forzado a nadar (Contreras et al., 1998; 2001).
Entonces en una condicion estresante seria de esperarse que ocurriera una situacion semejante al
congelamiento, con una disminucién de la actividad locomotriz y un aumento en la inmovilidad (6
disminucién del tiempo de nado). Pero, tal seria el caso al tratarse de la evaluacion de un estado de
desesperanza inducido por el estrés. En caso de que lo que pudiera estar ocurriendo fuera un aumento del
estado de ansiedad mediado por algun tipo de comunicacion emocional sea esta auditiva u olfativa, lo que
se esperaria encontrar es precisamente un aumento de la actividad locomotriz que podria repercutir en el
tiempo de nado. Aparentemente, esto fue lo que ocurrio, ya que se observd en ambos grupos
experimentales una tendencia a disminuir la latencia a la primera inmovilidad y a aumentar el tiempo de
nado, reduciéndose la inmovilidad. Todo ello en concurrencia con un aumento de la actividad locomotriz,

sugiriendo asi un aumento de |a ansiedad en los animales testigo-presenciales.

La exposicion previa a un estresor también puede causar un decremento de la inmovilidad en el
nado forzado. Platt y Stone (1982) reportaron que la restriccion del espacio por 2.5 h durante 11 dias o una
sola restriccion con una duracion de 2.5 h decrementa el tiempo total de inmovilidad en la prueba de nado
forzado. Por su parte, Borsini y colaboradores (1989) emplearon varios estresores, por ejemplo, restriccion
de espacio, frio o choques eléctricos en las patas, 24 h antes de someter a los animales a nadar
forzadamente durante 5 minutos. Con estos estresores se sustituyo la pre-prueba de nado que de acuerdo
a Porsolt y colaboradores (1977) tiene la finalidad de inducir la desesperanza conductual. Borsini y su
grupo (op.cit.) determinaron la importancia de estos estresores o de la pre-prueba para que los farmacos
antidepresivos induzcan sus efectos anti-inmovilidad. Sin embargo, ellos no analizaron sus datos
especificamente con respecto a los efectos de estos estresores sobre la inmovilidad, pero si uno

inspecciona sus graficas, éstas sugieren que la pre-exposicion a estos estresores también reduce la
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duracion de la inmovilidad con respecto a aquellos animales que nos han sido sometidos previamente a
ningun estresor.

Asimismo, Abel y Bilitzke (1990) reportaron que la aplicacion de diferentes estresores como los
choques eléctricos en las patas, el ruido o la manipulacion, pueden tambien decrementar de manera
significativa la inmovilidad en la prueba de nado forzado. Incluso, los Unicos estudios que refieren un
decremento en la inmovilidad por la participacion de posibles sustancias de alarma en el caso de la prueba
de nado forzado, son los de Abel y Hannigan (1992), quienes han sugerido que las ratas pueden desplegar
un decremento en la inmovilidad cuando no se cambia el agua del estanque entre una prueba y otra, es
decir entre una rata y otra. Dicho efecto se mantiene aun cuando el agua que contiene la supuesta
sustancia de alarma se diluye hasta un 25% y permanece activa alin después de ocho dias de haber sido
liberada (Abel, 1991ab). Este grupo apoya la idea de que la inmovilidad en la prueba de nado forzado, mas
que representar una desesperanza conductual constituye una respuesta de afrontamiento al estrés, dado
que ellos observaron que aquellos animales que son forzados a nadar en agua limpia durante un periodo
de 7 dias incrementan de manera gradual la inmovilidad (Abel y Bilitzke, 1990). Por lo tanto, la disminucion
de la inmovilidad en las ratas que nadan en un estanque donde previamente han nadado otras, se debe a
un estado de ansiedad o miedo favorecido por la presencia de una sustancia de alarma de baja volatilidad
presente en el agua (Abel, 1991a).

Sin embargo, estos estudios difieren del nuestro, dado que nosotros cambiamos el agua del
estanque entre una y otra rata. Lo cual indica que los cambios en la inmovilidad desplegada por los
animales del grupo testigo-presencial se deben al estrés psicosocial previo al nado y no a una sustancia de
alarma emitida durante el nado forzado. Por tanto, y de acuerdo con estos hallazgos, es posible sugerir que
en nuestro estudio, el incremento del nado aunado al incremento de la actividad locomotriz en las ratas
testigo-presenciales parece constituir una respuesta de escape, similar a la respuesta de huida que
exhiben los animales que son sometidos a otros contextos en donde estan presentes feromonas de alarma
(Hornbuckle y Beall, 1974); por ejemplo, las respuestas de escape que exhiben las ratas cuando se les
introduce en un area que previamente fue ocupada por otras ratas estresadas por choques eléctricos en
las patas (Carr et al., 1970; King et al., 1975; MaCkay-Sim, 1980).
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En efecto, varios reportes indican que las ratas expuestas al olor de conespecificos estresados
muestran reacciones de evitacion (Miller-Velten et al., 1966 ref. en Rottman y Snowdon, 1972; Carr et al.,
1970; Rottman y Snowdon, 1972; Hornbuckle y Beall, 1974; King et al., 1975; Zalaquett y Thiessen, 1991) y
un incremento generalizado de la locomocién (MaCkay-Sim, 1981; Zalaquett y Thiessen, 1991).
Resumiendo, pareciera entonces que los animales desarrollaron un alertamiento inducido por el olor de
conespecificos estresados, asi como un incremento de ciertos comportamientos activos como lo son la
busqueda de escape, el husmeo, la conducta vertical, entre otros, que promueven una informacion
adicional que favorece la exploracion del animal para determinar el origen y el dafio potencial del olor, por
lo que de ser necesario habra que evitarlo o escapar de él y alertar al resto del grupo de la presencia de un
estimulo potencialmente peligroso, como parte de un mecanismo estratégico para la sobrevivencia del
grupo. Debido a que en este primer experimento no aislamos las vocalizaciones tanto audibles como
ultrasonicas emitas por los animales que recibieron choques electricos en las patas, podriamos afadir que
el olor emitido por este grupo de animales mas las vocalizaciones podrian constituir una estrategia para
alertar al grupo de un dafio potencial. Por lo anterior, en la prueba de nado forzado es posible observar una
disminucion de la inmovilidad como respuesta a un farmaco, pero también como reflejo de expectancia
aumentada, indicadora quizas de ansiedad.

Luego entonces, la estimulacion aversiva conduce a los organismos a desplegar conductas
dirigidas a escapar o a evitar esa estimulacion, entonces se podria aceptar que esas conductas en cierta
forma son motivadas y por tanto, la estimulacion odorifera y auditiva estaria favoreciendo un estado
motivacional (Prado-Alcala y Quirarte, 2002) manifestado por medio un decremento de la inmovilidad en la
prueba de nado forzado aunado al incremento de la actividad locomotriz. En el caso del grupo choques,
también observamos un decremento significativo de la inmovilidad, sin embargo no observamos cambios
en la actividad locomotriz al ser comparados contra el grupo control, lo cual sugiere que los mecanismos
que podrian estar modificando estas conductas en ambos grupos podrian ser diferentes. Asi, cuando el
dafio no existe, o simplemente el escapar del olor (mas vocalizaciones) es imposible, entonces el animal
tiende a mostrar estrategias para conservar la energia y reducir la reactividad provocada por el olor y
sobrevivir a la situacion (Zalaquett y Thiessen, 1991), ilustrando asi el papel de la ansiedad como un
proceso adaptativo (Uriarte, 1992); sin embargo, desconocemos lo que sucede cuando este tipo de
comunicacion intraespecifica se mantiene de manera prolongada y el individuo no tiene opcién de

desplegar reacciones de huida ni de evitacion, quizas conduciendo al animal a un abatimiento generalizado
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del comportamiento y abandonando todo intento de sobrevivencia al grado de caer en una estado de

desesperanza caracteriza por un estado amotivacional, una posibilidad nunca antes explorada.
6.1.6.3. Prueba de enterramiento defensivo

De acuerdo con los resultados obtenidos en el experimento 1b, parece ser que en el animal que
presencia una comunicacion sensorial proveniente de aquel compaiero que esta siendo sometido a un
castigo, el incremento en el despliegue del enterramiento es sugerente de ansiedad. En consistencia,
Ichikawa y colaboradores (1992) reportaron que se puede llegar a inducir ansiedad experimental por medio
de un método basado en una comunicacion emocional, semejante a la empleada en el presente
experimento. Este grupo de investigadores ya habian reportado que aquellos animales sometidos a la
comunicacion olfativa, auditiva y visual proveniente de aquellos animales que reciben choques eléctricos
en las patas, ademas de sufrir de Glceras gastricas muestran un incremento significativo de los niveles de

corticosterona plasmatica, todo lo cual es sugerente de ansiedad.

Por tanto, una sola sesion de estrés psicosocial genera un estado de ansiedad en los animales
testigo-presenciales. En la prueba de enterramiento defensivo los ansioliticos como el diazepam (Treit et
al., 1982; 1985), los antidepresivos que poseen propiedades ansioliticas como la imipramina y la
desmetilimipramina (Martinez-Mota et al., 2000), algunos agentes esteroidales (Picazo y Fernandez-Guasti,
1993; Picazo et al., 1995; Picazo, 1996; Picazo y Roldan, 1996; Fernandez-Guasti et al., 1999; Martinez-
Mota et al., 2000) y algunos agentes agonistas del receptor SHT1a (Picazo et al., 1995; Picazo y Roldan,
1996) disminuyen el tiempo total de enterramiento, lo que pone en evidencia la induccién de ansiolisis.
Inclusive, se considera que un ansiolitico es dptimo, cuando reduce el enterramiento sin modificar la
latencia o reactividad del animal, un efecto que puede ser obtenido con dosis de 1-2 mg/Kg de diazepam
(Treit et al., 1982; Treit, 1985). Por otro lado, la ansiedad desplegada en estas situaciones de estrés
psicosocial también puede ser revertida por farmacos con propiedades ansioliticas como el diazepam
(Kaneyuki et al., 1991). Al respecto, se ha sugerido que el estrés psicosocial selectivamente modifica la
neurotransmision dopaminérgica mesoprefrontal y que el diazepam posee un efecto inhibitorio sobre la
activacion de este sistema de neurotransmision al actuar sobre receptores GABAérgicos. En consistencia,
se ha determinado que las benzodiacepinas disminuyen la ansiedad al facilitar la accion del
neurotransmisor GABA en el sistema nervioso central, actuando sobre receptores GABAérgicos

especificos, ocasionando una mayor apertura de los canales del ion Cl-.
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Con respecto al numero de choques recibidos durante la prueba de enterramiento defensivo,
encontramos un decremento significativo en el nimero de choques recibidos en aquellos animales testigo-
presenciales a los que se les administré diazepam. Hace tiempo que Treit (1985) reportd que los efectos
supresivos del diazepam sobre el enterramiento no se deben a un efecto analgésico dado que la aplicacién
de naloxona, un antagonista de receptores a opioides, no revierte el efecto inducido por el diazepam. Asi
mismo, el decremento del tiempo total de enterramiento no puede ser atribuido a una reduccion de la
reactividad de los animales ante estimulos dolorosos, dado que el diazepam no ejerce ningun efecto sobre
la latencia para escapar de un estimulo doloroso inducido por calor. En consistencia, en este trabajo
observamos que la dosis de 1.0 mg/Kg de diazepam es efectiva para reducir el tiempo total de
enterramiento de animales testigo-presenciales, sin modificar la latencia o reactividad ni la actividad
locomotriz de aquellas ratas que fueron expuestas a una situacion de estrés psicosocial mediada por una
comunicacion odorifera y auditiva emitida por un compafiero sometido a estrés fisico, lo que valida el
hallazgo previo de que el presenciar las reacciones emocionales que emite otro animal que recibe un
castigo es suficiente como inductor de ansiedad, sin que sea necesario recibir de manera directa un
estresor fisico como los choques eléctricos, de modo que es posible que en el estrés psicosocial exista una
forma de comunicacion. Consideramos que podria ser quimica y es muy posible que exista una sustancia
en la orina de las ratas que son sometidas a choques eléctricos en las patas y a la cual responde el testigo-

presencial, dado que el sistema olfativo es un importante medio de comunicacion entre los roedores.

Llama la atencion el hecho de que los animales del grupo choques, no hayan diferido en sus
niveles de ansiedad con respecto al grupo control. Se ha descrito que la gama de conductas exhibidas por
los animales en el paradigma de enterramiento defensivo se relaciona con factores como la intensidad del
choque y la altura de la cama de viruta. Un choque eléctrico de intensidad mayor a 3.0 mA inhibe la
exploracion e induce la conducta de congelamiento (freezing), obstaculizando asi la expresion del
enterramiento. De la misma manera, la reduccion de la altura de la cama de viruta o su ausencia genera
reaccion de congelamiento (de Boer et al., 1991). En nuestro modelo, la cama de viruta tuvo una altura
considerable (aproximadamente 5 cm) y los animales recibieron choques eléctricos de baja intensidad lo
que favorecio el despliegue optimo del enterramiento. Sin embargo, quizas el hecho de haber sometido a
nuestros animales del grupo choques a la previa estimulacion eléctrica de 1.0 mA durante 10 minutos, haya

sido suficiente para enmascarar el enterramiento en esta prueba. Incluso, aunque estos datos no fueron
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mostrados, el 100 % de las ratas del grupo control y testigo-presencial desplegaron el enterramiento,
mientras que solo el 80% de las ratas del grupo choques lo desplegaron. Las ratas que recibieron choques
eléctricos en las patas y que fueron eliminadas del analisis de datos, desplegaron congelamiento durante
los 10 minutos de la prueba de enterramiento defensivo. Nuevamente, es necesario revisar
cuidadosamente otras conductas que pudieran explicar por qué el grupo choques no difiere en estas
pruebas conductuales cuando son comparados con animales control. Sin embargo, como se menciona en
el apéndice H las conductas desplegadas por ambos grupos de animales podria responder a diferentes
estrategias para enfrentar la situacion aversiva a la que estan siendo expuestos en demanda del
significado bioldgico del estimulo.

El modelo de enterramiento defensivo ha sido también empleado para investigar estrategias de
enfrentamiento. Koolhaas y colaboradores (1999) sugirieron que en esta prueba se podria evaluar los
estilos de afrontamiento que tiene un animal frente a un estimulo novedoso o aversivo. Los animales
pueden desplegar respuestas proactivas (enterramiento) o respuestas reactivas (inmovilidad). Los
animales reactivos muestran poco enterramiento hacia la barra electrificada y altos periodos de
inmovilidad. Piljman y van Ree (2002) reportaron que los animales que reciben choques eléctricos en las
patas (0.25 mA, 1 seg) muestran inicialmente inmovilidad en la prueba de enterramiento defensivo, sin
embargo no difieren en el tiempo total de enterramiento al compararlos con animales control. Por tanto, se
requiere investigar los efectos que ambos estresores podrian generar bajo estas circunstancias, quizas
empleando otros modelos conductuales que pudieran detectar las diferencias en los niveles de ansiedad y
la manera en que se expresa ante dos diferentes tipos de estresores.

En el presente experimento, el estrés psicosocial inducido en nuestra caja de comunicacion
produjo un aumento del tiempo de enterramiento, lo cual es sugerente de ansiedad. Lo que resulta méas
notable es que tal aumento ocurrid en el grupo testigo-presencial el cual solamente fue sometido a la
estimulacion sensorial proveniente del sujeto sometido a choques inescapables. Es decir, no recibié mas
que los mensajes auditivos y odoriferos provenientes de su compafiero experimental. Esta observacion,
explicaria el hecho de que se haya encontrado una reduccion de la inmovilidad e incremento de la
locomocién en el experimento 1ab, ya que, efectivamente lo que estd produciendo la manipulacion
experimental es un estado ansioso méas que uno de desesperanza, por lo menos para la presentacion a la

situacion experimental en una sola sesion. La observacion del experimento 1b quedo confirmada dado que
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la dosis de 1mg/Kg de diazepam redujo el tiempo total de enterramiento (experimento 1c). Sin embargo,
nos es desconocido lo que podria ocurrir ante una situacion de exposicion repetida a la misma situacién
estresante, lo cual amerita otro tipo de disefio experimental. Y finalmente, es necesario determinar los
correlatos electrofisiologicos de estos hallazgos.

En conclusion, es posible sugerir que el incremento de la actividad locomotriz y el decremento de la
inmovilidad en la prueba de nado forzado en las ratas de nuestro estudio reflejen un estado de ansiedad
verificado a través de la prueba de enterramiento defensivo y su reversion por diazepam. Esta ansiedad
quiza esté mediada por una sefal quimica presente en la orina de los animales sometidos a choques
eléctricos en las patas, dado que existen varios antecedentes que asi lo sugieren; aunque, no podemos
descartar la participacion que pudiera tener la presencia de las vocalizaciones audibles y ultrasonicas en la
ansiedad desplegada por los animales del grupo testigo-presencial. Sin embargo, el sistema olfativo de la
rata desempefia un papel importante en muchos aspectos de su comportamiento y una de sus funciones
principales es la comunicacion intraespecifica como un medio de conservar la homeostasis del grupo, por
lo que proponemos que una rata macho al ser sometida a un estresor fisico como lo son los choques
electricos en las patas secreta en su orina algun tipo de sustancia quimica que se percibe en su entorno.
Asi la rata que presencia (grupo testigo-presencial) dicho estrés fisico, pero que no lo recibe, asocia esa
sustancia quimica con la situacion de estrés psicosocial (vocalizaciones y saltos), lo cual a su vez
desencadena a corto plazo un estado de ansiedad que se genera cuando los individuos enfrentan una
situacion potencialmente peligrosa, por lo que los cambios observados en la actividad locomotriz, en el
nado forzado y en el enterramiento defensivo podrian ser considerados como mecanismos de alerta o de
alarma, mediados por una comunicacion emocional intraespecifica eficaz e inmediata.
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6.2. EXPERIMENTO 2: Efecto de la exposicion diaria (10 minutos, 35 dias) de los olores
provenientes de la orina de un animal estresado por choques eléctricos en las patas sobre la
inmovilidad en la prueba de nado forzado.

6.2.1. Antecedentes

En la investigacion béasica, los modelos animales han sido tiles para reproducir algunos hallazgos
de la clinica. Al comparar los diversos modelos animales hasta hoy disefiados y tomando en cuenta los
criterios de validacion que reunen, cada uno de ellos tiene ventajas y desventajas que representan para el
investigador distintas alternativas para estudiar las bases fisiopatologicas del sindrome depresivo. Asi, se
sugiere el uso de estimulos que, siendo desencadenantes de desesperanza, ocurran de manera mas
natural y cotidiana en la vida de los individuos vulnerables para poder estudiar las estrategias conductuales
que se emiten en una interaccion social de conflicto. Los hallazgos encontrados en investigacion basica
han permitido proponer que el estrés psicosocial constituye uno de los factores que predisponen al
individuo a desarrollar trastornos del estado de animo (Gutiérrez-Garcia y Contreras, 2000, apéndice B).
Sin embargo, en los modelos de estrés psicosocial no se ha abordado aun la posibilidad de que las senales
odoriferas emitidas durante la situacion social de conflicto sean capaces a largo plazo de desencadenar
desesperanza y de ser el caso, ser revertida con un antidepresivo triciclico como la imipramina, cuyo efecto
antidepresivo ha sido demostrado tanto en el humano como en diversos modelos animales, incluyendo los
modelos de estrés psicosocial por derrota (Kudryaviseva et al., 1991).

6.2.2. Grupos experimentales y tratamiento

Se formaron seis grupos, tres de ellos recibieron una dosis de 2.5 mg/Kg de imipramina (IM)
durante 14 dias después de 21 dias de prueba conductual; mientras que los tres grupos restantes
recibieron el mismo régimen, pero con otra dosis del triciclico (5.0 mg/kg). Estos grupos tuvieron las
mismas caracteristicas que fueron descritas en el experimento 1. Veinticuatro horas después de una sesion
de 5 minutos de habituacion, cada una de las ratas que integraron el grupo choques (n=8, para el grupo
choques 2.5 mg/Kg y n=8, para el grupo choques 5.0 mg/Kg IMI) fueron colocadas en el compartimento
electrificado de la caja para recibir durante 10 minutos, 40 choques por minuto (1mA corriente directa, 0.5

s), diariamente durante 35 dias. Pasados los 10 minutos de estimulacion eléctrica, cada rata fue retirada y
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devuelta al bioterio de estancia. Posteriormente, cada una de las ratas del grupo testigo (n=8 para el grupo
testigo 2.5 mg/Kg IMI y n=8 para el grupo testigo 5.0 mg/Kg), fueron colocadas durante 10 minutos en el
compartimento seguro de la caja de comunicacion de dos compartimentos igualmente descrita en el
experimento 1. Estas ratas no recibieron choques, pero fueron expuestas a la estimulacion olfativa
emanada por la rata del grupo choques, en un periodo de 35 dias. Asi, el grupo testigo solo recibié el
estimulo olfativo y se evitd la estimulacion auditiva proveniente de la rata que recibié choques. El grupo
control (n=9, para el grupo control 2.5 mg/Kg y n=8 para el grupo control 5.0 mg/Kg), solo fue colocado en
el compartimento seguro de la caja de comunicacion durante los mismos 35 dias sin ser expuesto a
estimulacién sensorial alguna. Cada una de las ratas de los grupos antes mencionados fue sometida a la
prueba de actividad locomotriz y nado forzado los dias 1, 7, 14, 21. Después de la sesion 21, todos los
animales recibieron una inyeccion diaria de imipramina (2.5 mg/Kg o 5.0 mg/Kg, i.p.) y fueron nuevamente
evaluados en la prueba de actividad locomotriz y nado forzado los dias 28 y 35 de prueba (7 y 14 dias
después de iniciado el tratamiento farmacolégico).

6.2.3. Analisis de datos

Se decidié analizar los datos obtenidos de las pruebas conductuales empleando un ANOVA de dos
vias considerando como primer factor la manipulacion experimental, es decir, al grupo al que pertenecian
los animales: control, testigo-presencial y choques; y como segundo factor, se consideré el tratamiento
farmacoldgico con IMI (2.5 mg/Kg y 5.0 mg/Kg). Este primer analisis tuvo como finalidad llevar a cabo un
analisis global de los resultados y determinar una posible interaccion entre las manipulaciones
experimentales y el tratamiento con IMI. De esta manera, cuando se encontraron significancias de p<0.05
se hicieron multiples comparaciones utilizando la prueba de Student-Newman-Keuls. Una vez realizado el
analisis global de los datos, se utilizé una ANOVA de una via para muestras repetidas para llevar a cabo un
andlisis intragrupo para cada una de las condiciones experimentales durante los 21 dias de manipulacion
antes de que los animales recibieran cualquier tratamiento farmacolégico. Este analisis tuvo como finalidad
determinar en que medida las diferentes maniobras conductuales: control (grupo sham, sometido a la caja
de comunicacién sin ningln tipo de estimulacion), estrés psicosocial (grupo testigo-presencial) y estrés
fisico (grupo choques) modificaban los parametros evaluados en las pruebas conductuales. Se aplicé como
post-hoc la prueba de Dunnett para comparar las diferentes sesiones contra el primer dia de prueba
conductual. Posteriormente, se utilizo la prueba t de Student para comparar los grupos de 2.5 mg/Kg IMI
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con los de 5.0 mg/Kg IMI a los 7 y 14 dias después de iniciado el tratamiento farmacologico, asi como

contra el primer dia de prueba, donde el animal todavia no recibia ningun tratamiento. Este Ultimo analisis

tuvo como finalidad determinar los efectos anti-inmovilidad de la IMI en la prueba de nado forzado ante

cada una de las manipulaciones conductuales.

6.2.4. Diagrama de trabajo
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6.2.5. RESULTADOS

6.2.5.1. Actividad locomotriz

6.2.5.1.1. Analisis global de la actividad locomotriz

El analisis de varianza de dos vias indico diferencias significativas entre los grupos. El factor
manipulacion experimental resulté significativo (F:2,285= 8.3, p<0.0003). Asi, los animales que integraron
el grupo chodues desplegaron un menor numero de cuadros cruzados (n= 16, p<0.05) al ser comparados
contra el grupo control (n=17) y grupo testigo-presencial (n=16), independientemente del tratamiento
farmacolégico con IMI. Por otro lado, el factor tratamiento farmacologico también ilustrd diferencias
significativas (F:2,285= 47.95, p<0.0001) sin que la interaccion entre los dos factores resultase significativa
(F:3,285=0.44, p<0.777, NS). De esta manera, la dosis de 2.5 y 5.0 mg/Kg de IMI redujeron la actividad
locomotriz de los tres grupos independientemente de la maniobra conductual. Es decir, la dosis de 2.5
mg/Kg de IMI (n=16) redujo el nimero de cuadros cruzados un 26.15% en los tres grupos al compararse
contra los 21 dias de prueba conductual en donde los animales no recibieron ningun tratamiento
farmacoldgico; mientras que la dosis de 5.0 mg/kg de IMI (n=16) redujo hasta un 53.31% la actividad
locomotriz en los tres grupos al compararse con los 21 dias de prueba conductual (ver fig. 11).

ACTIVIDAD LOCOMOTRIZ
NUmero de cuadros cruzados
(Analisis global)

A) B)

2 g

% _ 5 '
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=\ =N
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L hnd
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mg/KgIMI
CIRL  IESIIGO CHOQUES

Fig. 11. Actividad locomotriz: nimero de cuadros cruzados. A) El grupo choques despleg6 el menor nimero de
cuadros cruzados al compararlo con el grupo control y el grupo testigo (p<0.05). B) La IMI en dosis de 2.5 mg/Kg y 5.0
mg/Kg reduijo significativamente la actividad locomotriz de los tres grupos de animales al compararlo contra los 21 dias de
prueba conductual (PBA, p<0.05), independientemente de cualquier maniobra experimental. Se representa la media +

error estandar.
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Se compararon los datos de cada una de las sesiones de prueba de los grupos que recibieron 2.5
mg/Kg de IMI contra los que recibieron 5 mg/Kg de IMI en el dia 1, 7, 14 y 21 para cada una de las
condiciones experimentales y antes de iniciar el tratamiento con IMI: control, testigo-presencial y choques,
utilizando la prueba t de Student. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos de 2.5
ma/Kg vy los grupos de 5.0 mg/Kg IMI en el nimero de cuadros cruzados durante los 21 dias de prueba (ver
tabla 5) para cada una de las maniobras conductuales. Lo cual nos indic6 que ambos grupos que
integraron cada una de las tres condiciones conductuales se comportaron de manera similar durante los 21
dias de prueba y nos permitio descartar diferencias intergrupo que pudieran haber influido en los resultados
obtenidos una vez iniciado el tratamiento farmacolégico en cada una de las situaciones experimentales.
Por este motivo, se decidi6 juntar ambos grupos para cada una de las condiciones durante los 21 dias de
prueba conductual y realizar asi, las comparaciones correspondientes con respecto a los dias en que los
animales recibieron IMI.

Tabla 5. Actividad locomotriz. Numero de cuadros cruzados. No se observaron diferencias significativas intergrupo
para cada una de las condiciones experimentales durante los 21 dias de prueba. n, nimero de ratas; IMI,
imipramina; los datos se representan como la media + el error estandar.

Condicién experimental
Actividad locomotriz: nimero de cuadros cruzados
Control Testigo-presencial Choques

Dosis | 25 mg/Kg | 5.0mg/Kg | 2.5mg/K | 5.0mg/Kg | 2.5 mg/Kg | 5.0 mg/Kg
Registro conductu n=9 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Dia 1 211+£39 313+£31 (231136 285+27 |293+44 395157
Dia 7 36.0+42 441+50 |285+24 346+23 (30640 19.1+40
Dia 14 33.0+21 328+23 [306+37 378+28 (249+44 205147
Dia 21 213+25 289+29 (343+33 374+58 |308+51 209+4.0
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6.2.5.1.2. Analisis intragrupo de la actividad locomotriz durante los 21 dias de prueba

El analisis de una via para muestras repetidas indico diferencias significativas intragrupo en el
grupo control durante los 21 dias de prueba (F:3,64= 9.0, p<0.00007), encontrandose un incremento
significativo del numero de cuadros cruzados en el dia 7 de prueba (p<0,05) con respecto al primer dia.
También se encontraron diferencias significativas intragrupo para el grupo testigo (F:3,60= 5.10, p<0.003),
con un incremento significativo del nimero de cuadros cruzados los dias 14 (p<0.05) y 21 (p<0.05) con
respecto al primer dia de prueba. Por otro lado, en el anélisis intragurpo para el grupo choques se
encontraron diferencias significativas en el nimero de cuadros cruzados de acuerdo al numero de sesiones
(F: 3, 45 = 4.30, p<0.009). El analisis post-hoc de Dunnet mostré diferencias significativas en el dia 7, 14 y
21 (p<0.05) con respecto al primer dia de prueba, ver fig. 12. En sintesis, la actividad locomotriz de los
animales se modifico de manera diferencial en cada una de las condiciones conductuales a la que los
diferentes grupos fueron sometidos.

6.2.5.1.3. Analisis intergrupo e intragrupo con respecto a los dias de tratamiento
farmacoldgico

Grupo control

Se realizaron comparaciones entre el primer dia de prueba conductual y los de tratamiento
farmacolégico. Se encontrd que en el grupo control, la dosis de 2.5 mg/Kg de IMI no modificé el nimero de
cuadros cruzados ni a los 7 (dia 28, t=0.545, gl 4, p<0.590, NS), ni a los 14 dias de tratamiento (dia 35,
t=1.21, gl 4, p<0.239, NS) comparandolo con el dia 1 de prueba. Sin embargo, la dosis de 5.0 mg/Kg de IMI
redujo de manera significativa el nimero de cuadros cruzados en los animales del grupo control desde los
primeros 7 dias de tratamiento (dia 28, t=2.58, 9123, p<0.01) y se mantuvo al dia 14 después de iniciado el
tratamiento (dia 35, t=3.00, gl 23, p<0.006, fig. 12). Las comparaciones entre los grupos control y aquellos
animales que recibieron una dosis de IMI de 2.5 mg/Kg contra los que recibieron 5.0 mg/Kg fueron
significativas. La dosis de 5.0 mg/Kg (15.1 + 2.93) redujo de manera significativa el nimero de cuadros
cruzados en el grupo control a partir de los 7 dias de tratamiento (t=2.58, gl 15, p<0.02) al compararlo con
la dosis de 2.5 mg/Kg IMI; de igual forma, a los 14 dias de tratamiento la dosis de 5.0 mg/Kg de IMI redujo
de manera significativa (t=2.49, gl 15, p<0.02) el numero de cuadros cruzados (14.4 * 1.29) con respecto a
la dosis 2.5 mg/Kg (21.6 + 2.46).
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Grupo testigo

De manera similar al grupo control, en el grupo testigo la dosis de 2.5 mg/Kg de IMI no modificé el
numero de cuadros cruzados por los animales (t=-0.839, gl 2, p<0.410, NS) ni a los 7 (29.0 £ 2.83) ni a los
14 dias de tratamiento (23.4 + 2.31) al compararlo contra el primer dia de prueba. Tampoco, la dosis de 5.0
mg/Kg de IMI redujo el numero de cuadros cruzados (t=1 36 gl 2, p<0.186, NS) a los 7 dias de tratamiento
(20.6 + 2.85) con respecto al primer dia de prueba conductual (25.8 + 2.28). Sin embargo, esta misma
dosis a los 14 dias de tratamiento (16.0 £ 2.71) redujo de manera significativa (t=2.61, gl 22, p<0.01) el
numero de cuadros cruzados con respecto al primer dia de prueba (25.8 + 2.28). La dosis de 5.0 mg/Kg de
IMI redujo de manera significativa el nimero de cuadros cruzados en los animales testigo-presenciales al
compararse con la dosis de 2.5 mg/kg de IMI a los 7 (t=2.09, gl 14, p<0.05) y a los 14 dias después de
iniciado el tratamiento farmacolégico (t=2.07, gl14, p<0.05), ver fig. 12.

Grupo Choques

La dosis de 2.5 mg/Kg redujo de manera significativa el nimero de cuadros cruzados en el grupo
choques a los 7 (17.0 + 2.59; t=3.09, gl 22, p<0.005) y a los 14 dias (18.3 + 3.89; t=2.70, 22 gl, p<0.01) de
haber empezado el tratamiento farmacoldgico al ser comparada contra el primer dia de prueba (34.4 +
3.7). Asimismo, la dosis de 5.0 mg/Kg redujo el nimero de cuadros cruzados a los 7 (11.6 + 3.52; t=3.88, gl
22, p<0.0008) y 14 dias de tratamiento (6.63 + 1.92; t=5.05, gl 22, p<0.0001) al compararse contra el
primer dia de prueba (34.4 + 3.7). Sin embargo, no se observaron diferencias atribuibles a la dosis
empleada del farmaco a los 7 dias de tratamiento (t=1.23, gl 14, p<0.239, NS) pero si a los 14 dias (=2.68,
gl 14, p<0.01, fig. 12).

En sintesis, la actividad locomotriz de los animales sometidos a cada una de las condiciones
conductuales se modifico de manera diferencial y la dosis mas alta de IMI (5.0 mg/Kg) redujo de manera
significativa el nimero de cuadros cruzados en todos los grupos experimentales independientemente de
cualquier maniobra conductual.
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Fig. 12. Efecto de la manipulacion experimental y el tratamiento con imipramina en la prueba de actividad locomotriz sobre el numero de
cuadros cruzados por las ratas (abscisa, dia en que los animales fueron expuestos a la prueba conductual). La flecha indica el inicio del
tratamiento farmacologico, el dia 28 corresponde a 7 dias de tratamiento farmacolégico y el dia 35 a 14 dias de tratamiento farmacologico.
Abrev. 2.5 mg/Kg IMI (grupo imipramina 2.5 mg/Kg, barras blancas); 5.0 mg/Kg IMI (grupo imipramina 5.0 mg/Kg, barras obscuras). *p<0.05
vs dia 1 (Dunnett test); (1) gpo. IMI 2.5 mg/Kg vs Dia 1; (2) gpo. IMI 5.0 ma/Kq vs Dia 1(t-Student).

61



6.2.5.2. NADO FORZADO
6.2.5.2.1. NUMERO DE INMOVILIDADES

6.2.5.2.1.1. Anélisis global del numero de inmovilidades

La manipulacion conductual realizada a los grupos experimentales provocé un incremento
significativo en el numero de inmovilidades y el tratamiento con imipramina revirtio este efecto. El ANOVA
de dos vias mostr6 diferencias altamente significativas entre las maniobras conductuales (F:2,285= 10.92;
p<0.0001) y el tratamiento farmacolégico (F:2,285= 50.15; p<0.0001), resultando significativa la interaccion
entre factores (F:2, 285= 3.44; p<0.009). Es decir, el nimero de inmovilidades desplegadas por los
animales del grupo testigo-presencial (p<0.05) y grupo chogues (p<0.05) fue mayor al compararlo con el
grupo control. Las dosis de 2.5 y 5.0 mg/Kg de IMI redujeron significativamente (p<0.05) el nimero de
inmovilidades en los grupos independientemente de la condicion conductual a la que pertenecian. Los
datos globales indicaron que el grupo testigo requiere de una dosis mayor de IMI (5.0 mg/Kg) para que el

efecto de los 21 dias de estrés psicosocial sobre el numero de inmovilidades sea revertido (ver fig. 13c).

6.2.5.2.1.2. Analisis intergrupo del numero de inmovilidades durante los primeros 21 dias de
prueba conductual

Se compararon los datos de cada una de las sesiones de prueba de los grupos que recibieron 2.5
mg/Kg de IMI contra los que recibieron 5 mg/Kg de IMI en el dia 1, 7, 14 y 21 para cada una de las
condiciones experimentales: control, testigo-presencial y choques antes de iniciar el tratamiento con IMI.
Se utilizé la prueba t de Student. No se encontraron diferencias significativas en el nimero de
inmovilidades desplegadas durante los 21 dias de prueba entre los grupos de 2.5 mg/Kg y los grupos de
5.0 mg/Kg IMI (tabla 6) para cada uno de los grupos. Lo que nos indicd que ambos grupos que integraron
cada una de las tres condiciones conductuales se comportaron de manera similar durante los 21 dias de
prueba, o que nos permitio descartar diferencias intergrupo que pudieran haber influido en los resultados
obtenidos una vez iniciado el tratamiento farmacolégico. Por este motivo, se decidié fusionar los grupos
para cada una de las condiciones durante los 21 dias de prueba conductual y realizar asi, las
comparaciones correspondientes con respecto a los dias en que los animales recibieron IMI.
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Tabla 6. Nado forzado. Numero de inmovilidades. No se observaron diferencias significativas intergrupo para cada
una de las condiciones experimentales durante los 21 dias de prueba. n, nimero de ratas; IMI, imipramina; los datos
se representan como la media % el error estandar.

Condicion experimental
Actividad locomotriz: nimero de inmovilidades
Control Testigo-presencial Choques

Dosis | 25 mg/Kg | 5.0mg/Kg | 25 mg/Kg | 5.0 mg/Kg | 2.5 mg/Kg | 5.0 mg/Kg
Registro conductu n=9 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Dia 1 329+£29 293+27 |2511+34 284x3.7 |369+31 441142
Dia7 356+26 284+35 |421+23 393+25 |398+31 474+58
Dia 14 306+26 288+35 |414+19 368+33 |414+24 52077
Dia 21 340+£39 352+20 [395+34 430+56 [338%+35 49177

6.2.5.2.1.3. Analisis intragrupo del nimero de inmovilidades durante los 21 dias de
prueba
El analisis de una via para muestras repetidas no ilustro diferencias significativas intragrupo en el
grupo control durante los 21 dias de prueba (F:16,48= 1.59, p<0.204, NS), lo cual nos indico que la
repeticion de la prueba de nado forzado en un animal que sélo fue expuesto a la caja de dos
compartimentos sin que existiera un compafero en el compartimento contiguo no tiene efecto sobre el
numero de inmovilidades durante las sesiones de registro. Con respecto al grupo testigo, el ANOVA indico
diferencias significativas a lo largo de las sesiones de registro (F:15, 45= 11.4, p<0.0001). El anélisis post-
hoc de Dunnett mostré diferencias significativas en el nimero de inmovilidades a los 7 (p<0.05), 14
(p<0.05) y 21 dias de prueba (p<0.05) con respecto al primer dia de prueba. Lo cual sugiere un incremento
significativo en el nimero de inmovilidades conforme transcurren las sesiones en las que el animal fue
expuesto a los olores de un animal estresado por choques eléctricos en las patas. Por otro lado, en el
andlisis intragrupo para el grupo choques no se observaron diferencias significativas en el nimero de
inmovilidades a lo largo de las sesiones de registro (F: 15, 45 = 1.63, p<0.196, NS). Por lo que el estrés
fisico (choques eléctricos en las patas) al que fueron sometidos estos animales no modificé el nimero de
inmovilidades durante los 21 dias de estrés (ver fig. 14).
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Fig. 13. Prueba de nado forzado: numero de inmovilidades. Cada barra representa la media % el error estandar. A) El
grupo testigo y choques desplegaron el mayor nimero de inmovilidades al compararse con el grupo control (p<0.05). B) La
IMI en dosis de 2.5 mg/Kg y 5.0 mg/Kg redujo el numero de inmovilidades de manera significativa al compararse con los 21
dias de prueba conductual (PBA, p<0.05). ¢) La IMI en dosis de 2.5 y 5.0 mg/Kg redujo significativamente el nimero de
inmovilidades en el grupo contral y choques (p<0.05); sin embargo, el grupo testigo requirié de una dosis mayor (5.0 mg/Kg)
de IMI para observar la reduccion del numero de inmovilidades (p<0.05). *p<0.05 método de Dunnett.
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6.2.5.2.1.4. Analisis intergrupo e intragrupo con respecto a los dias de tratamiento
farmacolégico

Grupo control

Se realizaron comparaciones entre el primer dia de prueba conductual y los dias de tratamiento
farmacolégico. Se encontré que en el grupo control, la dosis de 2.5 mg/Kg redujo de manera significativa el
numero de inmovilidades a los 7 (dia 28, t= 3.41, gl 24, p<0.002) y a los 14 dias de tratamiento (dia 35, t=
4.39, gl 24, p<0.0002) con respecto al primer dia de prueba. Asimismo, la dosis de 5.0 mg/Kg de IMI redujo
de manera significativa el nimero de inmovilidades en los animales del grupo control a partir de los
primeros 7 dias de tratamiento (dia 28, t=3.67, 9123, p<0.001) y se mantuvo hasta los 14 dias después de
haber iniciado la administracion del farmaco (dia 35, t=3.72, gl 23, p<0.001, fig. 14). Las comparaciones
entre aquellos animales que recibieron una dosis de IMI de 2.5 mg/Kg contra los que recibieron 5.0 mg/Kg
no fueron significativas ni a los 7 (t=0.00, 15 gl, p<1.00, NS) ni a los 14 dias de tratamiento (t=-0.53, 15 gl,
p<0.603, NS).

Grupo testigo
En el grupo testigo la dosis de 2.5 mg/Kg de IMI no redujo el nimero de inmovilidades a los 7 (t=-

1.33, gl 22, p<0.197, NS) y a los 14 dias después del tratamiento (t=-1.24, 22 gl, p<0.229, NS). De manera
similar, la dosis de 5.0 mg/Kg tampoco modifico el numero de inmovilidades a los 7 dias después de
iniciado el tratamiento (t=1.49, 2gl, p<0.150, NS) ni a los siguientes 14 dias de tratamiento (t=1.24, gl 22,
p<0.229, NS). La comparacion de la dosis de 2.5 mg/Kg contra la dosis de 5.0 mg/Kg a los 7 dias de
tratamiento, nos indicé que los animales que recibieron una dosis de 5.0 mg/Kg de IMI desplegaron menor
numero de inmovilidades con respecto a aquellos que recibieron 2.5 mg/kg (t=2.26, 14 gl, p<0.04). Sin
embargo, esta misma comparacion después de 14 dias de tratamiento no proporcioné diferencias
significativas en el numero de inmovilidades atribuibles a la dosis de IMI (t=1.89, 14 gl, p<0.07, NS). En
sintesis, la exposicion diaria de la orina de animales estresados por choques eléctricos en las patas
incrementé de manera significativa el numero de inmovilidades a los 7 (p<0.05), 14 (p<0.05) y 21 (p<0.05)
dias de prueba al ser comparados con el primer dia de prueba. La IMI a dosis de 2.5 mg/Kg y 5.0 mg/Kg
restablecio los valores del numero de inmovilidades los dias 28 y 35 (dias 7 y 14 de tratamiento), no
encontrandose asi diferencias significativas con respecto al primer dia de prueba.
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Grupo Choques

La dosis de 2.5 mg/Kg redujo de manera significativa el nimero de inmovilidades en el grupo
choques a los 7 (t= 3.68, gl 22, p<0.001) y 14 (t= 4.04, 22 gl, p<0.0006) dias de haber empezado el
tratamiento farmacolégico al ser comparados contra el primer dia de prueba. Sin embargo, no hubo
diferencias entre la dosis de 2.5 mg/Kg y la de 5.0 mg/Kg con respecto al nimero de inmovilidades, por lo
que no se encontraron efectos atribuibles a la dosis de IMI (t=-1.07, gl 14, p<0.3000, NS). De igual forma,
la dosis de 5.0 mg/Kg redujo el nimero de inmovilidades a los 7 (t=2.40, gl 22, p<0.02) y 14 dias de
tratamiento (t=3.68, gl 22, p<0.001) al compararse contra el primer dia de prueba. Sin embargo, no se
observaron diferencias atribuibles a la dosis a los 14 dias de tratamiento (t=-1.07, 14 gl 14, p<0.300, NS).

En sintesis, la exposicidn diaria de los olores provenientes de |a orina de un animal estresado por
choques eléctricos en las patas incrementd de manera significativa el nimero de inmovilidades. La IMl a
cualquier dosis (2.5 0 5.0 mg/Kg) redujo el numero de inmovilidades en el grupo control y en el grupo
choques, mientras que en el grupo testigo-presencial solo la dosis de 5.0 mg/Kg de IMI restauré el nimero

de inmovilidades a valores del primer dia de prueba.
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Fig. 14. Efecto de la manipulacién experimental y el tratamiento con imipramina sobre el numero de inmovilidades desplegado por las ratas
(abscisa, dia en que los animales fueron expuestos a la prueba conductual). La flecha indica el comienzo del tratamiento farmacolégico, el dia
28 corresponde a 7 dias de tratamiento con IMIy el dia 35 a 14 dias de tratamiento farmacologico. Abrev. 2.5 mg/Kg IMI (grupo imipramina
2.5 mg/Kg, barras blancas); 5.0 mg/Kg IMI (grupo imipramina 5.0 mg/Kg, barras obscuras). *p<0.05 vs dia 1 (Dunnett test); (1) gpo. IMI 2.5
mg/Kg vs Dia 1; (2) gpo. IMI 5.0 mg/Kg vs Dia 1(t-Student).
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6.2.5.2.2. Latencia a la primera inmovilidad

6.2.5.2.2.1. Anélisis global de la latencia a la primera inmovilidad

Las diferencias entre el factor manipulacion experimental (F: 2, 285 = 3.09; p<0.04) y el factor
tratamiento farmacologico (F: 2, 235 = 28.42; p<0.0001) fue significativo, encontrandose una interaccion
entre los dos factores (F: 2, 235 = 2.95; p<0.02). La latencia a la primera inmovilidad se acorté de manera
significativa en el grupo choques hasta un 36.2 % (p<0.05) al compararlo con el grupo control y con el
grupo testigo-presencial. Por otra parte, la latencia a la primera inmovilidad se prolongé significativamente
(p<0.05) sdlo con la dosis de 5.0 mg/Kg de IMI al compararse con la latencia desplegada por las ratas
durante los dias de prueba conductual donde no recibieron tratamiento farmacoldgico. Este incremento de
la latencia solo se observo en los grupos control y testigo-presencial (p<0.05), pero no en el grupo
choques, ver fig. 15.

6.2.5.2.2.2. Analisis intergrupo de la latencia a la primera inmovilidad durante los
primeros 21 dias de prueba conductual

Se compararon los datos de cada una de las sesiones de prueba de los grupos que recibieron 2.5
mg/Kg de IMI contra los que recibieron 5 mg/Kg de IMI en el dia 1, 7, 14 y 21 para cada una de las
condiciones experimentales y antes de iniciar el tratamiento con IMI: control, testigo-presencial y choques,
utilizando la prueba t de Student. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos de 2.5
mg/Kg y los grupos de 5.0 mg/Kg IMI en la latencia a la primera inmovilidad desplegada durante los 21 dias
de prueba conductual (ver tabla 7). Lo cual nos indicoé que ambos grupos que integraron cada una de las
tres condiciones conductuales se comportaron de manera semejante durante los 21 dias de prueba, lo que
nos permitio descartar diferencias intergrupo que pudieran haber influido en los resultados obtenidos una
vez iniciado el tratamiento farmacologico. Por este motivo, se decidi6 fusionar los grupos para cada una de
las condiciones durante los 21 dias de prueba conductual y realizar asi, las comparaciones
correspondientes con respecto a los dias en que los animales recibieron IMI.
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Tabla 7. Nado forzado. Latencia a la primera inmovilidad. No se observaron diferencias significativas intergrupo para
cada una de las condiciones experimentales durante los 21 dias de prueba. n, nimero de ratas; IMI, imipramina; los
datos se representan como la media + el error estandar.

Condicion experimental
Nado forzado: latencia a la primera inmovilidad
Control Testigo-presencial Choques
Dosis | 2.5 mg/Kg | 5.0 mg/Kg | 25 mg/Kg | 5.0 mg/Kg | 2.5mg/Kg | 5.0 mg/Kg
Registro condug n=9 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Dia 1 19.7+66 276+96 |215+76 160+101[116+£6.7 18.1+82
Dia 7 7327 2705 (142450 41+18 79140 39+£15
Dia 14 73+23 11.7+£32 (144+53 57+20 |195+77 122+6.1
Dia 21 80+17 83+24 (8739 3807 (111149 42+09

6.2.5.2.2.3. Analisis intragrupo de la latencia a la primera inmovilidad durante los 21
dias de prueba

El ANOVA de una via para muestras repetidas mostro diferencias significativas intragrupo en el
grupo control (F: 16, 48 = 6.78, p<0.0006). La latencia a la primera inmovilidad se acorté significativamente
a los 7 (p<0.05), a los 14 (p<0.05) y a los 21 dias de prueba conductual (p<0.05) al compararse contra el
primer dia de prueba. Por otro lado, el analisis no indicé diferencias significativas intragrupo en el grupo
testigo-presencial (F: 15, 45 = 2,42, p<0.07, NS) ni en el grupo choques (F: 15, 45 = 2.27, p<0.09, NS) en
la latencia a la primera inmovilidad durante las sesiones de prueba conductual.

6.2.5.2.2.4. Anélisis intergrupo e intragrupo con respecto a los dias de tratamiento
farmacolégico

Grupo control
Al analizar la latencia a la primera inmovilidad para cada uno de los grupos, se observaron
diferencias significativas. El tratamiento farmacolégico modificé de manera diferencial la latencia a la

primera inmovilidad. Se encontr¢ una diferencia significativa entre el grupo control de 2.5 mg/kg y el grupo
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de 5.0 mg/kg en los primeros 7 dias de tratamiento con IMI. La dosis de 5.0 mg/Kg de IMI alargo de
manera significativa (' =-2.27, gl 15, p<0.03) la latencia a la primera inmovilidad después de 7 dias de
tratamiento; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la latencia a los 14 dias de
tratamiento con IMI entre el grupo control de 2.5 mg/Kg y el grupo de 5.0 mg/Kg (t=-1.07, gl 15, p<0.30,

NS).
Grupo testigo

La dosis de 2.5 mg/Kg de IMI no modifico la latencia a la primera inmovilidad a los 7 (t=0.85, gl 22,
p<0.402, NS) y a los 14 dias de tratamiento (t=0.509, gl22, p<0.616, NS) al compararla contra el primer dia
de prueba; es decir, el primer esfuerzo que el animal realizé por resolver el problema permanecio sin
cambio aun después de haber recibido el tratamiento farmacolégico. Sin embargo, la dosis de 5.0 mg/Kg
de IMI alargd este primer esfuerzo a los 7 dias despues de iniciado el tratamiento (t=-2.55, 2 gl, p<0.01).
Este alargamiento del primer esfuerzo permanecié a los 14 dias de tratamiento, sin embargo ya no alcanzé
la significancia estadistica (t=-1.27, gl 22, p<0.215, NS). En cambio, se encontraron diferencias
significativas entre el grupo 2.5 mg/kg vy el grupo 5.0 mg/kg en la latencia desplegada por los animales del
grupo testigo a los 7 dias del tratamiento farmacologico. La dosis de 5.0 mg/kg alargé de manera
significativa (t=-2.55, gl 14, p<0.01) la latencia a la primera inmovilidad al compararse con la dosis de 2.5
mg/kg en el grupo testigo a los 7 dias de tratamiento. No se encontraron diferencias significativas en la
latencia a la primera inmovilidad entre los grupos que recibieron 2.5 mg/Kg con los que recibieron 5.0
mg/Kg a los 14 dias de tratamiento (t=-1.26, 14 gl, p<0.229, NS).

Grupo choques

Ni la dosis de 2.5 mg/Kg ni la de 5.0 mg/Kg de IMI modificaron la latencia a la primera inmovilidad
en los animales del grupo choques durante los 7 y 14 dias de tratamiento. Tampoco se encontraron
diferencias significativas entre el grupo choques que recibio 2.5 mg/kg de IMI y el grupo choques de 5.0
mg/kg durante los 7 y 14 dias después de iniciado el tratamiento farmacoldgico, ver fig. 16.

70



NADO FORZADO
LATENCIA A LA PRIMERA INMOVILIDAD
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Fig. 15. Prueba de nado forzado: latencia a la primera inmovilidad. Cada barra representa la media + el error estandar, A) La
latencia a la primera inmovilidad se acortd en el grupo choques al compararlo con el resto de los grupos (p<0.05). B) La IMI en dosis
de 5.0 mg/Kg alargo la aparicion de la primera inmovilidad de manera significativa al compararlo con los 21 dias de prueba
conductual (PBA, p<0.05) y con la dosis de 2.5 mg/Kg de IMI (p<0.05). ¢) La IMI en dosis de 5.0 mg/Kg alarg6 la latencia solo en el

grupo control (p<0.05) y grupo testigo (p<0.05); sin embargo, en el grupo choques ninguna de las dosis de imipramina modificé la
latencia a la primera inmovilidad. *p<0.05 Student-Newman-Keuls.
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Fig. 16. Efecto de la manipulacion experimental y el tratamiento con imipramina sobre la latencia a la primera inmovilidad (abscisa, dia de
exposicion a las pruebas conductuales). La flecha inidca el inicio del tratamiento farmacolégico, el dia 28 corresponde a 7 dias de tratamiento y el
dia 35 a 14 dias de tratamiento con IMI. Abrev. 2.5 mg/Kg IMI (grupo imipramina 2.5 mg/Kg, barras blancas); 5.0 mg/Kg IMI (grupo imipramina 5.0
mg/Kag, barras obscuras). *p<0.05 vs dia 1 (Dunnett test); (1) gpo. IMI 2.5 mg/Kg vs Dia 1; (2) gpo. IMI 5.0 mg/Kg vs Dia 1(t-Student).
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6.2.5.2.3. Tiempo total de inmovilidad
6.2.5.2.3.1. Analisis global del tiempo total de inmovilidad

El ANOVA de dos vias mostré diferencias significativas (F: 2, 285 = 17.6; p<0.0001) entre los
grupos experimentales y entre los tratamientos farmacologicos (F: 2, 285 =13.5; p<0.0001), sin que la
interaccion resultase significativa (F: 2, 285 = 0.96; p<0.4, NS). El tiempo total de inmovilidad fue mayor
tanto en el grupo testigo-presencial (p<0.05) como en el grupo que recibié chogques eléctricos en las patas
(p<0.05) al compararlo con el grupo control. No se encontraron diferencias en el tiempo total de inmovilidad
entre el grupo choques y el grupo testigo-presencial. Por otro lado, la IMI redujo el tiempo total de
inmovilidad (F:2, 285= 13.5; p<0.0001); la dosis de 2.5 mg/Kg redujo el tiempo total de inmovilidad en los
grupos un 17.95 % (p<0.05); mientras que la dosis de 5.0 mg/Kg, redujo hasta un 46.14% el tiempo total de
inmovilidad en los tres grupos con respecto a los 21 dias de prueba donde los animales no recibieron
ningUn tratamiento farmacoldgico, independientemente de cualquier maniobra experimental (ver fig. 17).

NADO FORZADO
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Fig. 17. Prueba de nado forzado: Tiempo total de inmovilidad. Cada barra representa la media * el error estandar. A) El tiempo total
de inmovilidad fue mayor en los grupos testigo y choques (p<0.05) al compararlo con el grupo control independientemente de cualquier
tratamiento farmacologico. B) La IMI disminuyo el tiempo total de inmovilidad (p<0.05) independientemente de cualquier maniobra
conductual, No se observaron diferencias entre los grupos asociadas al tratamiento farmacolégico. *p<0.05 Student-Newman-Keuls.
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6.2.5.2.3.2. Anilisis intergrupo del tiempo total de inmovilidad durante los
primeros 21 dias de prueba conductual

Se compararon los datos de cada una de las sesiones de prueba de |os grupos que recibieron 2.5
mg/Kg de IMI contra los que recibieron 5 mg/Kg de IMI en el dia 1, 7, 14 y 21 para cada una de las
condiciones experimentales y antes de iniciar el tratamiento con IMI: control, testigo-presencial y choques,
utilizando la prueba t de Student. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos de 2.5
mg/Kg vy los grupos de 5.0 mg/Kg IMI en el tiempo total de inmovilidad durante los 21 dias de prueba (ver
tabla 8). Lo cual nos indicdO que ambos grupos que integraron cada una de las tres condiciones
conductuales se comportaron de manera similar durante los 21 dias de prueba, lo que nos permitid
descartar diferencias intergrupo que pudieran haber influido en los resultados obtenidos una vez iniciado el
tratamiento farmacolégico. Por este motivo, se decidi¢ fusionar los grupos para cada una de las
condiciones durante los 21 dias de prueba conductual y realizar asi, las comparaciones correspondientes
con respecto a los dias en que los animales recibieron IMI.

Tabla 8. Nado forzado. Tiempo total de inmovilidad. No se observaron diferencias significativas intergrupo para cada
una de las condiciones experimentales durante los 21 dias de prueba. n, numero de ratas; IMI, imipramina; los datos
se representan como la media * el error estandar.

Condicion experimental
Nado forzado: Tiempo total de inmovilidad
Control Testigo-presencial Choques

Dosis | 2.5 mg/Kg | 5.0 mg/Kg | 2.5 mg/Kg | 5.0 mg/Kg | 2.5 mg/Kg | 5.0 mg/Kg
Registro conductu n=9 n=8 n==8 n==8 n=8 n=8
Dia 1 403+53 385473 |330+£7.7 369+69 [5697+89 56.0+79
Dia 7 432+6.0 399+£71 [699+65 61170 |770+£149 611£79
Dia 14 352+6.1 325+35 |70.7+141 56.7+105 (70.0+£80 671+134
Dia 21 413+£73 374+35 (766106 7431155 [88.5+28.2 73.7+18.0
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6.2.5.2.3.3. Analisis intragrupo del tiempo total de inmovilidad durante los 21
dias de prueba

El ANOVA de una via para muestras repetidas no mostro diferencias significativas en el grupo
control durante los 21 dias de prueba conductual (F: 16, 48 = 1.16, p<0.337, NS). Lo cual nos indicé que la
repeticion del nado forzado no modifico el tiempo total de inmovilidad en los animales que integraron el
grupo control. Al contrario, el andlisis de varianza mostré diferencias altamente significativas en el nimero
de sesiones en el grupo testigo-presencial (F: 15, 45 = 9.35, p<0.00006) con respecto al tiempo total de
inmovilidad. La prueba post-hoc de Dunnett indico diferencias significativas en el tiempo total de
inmovilidad a los 7 (p<0.05), a los 14 (p<0.05) y a los 21 (p<0.05) dias de exposicion a los olores de un
animal estresado. Se observo un incremento gradual del tiempo total de inmovilidad, lo que nos sugirié que
la exposicion cronica de la orina de un animal estresado por choques electricos en las patas constituye un
estimulo lo suficientemente relevante como para incrementar de manera significativa el tiempo total de
inmovilidad en este grupo. Por otro lado, no hubo diferencias significativas en el tiempo total de inmovilidad
en el grupo choques durante los 21 dias (F: 15, 45 = 2.32, p<0.08, NS) de estrés fisico (choques eléctricos
en las patas). Con los resultados antes obtenidos, se decidio realizar un analisis de correlacion entre el
tiempo total de inmovilidad y el numero de sesiones de prueba. El analisis de regresion lineal de Pearson
no mostro una correlacion significativa en el grupo control (r = -0.317, p<0.683, NS), mientras que en el
grupo testigo-presencial existio una correlacion positiva entre el tiempo de exposicion cronica al olor y el
tiempo total de inmovilidad (r= 0.872, p<0.05) y para el grupo choques existié una correlacion positiva entre
el tiempo de estrés fisico y el tiempo total de inmovilidad (r= 0.936, p<0.02). En otras palabras, durante la
prueba de nado forzado se observo un incremento gradual de la duracion de la inmovilidad en el grupo
testigo-presencial y choques conforme transcurrio el nimero de sesiones, pero no ocurrié asi en el grupo
control, por lo que ambas correlaciones podrian deberse a la manipulacion experimental, en tanto, ser
causadas por la induccion de alteraciones afectivas.

6.2.5.2.3.4. Analisis intergrupo e intragrupo con respecto a los dias de
tratamiento farmacolégico

Grupo control
La dosis de 2.5 mg/Kg redujo de manera significativa el tiempo total de inmovilidad en los animales
del grupo control a los 7 (t=3.03, 24 gl, p<0.005) y a los 14 (t=2.68, 23 gl, p<0.01) dias de tratamiento.
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Asimismo, la dosis de 5.0 mg/Kg redujo significativamente el tiempo total de inmovilidad a los 7 (=2.68, 24
gl, p<0.01) y a los 14 dias de tratamiento (t=2.46, 23 gl, p<0.02). Sin embargo, al comparar las dosis de 2.5
con la de 5.0 mg/Kg de IMI no se encontraron diferencias significativas a los 7 (t=-0.187, gl 15, p<0.853,
NS) y a los 14 dias de tratamiento (t=-0.156, gl 15, p<0.878) por lo que no existieron diferencias atribuibles

a la dosis sobre el tiempb total de inmovilidad en el grupo control.

Grupo testigo

En el grupo testigo-presencial, la dosis de 2.5 mg/Kg de IMI no tuvo ningln efecto sobre el tiempo
total de inmovilidad a los 7 dias de tratamiento (t=-2.77, gl 22, p<0.01), es decir, la inmovilidad permaneci6
incrementada con respecto al primer dia de prueba. A los 14 dias de tratamiento esta misma dosis de IMI
(t=-0.947, gl 22, p<0.353) restaurd los valores del tiempo total de inmovilidad a las del primer dia de
tratamiento. Asimismo, la dosis de 5.0 mg/Kg de IMI restauro el tiempo total de inmovilidad a valores del
primer dia de prueba a los 7 dias de fratamiento (t=0.0246, gl 22, p<0.980, NS) y esta misma dosis
mantuvo este efecto hasta después de 14 dias de tratamiento (t=0.584, gl 22, p<0.565, NS). No ocurrieron
diferencias atribuibles a la dosis de IMI a los 7 (t=2.00, gl 14, p<0.06 NS) y a los 14 dias de tratamiento
(t=1.14, gl 14, p<0.272, NS).

Grupo choques

En el grupo choques la dosis de 2.5 mg/Kg de IMI no modifico el tiempo total de inmovilidad a los 7
(t=-0.818, gl 22, p<0.422, NS) y a los 14 dias de tratamiento (t=0.193, gl 22, p<0.848, NS). Asimismo, la
dosis de 5.0 mg/Kg tampoco modificé el tiempo total de inmovilidad en el grupo choques (t=1.33, gl 22,
p<0.196, NS) al compararse contra el tiempo total de inmovilidad desplegado en el primer dia de prueba.
Esta misma dosis provoco un decremento significativo en el tiempo total de inmovilidad a los 14 dias de
tratamiento (1=2.11, gl 22, p<0.04) al compararse contra el primer dia de prueba. No se encontraron efectos
diferenciales entre las dosis de 2.5 y 5.0 mg/Kg durante los primeros 7 dias (t = 1.14. gl 14, p<0.273, NS) y
14 dias (t = 1.13, gl 14, p<0.278, NS) de tratamiento farmacoldgico, es decir, las dos dosis redujeron por
igual el tiempo total de inmovilidad (ver Fig. 18).
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Fig. 18. Efecto de la manipulacién experimental y el tratamiento con imipramina sobre el tiempo total de inmovilidad (abscisa, dias de exposicion

a las pruebas conductuales). La flecha indica el inicio del tratamiento farmacologico con IMI, el dia 28 corresponde a 7 dias de tratamiento y el

dia 35 a 14 dias de tratamiento farmacolégico. Abrev. 2.5 ma/Kg IMI (grupo imipramina 2.5 mg/Kg, barras blancas); 5.0 mg/Kg IMI (grupo
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6.2.6. DISCUSION DEL EXPERIMENTO 2: Efecto de la exposicion diaria (10 minutos, 35 dias) de los
olores provenientes de la orina de un animal estresado por choques eléctricos en las patas sobre la
inmovilidad en la prueba de nado forzado.

El objetivo de este experimento fue determinar el efecto de una exposicién cronica a los olores
provenientes de un animal sometido a choques inevitables e inescapables en las patas, en un segundo
animal que en una sesion separada recibio tal estimulacion, eliminando asi el aspecto auditivo. Los
hallazgos del presente experimento pueden resumirse en lo siguiente: a) La manipulacion experimental
realizada a los grupos modifico la actividad locomotriz. Los choques eléctricos en las patas redujeron la
locomocion de los animales independientemente de cualquier tratamiento farmacoldgico. Por otro lado, el
tratamiento con imipramina disminuyd de manera significativa fa actividad locomotriz en los tres grupos
experimentales. b) En la prueba de nado forzado la exposicion del olor de un animal estresado incrementé
el nimero y duracion total de la inmovilidad de los animales del grupo testigo-presencial. De manera
semejante, la aplicacion de choques eléctricos en la patas incrementd significativamente tanto el nimero
como el tiempo total de inmovilidad y, la imipramina revirtio este efecto. Sin embargo, el grupo testigo-
presencial requirid de una dosis mayor de IMI (5.0 mg/Kg) para revertir los efectos provocados por la
exposicion diaria de la orina de un animal estresado. c) La latencia a la primera inmovilidad se acort¢ de
manera significativa en el grupo choques y la imipramina en ninguna de las dos dosis empleadas (2.5
mg/Kg y 5.0 mg/Kg) revirtid este efecto en este grupo; mientras que la dosis de 5.0 mg/Kg alargd de
manera significativa la latencia tanto en el grupo control como en el grupo testigo-presencial.

6.2.6.1. Prueba de actividad locomotriz en campo abierto

En este estudio encontramos de manera global que la actividad locomotriz disminuyd sélo en
aquellos animales a los que se les aplicaron choques eléctricos en las patas. Estos hallazgos son
consistentes con la de otros investigadores que han demostrado como las sesiones de choques eléctricos
en las patas inducen déficit conductuales a largo plazo en pruebas de actividad locomotriz en campo
abierto, los cuales persisten hasta por cuatro semanas (van Dijken et al, 1991). Van Dijken y
colaboradores (1992) han demostrado que las ratas macho que son expuestas a una sesion de choques
electricos en las patas (15 minutos) despliegan a largo plazo cambios conductuales en pruebas de
locomocion en campo abierto. Asi, las ratas que reciben choques eléctricos en las patas no difieren de
animales control en la locomocion una hora después de la sesion de estrés, y solo se observa un
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decremento significativo de este parametro a partir de 4 horas post-estrés; mientras que se observa una
clara reduccion de la locomocion y de la conducta vertical aunado a un incremento significativo de la
inmovilidad a partir del primer dia de exposicién a los choques, efecto que se prolonga hasta por 14 dias.
Este hallazgo sobre el decremento de la locomocion en animales sometidos a choques eléctricos en las
patas después de 24 horas, es consistente con lo encontrado el experimento 1, en donde observamos que
los animales del grupo choques no difieren de animales control cuando son evaluados en la prueba de
actividad locomotriz en campo abierto durante 5 minutos después de haber recibido durante 10 minutos
choques eléctricos en las patas; asimismo es consistente con lo encontrado en nuestro experimento a largo
plazo, en donde observamos que los animales del grupo choques despliegan un decremento significativo
de la locomocion cuando son evaluados a los 7, 14 y 21 dias después de recibir choques eléctricos en las
patas.

Asi mismo, también observamos que el tratamiento con el antidepresivo friciclico imipramina,
disminuy6é la actividad locomotriz independientemente de cualquier manipulacion experimental y sin
embargo, esta disminucion no interfirid con el efecto anti-inmovilidad inducido por este farmaco en la
prueba de nado forzado, lo cual nos permitié descartar la posibilidad de que la actividad locomotriz del
animal haya influido sobre la conducta desplegada por el animal cuando es forzado a nadar, como ya ha
sido reportado en otros estudios donde no se encuentra correlacion de la actividad locomotriz con la
prueba de nado forzado (Alonso et al., 1991). Asi, en estudios previos del grupo hemos demostrado que la
administracion de desmetilimipramina (2.1 mg/Kg i.p., durante 21 dias) decremento el nimero de cuadros
cruzados pero incrementa de manera significativa la latencia a la primera inmovilidad (Contreras et al.,
1998), por lo que se considera que el efecto de un antidepresivo no se asocia con los cambios en la
actividad locomotriz (Wieland y Lucki, 1990), aunque es posible observar que la locomacion sufra algin
cambio. Por ejemplo, la fluoxetina reduce la actividad locomotriz cuando se aplica sistémicamente a ratas
macho a una dosis de 1 mg/Kg, su efecto de aumentar el nado y disminuir la inmovilidad es evidente por lo
que esa reduccion en la locomocién no interfiere en la desesperanza conductual desplegada en la prueba
de nado forzado (Contreras et al., 2001). En este sentido, Fernandez-Guasti y colaboradores (1999)
reportaron que la administracion cronica de desmetilimipramina (DMI, 2.5 mg/Kg x 21 dias) reduce de
manera significativa el nimero de cuadros cruzados en la prueba de actividad locomotriz. Sin embargo, las
acciones de la DMI en el comportamiento ambulatorio no afectaron la actividad exploratoria evaluada por el

numero total de cruces hacia los brazos abiertos o cerrados en la prueba de laberinto de brazos elevados
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(plus-maze). Asimismo, el tratamiento cronico con DMI no tiene ningun efecto sobre la coordinacion motora
usando la prueba rota rod. Por tanto, estos investigadores sugieren que los efectos observados con DMI
son especificos sobre algunos parametros que denotan reactividad, ansiedad o desesperanza, pero no
modifican componentes motores generales del comportamiento. Asimismo, Detke y colaboradores (1995)
empleando diferentes farmacos antidepresivos a dosis de 5 a 20 mg/Kg encontrando que todos estos
farmacos reducen de manera dosis dependiente la inmovilidad en la prueba nado forzado y ninguno de
ellos incrementa la actividad locomotriz al contrario, todos la reducen sustancialmente. En nuestro
experimento 2, observamos que la administracion de IMI (2.5 y 5.0 mg/Kg i.p., durante 14 dias) también
disminuy6 la actividad locomotriz pero a pesar de ello, se reduce la inmovilidad al incrementarse el tiempo
de nado. Por otro lado, la imipramina en dosis de 10 y 20 mg/kg ejerce acciones sedantes sobre la
actividad motora, pero sin generar cambios en la actividad exploratoria y sobre la reactivad de los animales
a ambientes novedosos (Hughes y Pither, 1987). Por ello, consideramos en nuestro estudio que la
inmovilidad en el nado forzado es equivalente al grado de desesperanza conductual desarrollada por las

ratas al ser sometidas a esa situacion aversiva y no a cambios en la locomocién.

Sin embargo, es conveniente mencionar algunos cambios observados en la actividad locomotriz en
el analisis intragrupo. En el grupo control, el incremento de la actividad locomotriz solo se observo siete
dias despues de iniciada la fase experimental y después retorna a valores del primer dia, mientras que en
el grupo testigo-presencial existe un incremento gradual de la actividad locomotriz y en ambos grupos la
dosis de 2.5 mg/Kg de IMI restabiecié los niveles de actividad locomotriz a los del primer dia; mientras que
la dosis de 5.0 mg/Kg de IMI redujo la locomocién en ambos grupos. Sin embargo, no se observaron
diferencias en este incremento de la locomocion en estos dos grupos al realizar la comparacion global, por
lo que se podria pensar que los efectos de la exposicion crénica al olor de animales estresados no modifico
la locomocion al compararse con animales control; sin embargo, el analisis intragrupo a lo largo del tiempo,
sugiere que existen cambios diferenciales en la locomocion entre estos dos grupos de animales, por tanto,
la manipulacion experimental esta propiciando cambios en la locomaocion. Asimismo, llama la atencion que
durante el primer dia de prueba no existieran cambios significativos entre estos dos grupos, por lo que no
se replico el hallazgo encontrado en el primer experimento. Sin embargo, las manipulaciones
experimentales fueron diferentes. En el primer experimento no se aislo el aspecto auditivo de la
comunicacion intraespecifica generada en la caja de dos compartimentos; mientras que en este segundo

experimento, los animales fueron expuestos solo al olor de animales estresados. Es posible sugerir que en
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el primer experimento, las vocalizaciones emitidas por los animales del grupo choques también participaron
en la generacion de la ansiedad observada en el grupo testigo-presencial cuando éste fue sometido a una
sola sesion de estrés psicosocial. Sin embargo, para el estudio a largo plazo el analisis intragrupo del
grupo testigo-presencial sugiere un incremento gradual de la locomocion cuando el animal solo es
expuesto a los olores de animales estresados sin que exista el componente auditivo. Luego entonces, es
necesario realizar un analisis detallado de las diferentes conductas desplegadas por estos dos grupos
sometidos a dos diferentes tipos de estresores durante el registro de la actividad locomotriz que pudiera

contribuir a entender los cambios generados en la locomocion (ver apéndice H).

En general, la actividad locomotriz en campo abierto es usada comunmente como una prueba
simple de emocionalidad (Archer, 1973) y puede ser modificada por varios factores tales como el estrés
(Kelley, 1993). Asi, observamos que los animales que recibieron choques eléctricos en las patas
desplegaron menor deambulacion a lo largo de las sesiones de prueba, lo cual es consistente con las
observaciones de otros investigadores (Plaznick et al., 1988; van Djiken et al., 1991; 1992). Es decir, los
animales estresados por choques eléctricos en las patas despliegan una marcada disminucion de la
locomocion a partir del primer dias de estrés, y ésta disminucién persiste por lo menos tres semanas (van
Dijken et al., 1992). Asi mismo, Katz (1980) desarrolié un modelo en el que las ratas fueron sometidas a
una variedad de estresores de manera impredecible por 21 dias y encontré un decremento de la actividad
locomotriz durante 24 y 48 h después de la presentacion del Ultimo estresor. Nuestros resultados
concuerdan con otros estudios en cuanto al decremento de la locomocion después de 24 h de una sesion
de choques eléctricos en las patas (Plaznick et al., 1988). En consistencia, la IMI redujo el nimero de
cuadros cruzados en mayor porcentaje en el grupo choques que en el resto de los grupos. Los farmacos
selectivamente afectan la funcion de diversos sistemas de neurotransmision antes y después de la
administracion de choques eléctricos en las patas, y sus efectos puede ser diferenciales dependiendo de
que se trate de una situacion de estrés agudo o crénico donde la consolidacion de los cambios se
manifiestan en diversos déficits conductuales.

Al contrario de lo observado en el grupo choques, con respecto al grupo testigo-presencial, la
actividad locomotriz tiende a incrementarse conforme transcurre el numero de sesiones. MaCkay-Sim
(1981) ha argumentado que las ratas expuestas a la orina o0 heces de animales sometidos a estresores
fisicos como los choques eléctricos en las patas, tienden a incrementar su actividad locomotriz. En adicion,
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cuando una rata es colocada en areas saturadas con olores de conespecificos que han sido estresados,
despliegan reacciones de huida o evitacion e incremento de la locomocion en general y conductas de
escalamiento (climbing) hacia las paredes de la caja de prueba sugerentes de una busqueda de escape,
asi como conducta vertical (rearing), autoacicalamiento y husmeo (Zalaquett y Thiessen, 1991). En
general, se asume que aquellos animales que son sometidos a olores de animales estresados, despliegan
conductas activas de escape mas que conductas de congelamiento (Zalaquett y Thiessen, 1991) que se
manifiestan por medio de un incremento en la locomocion; mientras que la repeticion de choques eléctricos
en las patas provoca un miedo condicionado que facilita respuestas de congelamiento (Inoue et al., 1994) y
déficits conductuales en pruebas de actividad locomotriz (van Dijken et al., 1992). Estos datos concuerdan
con lo que observamos en el presente estudio, el cual nos indicd que los animales que huelen olores de

conespecificos estresados incrementan su locomocion.

En conclusion, los animales sometidos a estrés fisico y psicosocial despliegan reacciones
opuestas, cuando son evaluados en una prueba en campo abierto durante 21 dias. El estrés fisico,
consistente en choques eléctricos en las patas durante un periodo de 21 dias, sin tratamiento
farmacoldgico, resulta en una inactividad a largo plazo en una prueba en campo abierto. Opuestamente, el
estrés psicosocial, consistente en la exposicion a olores de un animal estresado y por tanto, ni ser
expuesto directamente a los choques eléctricos en las patas muestran un incremento gradual de la
actividad en campo abierto cuando son comparados con animales control, Los efectos de estos dos
tratamientos son similares a los resultados encontrados por Pijiman y van Ree (2002) usando un modelo
de estrés muy semejante.

6.2.6.2. Prueba de nado forzado y parametros evaluados

En nuestro estudio, todos los animales fueron sometidos a la sesion de pre-prueba, con la finalidad
de inducir desesperanza en los animales desde el primer dia de sesion. Sin embargo, también utilizamos
esta prueba para evaluar el impacto de la aplicacion prolongada de una situacion que consideramos podria
resultar aversiva para los animales. En el experimento 1, encontramos que una sola sesion de estrés
psicosocial provoca un decremento de la inmovilidad en la prueba de nado forzado y un incremento del
tiempo total en la prueba de enterramiento defensivo, concluyendo asi que los animales estresados

psicosocialmente despliegan un estado ansioso probablemente mediado por un estimulo odorifero
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emanado de las ratas estresadas fisicamente por choques eléctricos en las patas dado que los testigos no
reciben de manera directa un “castigo”. Sin embargo, en ese primer experimento no aislamos la
estimulacion auditiva, la cual también es posible que participe de manera importante en la modulacion de la
ansiedad observada en los animales testigo-presenciales, lo cual amerita otro disefio experimental. Por
tanto, en el presente estudio los animales testigo-presenciales fueron sometidos a la caja de comunicacion
de dos compartimentos, pero esta vez solo fueron expuestos a la estimulacion odorifera emitida por los
animales estresados. Observamos, que la inhalacion cronica de la orina de un animal estresado constituye
un estresor lo suficientemente fuerte para inducir un incremento gradual en el numero y tiempo total de
inmovilidad en los animales. El tratamiento con IMI redujo tanto el nimero como el tiempo total de
inmovilidad en los tres grupos experimentales, incluyendo al grupo control, lo cual indica que también los
animales de este grupo mostraron un grado de desesperanza, sin embargo y de acuerdo a lo observado
fue de mayor intensidad en los animales del grupo testigo y grupo choques. Ademas es importante resaltar,
que en el grupo control no se encontrd una correlacion entre el tiempo de registro y el tiempo total de
inmovilidad, lo cual nos indica que la repeticion de prueba no tiene efecto gradual sobre la desesperanza
conductual en animales intactos; sin embargo, en el grupo testigo-presencial si es posible observar esta
correlacion entre el tiempo total de inmovilidad y el numero de sesiones, es decir, a mayor tiempo de
exposicion a los olores provenientes de la orina de un animal estresado mayor es la intensidad de la
desesperanza conductual desarrollada, dado que solo la dosis mayor de IMI (5.0 mg/Kg) logré restaurar
este efecto. Asimismo, la induccion de desesperanza en el grupo choques es semejante a la desarrollada
en el testigo-presencial, dado que también se observé una correlacion positiva entre el nimero de sesiones
de estrés fisico y el tiempo total de inmovilidad. Igualmente, sélo la dosis alta de IMI (5.0 mg/Kg) logré
revertir de manera significativa el tiempo total de inmovilidad. Sin embargo, cabe destacar que ambos
grupos fueron sometidos a estresores diferentes, lo cual sugiere que un estresor psicosocial caracterizado
por el solo hecho de ser expuesto a los olores provenientes de la orina de un conespecifico estresado,

también pudiera constituir un estresor lo suficientemente fuerte como para inducir desesperanza.

En esta prueba cuantificamos la latencia al primer periodo de inmovilidad, la cual fue definida como
el tiempo transcurrido desde el inicio de la prueba hasta que se present6 por primera vez la inmovilidad. De
acuerdo con nuestras observaciones obtenidas en el presente estudio, s6lo en el grupo control y en el
grupo testigo, la imipramina a una dosis de 5.0 mg/kg alargé de manera significativa la aparicion de la

primera inmovilidad. Este incremento de la latencia se puede interpretar como indicador de un efecto
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antidepresivo. Tal interpretacion se fundamenta en la duracion del primer esfuerzo que los animales
realizan antes de abatirse por la situacion apremiante que representa el verse forzados a nadar. De esta
forma, la latencia al primer periodo de inmovilidad refleja el tiempo que los animales se esfuerzan por
resolver una situacion apremiante, por lo que un animal, muy “motivado” se esforzara por mas tiempo antes
de permanecer inmdvil. Para otros autores (Detke et al., 1995, 1897), dicho esfuerzo se refleja en el
incremento de dos conductas activas exhibidas por los animales forzados a nadar: la conducta de nado,
cuando los animales se desplazan vigorosa o lentamente por todo el estanque, y la conducta de
escalamiento, caracterizada por los intentos de trepar por las paredes del estanque. Para este tipo de
conductas, los antidepresivos disminuyen la inmovilidad a expensas de un aumento del nado o del
escalamiento (Detke et al., 1995), en tanto que con nuestro registro, los antidepresivos reducen el nimero
y tiempo de inmovilidad y/o incrementan la latencia al primer periodo de inmovilidad, un efecto que fue
producido por la IMI crénica en las ratas. Sin embargo, en el grupo choques ninguna de las dos dosis de
IMI (2.5 0 5.0 mg/Kg) modificé la latencia, lo cual nos sugiere que los choques eléctricos en las patas
impiden la prolongacion del primer esfuerzo por escapar de la situacion de apremio que produce la IMI.
Esto sugiere que los estresores psicosociales o fisicos (choques eléectricos en las patas) pudieran estar
causando cambios conductuales y neuroquimicos diferenciales, como ha sido sugerido por Inoue y
colaboradores (1994). Recientemente Pijlman y van Ree (2002) reportaron que los animales que son
sometidos a choques eléctricos en las patas muestran un decremento de la locomocién y de la exploracién
aunado aun incremento de la inmovilidad; mientras que el estrés emocional refiriendose a aquellos
animales que son testigos-presenciales del estrés fisico inducido a sus compafieros muestran un
incremento significativo de la actividad locomotriz. Estos investigadores sugieren que el estrés fisico
inducido por choques eléctricos en las patas genera respuestas pasivas de afrontamiento al estrés
mientras que los animales sometidos a estrés emocional despliegan estrategias conductuales activas e
incremento de la ansiedad. Estos hallazgos y los encontrados en el presente estudio sugieren que ambos
estresores son fundamentalmente diferentes y promueven la emision de pautas conductuales diferentes
dependiendo de la modalidad del estimulo estresante.

La escasez de estudios que relacionen la presencia de un estimulo odorifero “natural” con modelos
experimentales de depresion hace dificil establecer su participacidn en la regulacién de la inmovilidad en la
prueba de nado forzado y los unicos argumentos referidos al respecto son los estudios de Abel y
colaboradores (Abel y Bilitzke, 1990; Abel, 1991ab; Abel y Hannigan, 1992). Sin embargo, consideramos
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que existen diferencias metodolégicas en nuestro estudio y las de este grupo de investigadores por lo que
no pueden ser comparables.

Durante los pasados 30 afios, han aparecido un buen nimero de publicaciones que demuestran
que la liberacion de sustancias de alarma, por ratas sometidas a condiciones estresantes produce cambios
conductuales significativos en ratas que son expuestas a dichas sustancias, pero en todos los casos se
reportan hallazgos dirigidos siempre a conductas de evitacion o escape (Muller-Velten et al., 1966 ref. en
Rottman y Snowdon, 1972; Carr et al., 1970; Rottman y Snowdon, 1972; Hornbuckle y Beall, 1974; King et
al., 1975; MaCkay-Sim, 1981; Abel, y Bilitzke, 1990; Zalaquett y Thiessen, 1991; Abel, 1991ab; Abel y
Hannigan, 1992) y no se ha abordado su participacion en otros aspectos motivacionales. Ademas la
relacion entre ansiedad y la depresion podria ser abordada en este paradigma, asi como los sistemas de
neurotransmision implicados. Empleamos la prueba de nado forzado como una herramienta para evaluar la
intensidad del estrés posiblemente inducido por un estimulo odorifero, tratando de imitar una situacion
social conflictiva. Es decir, por medio de esta prueba, evaluamos el estado motivacional de los animales
para buscar una salida ante una situacion de apremio y determinar que tan vulnerables se encontraban los
animales del grupo testigo-presencial para desarrollar desesperanza conductual, considerando que estos
animales fueron los Unicos sometidos a un olor “natural” emanado de un animal estresado, el cual
posiblemente represente un estresor social potencial.

Todos los individuos que conforman el reino animal interactian en mayor 0 menor grado con su
entorno, que incluye a otros individuos de la misma especie. De hecho, el comportamiento social entrafia la
influencia de los individuos en el comportamiento de los demas (Hinde, 1977). Asi, las conductas sociales
tienen una funcion comunicativa la cual es parte esencial de la organizacion social y ademas cada
sociedad animal puede incluir una o varias formas de comunicacion. Las clases de estimulos que son
importantes en una comunicacion dependen en gran medida del habitat y modos de vida de la especie y de
manera particular, en la rata la comunicacién olfativa es crucial para la vida del grupo (ver revision de
Gutiérrez-Garcia y Contreras, 2002). Lo interesante, es determinar, en qué medida estas comunicaciones
intraespecificas pueden generar a largo plazo alteraciones en individuos susceptibles dependiendo de la
magnitud y curso temporal de los cambios inducidos. De acuerdo a Borsini y Meli (1988), el usar animales
previamente estresados en modelos animales de depresion, provee mas informacion para poder entender

por ejemplo, la accion terapéutica de farmacos antidepresivos. Con respecto a estas observaciones, en
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nuestro segundo experimento encontramos que tanto los animales sometidos a choques eléctricos en las
patas (estrés fisico) como lo animales expuestos a la orina de ratas estresadas (estrés psicosocial)
requirieron de una dosis mayor IMI (la doble a la empleada en el grupo control) para observar los efectos
anti-inmovilidad del farmaco, lo cual nos sugiere que es mayor la intensidad con la que dichos animales
desarrollaron desesperanza y que puede ser revertida por el triciclico. Asi mismo, el hecho de que la
imipramina redujera €l nimero y el tiempo total de inmovilidad en nuestros animales control, nos sugiere
que la prueba de nado es un modelo sensible para detectar el potencial antidepresivo de los farmacos. Es
conveniente recordar un procedimiento habitual en el ensayo farmacoldgico, que consiste en estudiar las
acciones de los recursos con posible accion terapéutica en animales de laboratorio, sanos. Después de
todo, el estudio de las acciones de farmacos, incluso en ¢rganos aislados provenientes de animales de
laboratorio tan sanos como sea posible, es una practica corriente (Contreras et al., 1990). Asi mismo, el
modelo de nado forzado podria servir como una herramienta metodologica para determinar las bases
neurofisiologicas de la depresion y por ende, ser considerado como un modelo para el estudio experimental
de la depresion.

En conclusion, es posible sugerir que el incremento gradual de la inmovilidad en los animales que
fueron sometidos a la exposicion cronica de un estimulo odorifero natural refleje un estado de
desesperanza y el cual fue revertido por la administracion de farmacos con potencia antidepresiva. Este
paradigma podria ser un nuevo modelo para aproximarnos al estudio experimental de la depresién basado

en un estresor “natural” al que muchas especies de animales se tienen que enfrentar de manera cotidiana.
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6.3. Experimento 3: Determinacion de los efectos de sustancias urinarias volatiles, estresoras,
sobre dos estructuras limbicas.

6.3.1. Antecedentes

Existen estudios que han demostrado que las supuestas sustancias de alarma presentes en la
orina de animales estresados son capaces de desencadenar conductas de evitacion o escape en ratas,
ratones u ofros roedores expuestos al olor (Gutiérrez-Garcia y Contreras, 2002, apéndice G). Sin
embargo, causa notable sorpresa los pocos estudios criticos disponibles sobre la caracterizacion quimica
de las feromonas de alarma en los vertebrados, en tanto méas cuando el comportamiento evasivo en
muchas especies se conoce desde antafio al cual se le induce con relativa facilidad, aunque es posible un
ensayo bioquimico especifico. Hasta el momento, la identificacion estructural de dichas sustancias de
alarma, utilizando por ejemplo la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas y de sus
efectos sobre estructuras cerebrales relacionadas con estados afectivos ha sido escasamente abordada en
mamiferos. La cromatografia de gases, representa un medio adecuado para la separacion, caracterizacion
y cuantificacion de las complejas mezclas organicas encontradas en los extractos de tejidos. Esta técnica
tiene un gran poder para la separacion de mezclas complejas para la identificacion estructural de esos
compuestos (Darbio, 1973). Se acepta que ddurante situaciones de estrés, se liberan de la orina
feromonas que influyen en la conducta de ratas y ratones (Carr et al., 1970; Rottman y Snowdon, 1972;
MaCkay-Sim, 1981; Abel, 1991a); sin embargo, se desconoce, si las diversas sustancias que contiene la
orina de mamiferos, sean capaces de desencadenar cambios conductuales asociados a modificaciones de
la actividad neuronal de estructuras implicadas en el comportamiento afectivo y susceptibles a estimulos
estresantes tales como los son el nucleo septal lateral y la amigdala basolateral.

El cerebro de la rata es macrosmatico, lo que se manifiesta por el gran desarrollo de los bulbos
olfatorios. El sistema olfatorio de la rata y de otras especies, es fundamental para las funciones
reproductivas, la conducta materna, la regulaciéon neuroendocrina, la conducta agresiva (Shipley et al.,
1995) y al parecer también para la comunicacion mediada por feromonas de alarma. De manera particular,
el érgano vomeronasal esta involucrado en aquellas conductas mediadas por feromonas en los roedores
(Dulac, 1997). Este drgano proyecta de manera especifica y directa al ndcleo olfatorio accesorio y de ahi
se dirige a estructuras del sistema limbico, tales como son la amigdala medial y el hipocampo (Kevetter y
Winans, 1981; Shipley et al., 1995). El nlcleo de la amigdala ha sido involucrado en la organizacion del

comportamiento agonistico (Luiten et al., 1985), principalmente en el comportamiento defensivo (Dixon,

87



1998) y en el miedo (Davis, 1992). Asimismo, cuando se presentan estimulos aversivos a animales de
experimentacion, se incrementa la actividad neuronal de la amigdala (Pascoe y Kapp, 1985) y la
produccién de proteina c-fos (Campeau et al., 1991); mientras que el dafio en esta estructura reduce o

elimina una amplia variedad de respuestas emocionales y fisiologicas relacionadas con el miedo (Davis,
1992).

Por otra parte, el nucleo septal es una estructura que tiene eferencias importantes hacia el bulbo
olfatorio y ha sido involucrado en estados hedoénicos y motivacionales (Thomas et al., 1991), ademas de
ser un sitio blanco de accion de diversos farmacos ansioliticos y antidepresivos (Treit et al,, 1993;
Contreras et al., 1989, 1990, 2001) por lo que su participacion en el comportamiento mediado por
feromonas resulta de interés. Tanto la amigdala como el nucleo septal lateral se encuentran
interconectados y ambos estan implicados en el comportamiento social modulado por feromonas (Sheehan
y Numan, 2000). Sin embargo, no se ha establecido alguna correlacion entre la actividad neuronal de estas
estructuras limbicas cuando existe un estimulo odorifero que pueda tener propiedades de “alarma” y que
se asocie a su vez a una situacion aversiva por ejemplo, choques eléctricos aplicados en las patas de
manera inescapable. Para demostrar esta hipotesis, en el presente estudio, se decidio utilizar como
estimulo odorifero condicionado a la 2-heptanona, por ser una sustancia cetdnica volatil, la cual se
encuentra de manera natural en la orina tanto de ratas (Novotny et al., 1984) como en la de los humanos
(Albone, 1984) y aunque no existe ningun reporte que implique a la 2-heptanona como una sustancia
alarmogena en ratas o en otros mamiferos, al menos en algunos insectos como las abejas y las hormigas,
se han demostrado sus propiedades como sustancia de alarma (Regnier y Law, 1968). De esta manera, es
posible que la asociacion de un estimulo odorifero (2-heptanona) con un estimulo aversivo (choques
electricos en las patas) durante una sola sesion sea suficiente para desencadenar cambios
electrofisiologicos en la actividad neuronal del nicleo septal lateral y de la amigdala basolateral cuando el
animal es reexpuesto a dicho olor. Por lo tanto, la orina de un animal que recibié choques eléctricos en las
patas también podria funcionar como un estimulo condicionante capaz de inducir cambios
electrofisiologicos en estructuras limbicas relacionadas con la ansiedad y la depresién en otro animal que
es testigo-presencial de dicho “castigo”.
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6.3.2. a) Efecto de la estimulacion odorifera con un estimulo condicionado 2-Heptanona

sobre la actividad multiunitaria del nicleo septal lateral y del nicleo de la amigdala basolateral.

6.3.2.1. Grupos experimentales y procedimiento

Se integraron 3 grupos: un grupo llamado control, constituido por animales intactos (n=6), un
grupo llamado choques (n=6) y un grupo llamado choques+heptanona (n=7). Tanto las ratas del grupo
choques como las del grupo choques + heptanona, fueron colocadas individualmente en una caja de vidrio
(15 x 12 cm de base y 30 c¢cm de altura), con el piso electrificado. Se dejaron pasar 5 minutos de
habituacién antes de iniciar la sesién. Inmediatamente después las ratas del grupo choques recibieron
durante 10 minutos, 40 choques isécronos por minuto, con una intensidad de 1 mA y una duracién de 0.5 s
con corriente directa. Un tercer grupo llamado choques+heptanona, pasé por las mismas condiciones del
grupo choques excepto en que al momento de recibir los choques eléctricos en las patas se coloco en la
base de la caja un algodon impregnado (0.4 ml) de una cetona volatil de 7 carbonos, la 2-heptanona la cual
ha sido identificada como un estimulo odorifero relevante en insectos (Regnier y Law, 1968). Al finalizar la
prueba (10 minutos), las ratas fueron retiradas de la caja y enviadas al bioterio de estancia. Veinticuatro
horas después las ratas fueron sometidas a la preparacién quirtrgica de encéfalo aislado para llevar a

cabo el registro multiunitario de la actividad neuronal del nucleo septal lateral y de la amigdala basolateral.
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6.3.2.2. Diagrama de trabajo

a) Efecto de la estimulacioén odorifera con un estimulo condicionado 2-Heptanona sobre la actividad

multiunitaria del nucleo septal lateral (NSL) y del nucleo de la amigdala basolateral (ABL).
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6.3.3. b) Cambios de la actividad multiunitaria del nicleo septal lateral y de la amigdala
basolateral ante la estimulacion odorifera que emana de la orina de una rata testigo-presencial y la

de otra que recibe choques eléctricos en las patas en una sesion de estrés.

6.3.3.1. Grupos experimentales y tratamientos

Se integraron 2 grupos: un grupo llamado control, constituido por animales intactos (n=8) y un
grupo llamado testigo-presencial (n=8). Las ratas del grupo control fueron colocadas durante 10 minutos en
el compartimento seguro de la caja de comunicacion descrita en el experimento 1. Estas ratas no
recibieron ningun tipo de estimulacion olfativa ni auditiva proveniente de un animal estresado por choques
eléctricos en las patas. A las veinticuatro horas fueron sometidas a la preparacion de encéfalo aislado para
el registro multineuronal del nicleo septal lateral y de la amigdala basolateral. Los animales que integraron
el grupo testigo-presencial, tambieén fueron colocados en el compartimento seguro de la caja de
comunicacion durante 10 minutos, pero estuvieron sujetos a la estimulacion tanto olfativa como auditiva
emitida por una rata que se encontraba en el compartimento contiguo recibiendo choques eléctricos en las
patas (1 mA, corriente directa, 0.5 s). A las veinticuatro horas, fueron sometidas a la preparacion de
encéfalo aislado para obtener el registro multineuronal de las estructuras de interés. Los animales que
recibieron choques eléctricos en las patas fueron considerados sélo como donadores de orina (0.4 ml) y se
descartaron del resto del estudio. Para la obtencion de la orina de los donadores, las ratas que recibieron
choques eléctricos en las patas fueron colocadas veinticuatro horas después de una primera sesion de
choques, nuevamente al compartimento electrificado pero sin recibir ninguna estimulacion eléctrica. Todas
las ratas orinaron al momento de ser colocadas en el compartimento y la orina fue colectada de la base de
la caja por medio de una jeringa desechable (Plastipak ® de 1 ml). El procedimiento para la estimulacidn
odorifera fue descrito en la seccion de métodos, sélo que para este experimento se afiadio a la serie de

sustancias inhaladas la orina de los animales estresados por choques eléctricos en las patas con quienes

los testigos-presenciales compartieron el estrés.
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6.3.3.2. Diagrama de trabajo

b) Cambios de la actividad multiunitaria del nucleo septal lateral (NSL) y de la amigdala basolateral (ABL)

ante la estimulacion odorifera que emana de la orina de una rata testigo-presencial y la de otra que recibe

choques en una sesion de estrés psicosocial.
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6.3.4. ¢) Analisis cromatografico acoplado a espectrometria de masas de muestras de orina de
animales control, animales sometidos a choques eléctricos en las patas y de animales testigo-

presenciales sometidos a estrés psicosocial.
6.3.4.1. Procedimiento

Se formaron aleatoriamente cuatro grupos independientes de ratas: un grupo control (n=8), un
grupo testigo-presencial (n=8), un grupo choques (n=8) y un grupo testigo+diazepam (n=8). Todos estos
grupos fueron sometidos a las condiciones experimentales descritas en el experimento 1, con respecto a la
caja de comunicacion de dos compartimentos, es decir, por pares cada una de las ratas que integraron el
grupo choques fue colocada en el compartimento electrificado y de manera simultanea cada una de las
ratas del grupo testigo fueron introducidas en el compartimento seguro durante 5 minutos. Veinticuatro
horas después de este periodo de habituacion (pre-prueba), las ratas fueron colocadas nuevamente al
mismo compartimento durante 5 minutos, tras los cuales cada una de las ratas que integraron el grupo
choques recibi¢ durante 10 minutos, 40 choques por minuto (1mA, 0.5 s, corriente directa). La otra rata
(grupo testigo-presencial), permanecio en el compartimento contiguo sin recibir choques, pero fue expuesta
a la estimulacion auditiva y olfativa proveniente de la rata del grupo choques. Las ratas que integraron el
grupo control, recibieron la misma manipulacion, excepto en que fueron colocadas en el compartimento
seguro (sin estimulacion sensorial alguna), es decir no existio compariero en el compartimento contiguo. El
grupo testigo+diazepam fue sometido a las mismas condiciones que el grupo testigo-presencial, pero se le
inyectd6 una hora antes de recibir estrés psicosocial una dosis de 1 mglkg de diazepam (i.p.).
Inmediatamente después de la situacion de 10 minutos de estres psicosocial o choques eléctricos, segun el
grupo correspondiente, las muestras de orina se colectaron de la caja de comunicacion descrita en el
experimento 1, en un horario comprendido de 9.00 a 11:00 a.m. por medio de una jeringa desechable
(Plastipak ® de 1 ml). La orina de todos los animales para cada uno de los grupos fue reunida en viales de
vidrio especiales (10 ml) para la determinacion de posibles sustancias volatiles por medio del método de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GS/MS). El anélisis de cromatografia de
gases se realizd6 en un equipo Hawlett-Packard, Modelo G1800B GCD SYSTEM, con un detector de
ionizacion electronica, mediante columnas capilares (HP-S, con material de empaque al 5% de
fenilmetilsiloxano) de 30.0 m X 0.25 mm X 0.25 ym y se utilizd como gas inerte Helio (0.8 mi/minutos). La

concentracion e inyeccion de volatiles se realizo en un equipo 7694E Head Space sampler. La temperatura
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del vial fue de 100 °C con agitacion durante 5 minutos y como tiempo de equilibracion del vial 30.0 minutos.
Posteriormente, se realizo el analisis de los cromatogramas y la identificacion cualitativa de los compuestos
de interés presentes en las muestras de orina por medio de espectrometria de masas (Hawlett-Packard
5982 dodecapole instrument) usando una camara de ionizacion de 70 eV,
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6.3.5. RESULTADOS
6.3.5.1. Experimento: a) Efecto de la estimulacion odorifera con un estimulo condicionado 2-

Heptanona sobre la actividad multiunitaria del nicleo septal lateral y del nacleo de la amigdala
basolateral.

En la fig. 19 y 20 se ilustran un esquema representativo del corte de cerebro de la rata, el area
sombreada representa la zona en que fueron localizadas las puntas de los electrodos de registro dentro del
nicleo septal lateral y de la amigdala basolateral. También se muestra la trayectoria seguida por el
electrodo de estimulacion hacia el bulbo olfatorio.

Registro multineuronal

Estimulacion eléctrica

Bregma 6.2 mm

Fig. 19. Representacion de un corte sagital y coronal del cerebro de rata. El area sombreada indica donde se
localizaron los sitios dejados por los electrodos de registro. La trayectoria del electrodo de registro en el bulbo
olfatorio accesorio (BOA) y los electrodos de registro de la actividad multineuronal del nicleo septal lateral (NSL) y
de la amigdala basolateral (ABL) se muestran con una barra blanca.
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Fig. 20. Corte coronal del cerebro de una rata en donde se observa la trayectoria del electrodo de registro de
la actividad multineuronal del niicleo septal lateral (NSL) y de la amigdala basolateral (ABL).



En la fig. 21 se muestra el porcentaje de cambio de la actividad multineuronal del nicleo septal
lateral. El ANOVA de una via para muestras repetidas no ilustré diferencias significativas intragrupo en el
grupo control (F: 7, 36= 1.619, p<0.162, NS) y en el grupo choques (F: 7, 33= 1.072, p<0.403, NS). Solo se
observaron diferencias significativas intragrupo en el grupo choquestheptanona ante los diferentes
estimulos odoriferos cuando éstos fueron comparados con el estimulo aire (F: 7, 42= 2.48, p<0.03). La
estimulacion eléctrica del nucleo olfatorio accesorio incrementd de manera significativa (t=-2.30, gl 12,
p<0.03) la frecuencia multineuronal del nlcleo septal lateral al compararlo con la estimulacion con aire.
Asimismo, el estimulo odorifero 2-heptanona (t=-2.30, gl 12, p<0.04, ver figura 16), acetona (t=-2.84, gl 12,
p<0.01) y orina de la propia rata (t=-2.34, gl 12, p<0.03) provocaron un incremento significativo en la
frecuencia multiunitaria del nucleo septal lateral, al compararla contra el estimulo aire. No se encontraron
diferencias significativas con los estimulos 3-heptanona (t=-0.335, gl 12, p<0.743, NS), metanol (t=-0.866,
gl 12, p<0.403) y benceno (t=-1.25, gl 12, p<0.235).

ESTIMULACION ODORIFERA
ACTIVIDAD MULTINEURONAL DEL NUCLEO SEPTAL LATERAL

GRUPO CONTROL GRUPQO CHOQUES GRUPO CHOQUES + HEPTANONA
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Fig. 21. Porcentaje de cambio de la actividad multineuronal del nucleo septal lateral durante la estimulacion
odorifera. La actividad multineuronal del septum se incrementd en el grupo choques+heptanona durante la
estimulacién odorifera con 2-heptanona (*p<0.04), acetona (*p<0.01) y orina (*p<0.03) vs estimulo aire. Abrev, 2HEP
(2-Heptanona), 3HEP (3-Heptanona), ACET (acetona), ORIN (orina del propio animal). La respuesta a la
estimulacion eléctrica en el bulbo olfatorio accesorio (p<0.03), benceno (NS) y metanol (NS), no se muestran. Cada
barra representa la media % el error estandar.
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Por lo que respecta a la actividad multineuronal de la amigdala basolateral el ANOVA de una via
para muestras repetidas no mostr6 diferencias significativas en el grupo control (F:7, 36=1.32, p<0.268,
NS) y en el grupo choques (F: 7,40= 0.944, p<0.484, NS). Sin embargo, el analisis mostré diferencias
significativas (F: 7, 35= 2.45, p<0.03) sdlo para el grupo choques+heptanona, con respecto a los diferentes
estimulos odoriferos ensayados cuando fueron comparados con el estimulo aire. Ante la estimulacién
eléctrica del nucleo olfatorio accesorio, la actividad de la amigdala basolateral incrementd
significativamente (t=-5.92, gl 10, p<0.0001). Asimismo, se observo un incremento significativo con la
estimulacion odorifera de 2-heptanona (t=-2.29, gl 10, p<0.04, ver figura 16), 3-heptanona (t=-2.40, gl 10,
p<0.03) y orina de la misma rata (t=-2.57, gl 10, p<0.02). No se encontraron diferencias significativas con la
acetona (t=-1.86, gl 10, p<0.09, NS), metanol (t=-0.837, gl 10, p<0.422, NS) y benceno (t=-0.613, gl 10,
p<0.553), ver fig. 22.

ESTIMULACION ODORIFERA
ACTIVIDAD MULTINEURONAL DE LA AMIGDALA BASOLATERAL

GRUPO CONTROL GRUPO CHOQUES GRUPO CHOQUES + HEPTANONA
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Fig. 22. Porcentaje de cambio de la actividad multineuronal de la amigdala basolateral durante la estimulacion
odorifera. La actividad multineuronal de la amigdala se incrementd en el grupo choques+heptanona durante la
estimulacion odorifera con 2-heptanona (p<0.04), con 3-heptanona (p<0.03) y con la orina del propio animal
(p<0.02). Abrev. 2HEP (2-Heptanona), 3HEP (3-Heptanona), ACET (acetona), ORIN (orina de la propia rata). La
respuesta a la estimulacion eléctrica en el bulbo olfatorio accesorio (p<0.0001), benceno (NS) y metanol (NS), no se
muestran. Cada barra representa |la media + el error estandar).
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Fig. 23. Actividad multineuronal del niicleo septal lateral y de la amigdala basolateral durante la estimulacion olfativa
con 2-heptanona en animales del grupo choques+heptanona con la preparacién de encéfalo aislado. En el eje de la
abcisa se encuentra representado el tiempo de registro. Los dos primeros minutos correspondieron a la actividad
basal del septum lateral (panel superior) y de la amigdala basolateral (panel inferior), del minutos 2 al minuto 4
correspondid a la estimulacion odorifera con la sustancia; los dos Ultimos minutos indican el registro post-

estimulacion. E! eje de la ordenada representa la actividad multineuronal expresada en ciclos por segundos (Hz) x
10.

Cabe mencionar, que durante el registro de la actividad multineuronal del nicleo septal lateral y de
la amigdala basolateral del grupo choques+heptanona el registro EEG durante la estimulacion odorifera
con 2-heptanona, acetona y orina de la propia rata, la amigdala basolateral mostré actividad paroxistica a
12 cps y 200 a 300 mcV que, particularmente en la amigdala basolateral progreso a crisis focales en
ocasiones de duracion superior a un minuto. El EEG cortical mostr6 actividad lenta de alto voltaje (3 cps,
200 a 300 mcV) que a menudo adopté la morfologia de onda espiga (ver fig. 24, 25 y 26).
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Fig.24. Actividad efectrogréfica del nucleo septal lateral (nsl), de la amigdala basolateral (abl) y de fa oerieha cerebral

(Cx), producida durante la estimulacion odorifera con 2-heptanona. Cal.: 1seg; 50pv. f.c. frecuencia cardiaca.
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Fig. 25. Actlwdad electrografca del nucleo septa! lateral (nsl) de la amlgdaia basolateral (abl) y de'la corteza
cerebral (Cx), producida durante la estimulacion odorifera con acetona. Cal.: 1seg; 50uv. f.c. frecuencia cardiaca.
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Fig. 26. Actmdad electrogréfica del nicleo septal lateral (nsl), de la amigdala basolateral (abl) y de la corteza
cerebral (Cx), producida durante la estimulacién odorifera con orina de la propia rata. Cal.: 1seg; 50uv. fc.
frecuencia cardiaca.
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Se analizo la latencia a la aparicion de la actividad paroxistica en la amigdala basolateral y en el
nlcleo septal lateral en los animales del grupo choques+heptanona ante la estimulacion odorifera con 2-
heptanona, acetona y orina de la propia rata. EI ANOVA de una via indicé diferencias significativas en la
latencia a la actividad paroxistica de la amigdala basolateral (F:2,15 = 5,71, p<0.01) ante la 2-heptanona
(14.50 + 3.5 seg), acetona (6.5 + 1.8 seg) y el estimulo orina (25.17 = 5.4 seg), siendo la acetona la
sustancia que en menor tiempo promovié la desorganizacion neuronal de esta estructura cerebral. Por otro
lado, en el caso del nlcleo septal lateral no fueron encontradas diferencias significativas en la latencia a la
aparicion de actividad paroxistica en el grupo choques+heptanona (F:2,14 = 3.17, p<0.07, NS), cuando fue
sometido a la inhalacion de 2-heptanona (13.2 + 4.2 seg), acetona (14.5 + 2.8 seg) y orina de la mismas
ratas (28.8 £ 7.0 seqg).

6.3.5.2. Resultados del Experimento: b) Cambios de la actividad multiunitaria del nicleo
septal lateral y de la amigdala basolateral ante la estimulacion odorifera que emana de la orina de

una rata que recibio choques eléctricos en las patas en una sesion de estrés psicosocial.

En la fig. 27 se muestra el porcentaje de cambio de la actividad multineuronal del nlcleo septal lateral.
El ANOVA de una via para muestras repetidas no mostré diferencias significativas en el grupo control y en
el grupo testigo-presencial en los diferentes estimulos odoriferos cuando fueron comparados con el
estimulo aire. Ninguno de los estimulos olfativos que se muestran en la grafica modifico la frecuencia
multineuronal de esta estructura en ambos grupos. Aunque la estimulacion con la orina de un animal
estresado incrementoé un 19.3 % la actividad multineuronal del nicleo septal lateral mas que cualquiera de
los otros estimulos, no se encontraron diferencias significativas. Tampoco se encontraron diferencias

significativas con los estimulos odoriferos 2-heptanona, 3-heptanona, metanol, benceno y orina del propio
animal.
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ESTIMULACION ODQR[FERA
ACTIVIDAD MULTINEURONAL DEL NUCLEO SEPTAL LATERAL
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Fig. 27. Porcentaje de cambio de la actividad multineuronal del nucleo septal lateral durante la estimulacion
odorifera. La actividad multineuronal del nlicleo septal lateral no se modificd durante la estimulacion odorifera de la
orina de un animal estresado por choques eléctricos en las patas. La respuesta a la estimulacion eléctrica en el bulbo
offatorio accesorio (p<0.05), 3-heptanona (NS), benceno (NS) y metanol (NS), no se muestran. Abrev. 2HEP (2-
Heptanona), ORIN (orina del propio animal), ORIN-CHQ (orina de un animal estresado por choques eléctricos en las
patas). Cada barra representa la media + el error estandar.

Por lo que respecta a la actividad multineuronal de la amigdala basolateral el ANOVA de una via
para muestras repetidas no mostro diferencias significativas en el grupo control; mientras que el analisis de
varianza indico diferencias significativas (F:7,56=3.99, p<0.0008) en el grupo testigo-presencial en los
diferentes estimulos odoriferos cuando fueron comparados con el estimulo aire. La estimulacion eléctrica
del nacleo olfatorio accesorio incrementé (63.5%) de manera significativa (p<0.05) la frecuencia
multineuronal del nucleo de la amigdala basolateral. La actividad multineuronal del nucleo de la amigdala
basolateral también se incrementd (31.9 %) de manera significativa ante el estimulo orina de un animal
estresado por choques electricos en las patas (p<0.05). No se encontraron diferencias significativas con los
estimulos odoriferos 2-heptanona, 3-heptanona, metanol, benceno y orina del propio animal. En la fig. 28,
se muestran los mismos estimulos odoriferos que se representa en la fig. 27.
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ESTIMULACION ODORIFERA

ACTIVIDAD MULTINEURONAL DE LA AMIGDALA BASOLATERAL
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Fig. 28. Porcentaje de cambio de la actividad multineuronal de la amigdala basolateral durante la estimulacion
odorifera. La actividad multineuronal del nicleo de la amigdala basolateral se incrementé en el grupo testigo-
presencial durante la estimulacién odorifera de la orina de un animal estresado por choques eléectricos en las patas
("p<0.03, t-pareada). Las respuestas ante la estimulacion eléctrica del bulbo olfatorio accesorio (p<0.05), 3-
heptanona (NS), benceno (NS) y metanol (NS), no se muestran. Abrev. 2HEP (2-Heptanona), ORIN (orina del propio
animal), ORIN-CHQ (orina de un animal estresado por choques eléctricos en las patas). Cada barra representa la
media + el error estandar. *p<0.05 Dunnett.

6.3.5.3. Resultados del Experimento: ¢) Analisis cromatografico acoplado a
espectrometria de masas de muestras de orina de animales control, animales sometidos a choques

eléctricos en las patas y de animales testigo-presenciales sometidos a estrés psicosocial.

De acuerdo a los resultados obtenidos por la técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, una de las sustancia volatiles identificadas en las muestras de orina de cada uno
de los grupos fue la 2-heptanona. La concentracion de esta sustancia en la orina del grupo testigo-
presencial y del grupo choques fue 7 veces el valor del grupo control (tabla 9). Sin embargo, los valores del

grupo testigo se redujeron con el tratamiento con diazepam (1 mg/Kg) a los valores del grupo control. El
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tiempo de retencion para la identificacion de la sustancia fue de 12.69 a 12.79 minutos. En la fig. 29, se
muestran los cuatro cromatogramas obtenidos de las muestras de orina de los grupos control, testigo-

presencial, choques y testigo+diazepam. Asimismo, se anexa la lista de compuestos identificados en cada
uno de estos cromatogramas.

Tabla 9. Concentracién del volatil urinario 2-heptanona identificado en las muestras de orina de ratas macho de la
cepa Wistar.

Grupos 2-heptanona pg/mi
Control 40.0
Testigo-presencial 290.0
Choques 270.0
Testigo+Diazepam 70.0
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Fig. 29. Perfil cromatografico de los compuestos volatiles urinarios encontrados en las muestra de orina de ratas
macho de la cepa Wistar. A) Grupo control, B) Grupo testigo-presencial, C) Grupo choques, D) Grupo
testigo+diazepam. El nimero indica los compuestos volatiles que aparecen en el recuadro de la derecha y los cuales
fueron identificados por medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
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6.3.6. DISCUSION DEL EXPERIMENTO 3. Determinacion de los efectos de sustancias urinarias

volatiles, estresoras, sobre dos estructuras limbicas.

En el experimento 3a encontramos que una sola exposicion a la 2 heptanona, fue suficiente para
desencadenar un incremento significativo de la actividad multiunitaria del nucleo septal lateral y de la
amigdala basolateral cuando el animal fue reexpuesto a dicha sustancia. Es decir, en el grupo denominado
choques+heptanona el estimulo condicionante esta representado por los choques aplicados de manera
inescapable en las patas, mientras que el estimulo condicionado correspondié a la inhalacion de 2-
heptanona aunado a la aspiracion de los propios olores emanados del animal durante la prueba. El grupo
choques tendria entonces como estimulo condicionante los choques y como condicionado su propio olor.
En el grupo control estuvieron ausentes ambos componentes. Entonces, la situacion de condicionamiento
pudo haber ocurrido sélo en los dos grupos experimentales; sin embargo, las respuestas a la estimulacion
odorifera sdlo se observaron en el grupo que asocié la inhalacion de 2-heptanona (con sus propios olores)
y los choques eléctricos. Lo que es sugerente de que el estimulo realmente condicionado esta
representado por esta sustancia cetonica y alguna que queda por determinar en la orina de estos animales.
Por lo tanto, sugerimos de este experimento que para que una sustancia odorifera sea capaz de
desencadenar cambios electrofisioldgicos en la actividad neuronal del nucleo septal lateral y de la amigdala
basolateral, se requiere que dicha sustancia esté asociada a un estimulo aversivo para que sea reconocida
y entonces quizas evitada. Es decir, un determinado mensajero quimico puede llegar a desencadenar
diversas reacciones conductuales dependiendo del contexto en el cual es emitido. Una sustancia por si
sola seria incapaz de desencadenar un estado de desesperanza o ansiedad, sin que exista un contexto por
el cual debe ser emitida. En un trabajo de Richardson (2000) se demostrd que un olor biolégicamente
neutro (por ejemplo, la uva) previamente pareado con la aplicacion de choques eléctricos en las patas,
incrementa de manera significativa la respuesta de alarma en ratas. Aun asi queda por explorar el efecto
de pruebas cruzadas, es decir, evaluar el posible efecto de la orina de los animales condicionados en
aquellos que no lo fueron. Y desde luego identificar esa sustancia que estando presente en la orina de los
animales condicionados promovio estos cambios y llevar a cabo diferentes ensayos que determinen los

efectos de dichas sustancias sobre el comportamiento y la motivacion.

Por otro lado, en el experimento 3b encontramos que los animales del grupo testigo-presencial

despliegan un incremento significativo de la actividad multineuronal sélo de la amigdala basolateral, ante la
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estimulacion odorifera con la orina de animales que fueron estresados por choques eléctricos en las patas,
no siendo asi para la propia orina emanada del testigo. Asimismo, observamos que en esta ocasion la 2-
heptanona no incrementé la actividad neuronal en ninguno de los dos grupos estudiados, por lo que
podemos inferir que el estimulo realmente condicionando a la situacion de estrés psicosocial para los
animales del grupo testigo-presencial, estuvo representado por la orina de los animales que fueron
estresados por choques eléctricos en las patas. Estas diferencias en la respuesta multineuronal ante la
presentacion de un estimulo odorifero “natural” quizas se deba en parte a la implicacién que cada una de

estas estructuras limbicas tiene en la ansiedad y en la desesperanza.

La amigdala esta compuesta por varios nucleos que estan conectados reciprocamente con el
hipotalamo, la formacion hipocampal, la neocorteza y el talamo. Los nlcleos basolaterales de la amigdala
reciben una gran cantidad de informacion aferente de todas las modalidades sensoriales, por lo que existen
evidencias que indican que la informacion sensorial subyacente a varios estados emocionales aprendidos,
en particular el miedo y la ansiedad, atraviesan el complejo basolateral amigdalino (Kandel, 1997). Por
ejemplo, las lesiones del complejo basolateral suprimen el condicionamiento clasico del miedo. En el
condicionamiento del miedo un estimulo inicialmente neutro (como puede ser una luz o un sonido) que no
evoca respuestas autonomas por si mismo se empareja entonces con un estimulo aversivo como una
descarga eléctrica en la pata del animal, el cual produce dolor, miedo y respuestas autdnomas. Después
de varios emparejamientos, el sonido por si mismo provoca reacciones de miedo, tales como el
congelamiento concurrente con cambios en la frecuencia cardiaca o en la presion sanguinea. Las lesiones
de la amigdala o la infusion local de farmacos que reducen la ansiedad, no solo bloquean las respuestas
aprendidas a los estimulos de miedo, sino también las que son innatas (LeDoux et al., 1988). Por ejemplo,
estas ablaciones reducen marcadamente la emotividad en ratas feroces. Por tanto, la amigdala no solo es
importante para el miedo aprendido sino también lo es para el miedo incondicionado, innato. De hecho, las

lesiones de la amigdala bloguean la memoria de los estimulos sensoriales emocionalmente significativos.

La integridad de la amigdala es necesaria para el condicionamiento de un organismo en el entorno
en el que vive (Davis, 1992; LeDoux, 1987); es decir, se reconoce que la sobreviviencia de un organismo
depende de las conductas que eleven al méximo el contacto con ambientes biolégicamente seguros y
reduzcan al minimo el contacto con ambientes peligrosos. Muchos de estos peligros pueden modificarse

con la experiencia. Dicha modificacion puede demostrarse experimentalmente con un condicionamiento de
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lugar preferencial en el que un animal aprende a aumentar sus contactos con ambientes en los cuales ha
encontrado previamente estimulos reforzantes positivos (sexo, alimento, bebida) y a disminuir los contactos
con ambientes que son aversivos o peligrosos. De manera particular, las sefiales quimicas son
fundamentales para asociar los estimulos de lugar con el valor de la recompensa de tal manera que el
organismo emite una respuesta de preferencia o de evitacion al lugar que visita. Existen numeras
investigaciones al respecto, las cuales sefialan que cuando existe una sefal quimica aversiva en el
ambiente los animales apenas visitan al estimulo y cuando lo hacen, el tiempo transcurrido en dicho lugar
es muy corto, es decir muestran reacciones de evitacion (Miiller-Valten, 1966 ref. en Rottman y Snowdon,
1972; Carr et al., 1970; Rottman y Snowdon, 1972; King et al., 1975). Por ejemplo, se ha demostrado que
los animales dominantes emiten sefialadores aversivos en su orina cuando realizan marcaje territorial
(Jemiolo et al., 1992) y los subordinados, aprenden el significado potencial de este estimulo odorifero y
evitan el area del dominante. Sin embargo, también es posible sugerir que esta evitacion del territorio del
animal dominante se debe en parte a la experiencia previa que el subordinado haya tenido con respecto al
macho dominante. Es decir, los animales que establecen colonias o que viven en grupo, tienden a
establecer jerarquias, por lo que cada uno de los integrantes tendra una posicion dominante o subordinada
con respecto a los demas. Una vez establecida la jerarquia, lo subordinados se retiran o adoptan una
postura sumisa al acercarse el dominante y rara vez hay intentos de rebelion (Hinde, 1977). La dominancia
entre individuos en grupos sociales es tipicamente definida en términos de comportamientos agonisticos en
los machos dominantes (ataques ofensivos o agresivos) y un comportamiento defensivo y sumiso emitido
por el subordinado (para revision ver Gutiérrez-Garcia y Contreras, 2000, apéndice B). Es indudable, que
estos encuentros deben propiciar el reconocimiento de olores entre ambos individuos, de tal manera, que
el subordinado procura alejarse del dominante y su miedo se debe en parte a la situacion estresante y
aversiva que represento el enfrentamiento cuando se establecio la jerarquia y se asocié con el olor que el
animal dominante emitio durante la confrontacion de derrota (Miller-Valten, 1966 ref. en Rottman vy
Snowdon, 1972; Carr et al., 1970) y del marcaje territorial (Jemiolo et al., 1992).

Si tratamos de explicar este mismo proceso en una situacion experimental como la de nuestro
estudio lo podriamos hacer de la siguiente manera: un olor especifico quiza novedoso como la 2-
heptanona fue asociado a un estimulo aversivo (choques eléctricos en las patas). Veinticuatro horas
después, al someter a la rata a la reexposicion del olor (2-heptanona), la rata desarrollé un incremento

significativo en la actividad neuronal de dos estructuras limbicas relacionadas con estados emotivos, pero
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solo ante la presencia de sustancias pertenecientes a la familia de las cetonas: la 2-heptanona, la 3-
heptanona, la acetona y de manera relevante también lo hizo a la orina, lo que podria estar indicando un
reconocimiento aversivo al olor manifestado electrofisiolégicamente por medio del incremento en la
actividad neuronal. En este punto es conveniente recordar que la orina contiene de manera natural muchos
compuestos del grupo cetonico, los cuales resultan ser candidatos a definir en cuanto a su presencia en la
orina de esos animales y la 2-heptanona, no es una excepcion y aunque no existe ningln antecedente que
indique su presencia en la orina de animales estresados, esta sustancia se excreta de manera natural en la
orina de ratones hembra (Novotny et al.,, 1984) y podemos suponer que los cambios en su concentracion
podrian variar de acuerdo a las situaciones estresantes a las que las ratas son sometidas en base al
analisis de los cromatogramas que obtuvimos de las muestras de orina de los animales estudiados. Por
otro lado, las diferencias encontradas en la latencia a la aparicion de la desorganizacion neuronal, podria
depender de las propiedades fisicoquimicas de las sustancias, como seria su liposolubilidad, por ejemplo,
los umbrales para la identificacion de las sustancias odoriferas disminuyen a medida que aumenta la
liposolubilidad de la molécula odorifera (Purves et al., 1997).

El reconocimiento a estos olores posiblemente esté modulado por el érgano vomeronasal, dado
que la estimulacion eléctrica del nicleo olfatorio accesorio también provocé un incremento significativo de
la actividad multineuronal tanto de la amigdala basolateral como la del nucleo septal lateral. Esta
suposicion esta basada en que la amigdala recibe entradas del 6rgano vomeronasal via nlcleo olfatorio
accesorio. A su vez, el nlcleo medial de la amigdala envia proyecciones al nlcleo septal lateral utilizando
como mediador quimico a la vasopresina. Esta via, ha sido relacionada con el reconocimiento social entre
conespecificos (Sheehan y Numan, 2000). En un estudio reciente, se demostrd que el someter a animales
a olores de conespecificos estresados por choques eléctricos en las patas, provoca una serie de cambios
conductuales y fisiologicos. Por ejemplo, estas sustancias de alarma son capaces de provocar
congelamiento, husmeo e incremento de la locomocion, asi como un incremento de la temperatura
corporal. Estos cambios se asocian con un incremento de la proteina c-Fos en la capa de células mitrales
en el bulbo olfatorio accesorio (Inamura et al., 1999; Kikisui et al., 2001). Estos resultados sugieren que las
supuestas sustancias de alarma secretadas por conespecificos estresados podrian constituir parte de una
serie de sustancias que promoverian cambios tanto conductuales como fisioldgicos quizas mediados por
una activacion via nucleo olfatorio accesorio.
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Por otro lado, el incremento de la actividad neuronal de la amigdala se ha asociado al miedo y a la
ansiedad, ya que la estimulacion directa por medios eléctricos a la amigdala o bien a través de una
inyeccion local de un aminoacido excitatorio, el animal muestra signos fisiologicos y conductuales de miedo
y agitacion; mientras que su estimulacion a largo plazo produce enfermedades inducidas por el estrés,
como las Ulceras gastricas (Henke, 1982). Es posible entonces, que las respuestas autonomas y
endocrinas controladas por la amigdala sean las responsables de los efectos dafinos del estrés psicosocial
a largo plazo. En este sentido, se ha demostrado que animales forzados a derrotas constantes sufren
mayores erosiones y hemorragias gastricas comparados con los animales control (Kudryaviseva et al.,
1991), lo que sugiere la participacion de la amigdala en la regulacion de estas respuestas, las cuales
también pudieran ser dependientes de estimulos odoriferos emitidos durante la situacién social de
conflicto. De manera contraria, cuando las ratas son sometidas a estrés provocado por congelamiento,
también desarrollan Ulceras gastricas, pero éstas se reducen si en forma simultanea al estrés se les
estimula eléctricamente el nlcleo septal lateral (Yadin y Thomas, 1996).

En este sentido, nuestro grupo de trabajo y otros, hemos demostrado que el nucleo septal y otras
estructuras limbicas, estan relacionadas con conductas motivadas y hedonicas (Thomas et al., 1991), el
septum es una estructura blanco para la accion de diversos farmacos antidepresivos (Contreras et al.,
1989, 1990), los cuales incrementan de manera significativa su tasa de disparo evaluada mediante el
registro de la actividad unitaria extracelular del septum y si en la depresién el sintoma cardinal es la
anhedonia o falta para experimentar placer, luego entonces, es de suponerse que exista un decremento en
la actividad neuronal de este nucleo (Contreras et al., 1989). En el estudio 3a, paradéjicamente,
encontramos un incremento de la frecuencia de disparo del nucleo septal lateral ante la sustancia con la
cual llevamos a cabo el condicionamiento aversivo, pero este incremento no puede atribuirse o
relacionarse a un estado placentero o hedénico, dado que en el registro EEG observamos actividad
paroxistica, en lugar de un aumento sostenido de la frecuencia de disparo como lo hacen los
antidepresivos. Es decir, el aumento de la frecuencia de la actividad multiunitaria correspondio a

fendmenos de desorganizacion de la actividad neuronal, mas que a un incremento sostenido.
Este fenomeno electrofisiologico podria estar representando una condicion particular en la que la

actividad neuronal de estas estructuras se distorsiona ante la presencia de ciertos compuestos que sirven

como sefialadores quimicos aversivos y que pudieran estar presentes en la orina de los roedores. Lo cual
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de ser verificado podria extrapolarse a una extraordinaria desorganizacion de la actividad neuronal en otros
animales con sistema nervioso menos desarrollado y formado por enjambres de ganglios neuronales, como
es el caso de los insectos, para quienes una desorganizacion neuronal de este tipo podria determinar la
emision de pautas conductuales definitivas como seria la aversion a sitios especificos de donde emanan
estos olores y, en el caso de los mamiferos reacciones diversas de huida, ataque y aversion. Sin embargo,
estas respuestas se esperarian en una situacion a corto plazo. En el experimento 3b, no se observaron
cambios significativos en la actividad del nicleo septal lateral. Creemos que falta demostrar si la actividad
del nucleo septal y de la amigala se modifica cuando los animales son sometidos de manera cronica al olor
de un animal estresado, logrando asi determinar el papel de ambas estructuras en la ansiedad y en la
desesperanza inducida en una situacion de estrés psicosocial. Por ahora, podemos decir, que los olores
provenientes de la orina de un animal estresado y previamente condicionado a un olor especifico, pueden
llegar a promover una desorganizacion neuronal que promueve una serie de cambios conductuales en
donde el individuo emite una serie de conductas para enfrentar situaciones aversivas a traves de la
evitacion o la huida. El incremento de la actividad de la amigdala podria contribuir a expresar ansiedad
como un mecanismo biologico de proteccion para mantener la integridad de los animales en una situacion
de emergencia a corto plazo.

Algunas sustancias como la 2-heptanona y ofras cetonas ciclicas de volatilidad semejante, han
sido encontradas en muchas especies de insectos (Regnier y Law, 1968). La mayoria de las sustancias
que han sido consideradas como feromonas de alarma, implican cetonas de 6-8 carbonos o ésteres y las
cuales dependiendo de su concentracion y disposicion en el ambiente pueden ser capaces de
desencadenar diversos patrones conductuales, entre ellos la evitacion (Verdejo-Vivas, 1978). La 2-
heptanona (metil n-amil cetona) es una sustancia cetonica de 7 carbonos que es secretada de manera
natural en la orina de ratones hembra de la cepa C57BL/10 y Mus musculus. Su concentracién varia
significativamente durante las fases del ciclo estral (Schwende et al., 1984; Andreolini et al., 1987). En
nuestro estudio, se decidio utilizar como estimulo condicionado a la 2-heptanona, por ser una sustancia
cetonica muy volatil y como mencionamos anteriormente, al menos en insectos, ha sido reconocida como
una sustancia de alarma que se secreta en la glandula mandibular de abejas y hormigas (Regnier y Law,
1968). En mamiferos, algunos de los estudios realizados con la 2-heptanona han sugerido que parece no
tener propiedades neurotoxicas a nivel del sistema nervioso periférico (Lynch et al., 1981), sin embargo, no

existe ninglin estudio que haya probado su neurotoxicidad en el sistema nervioso central, pero tampoco
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sobre sus efectos sobre el comportamiento animal en ratas de laboratorio (Anger et al., 1979). Los unicos
reportes son los de Novotny y colaboradores (1984) quienes han demostrado un incremento significativo de
la 2-heptanona en las fases de proestro-estro y lo cual quizas guarde relacion con la actividad feromonal en
la fase reproductiva del ratén hembra, sin que su significado biolégico sea claro. En el caso del humano, la
2-heptanona se encuentra de manera natural formando parte de una serie de compuestos volatiles
presentes en la orina, los cuales han sido determinados por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (Albone, 1984). Sin embargo, en diversas enfermedades como la diabetes
mellitus, la 2-heptanona se encuentra incrementada significativamente y regresa a niveles basales una vez
que el enfermo es tratado adecuadamente (Liebich, 1983). Por tanto, los efectos de la 2-heptanona sobre
el comportamiento y sus posibles acciones en estructuras cerebrales merecen ser abordados en diversas

investigaciones para poder explicar algunos de los comportamientos modulados por estas sustancias
voléatiles.

La 2-heptanona fue encontrada en la orina de nuestro animales y lo mas notable es que su
concentracion varid considerablemente dependiendo de la manipulacion experimental. Se sabe que, en
algunas especies de insectos, las sustancias de alarma tienen principalmente dos finalidades, a bajas
concentraciones actian como simples atrayentes, convocando a los comuneros, haciendo factible un
rechazo masivo hacia el incordiante. Las mismas sustancias a concentraciones superiores, producen un
estado especifico de alta excitacion y se evidencia un comportamiento agresivo y evasivo. Estas
sustancias de alarma y las mejores conocidas -entre ellas la 2-heptanona-, siguen siendo las mas
utilizadas por las hormigas; en ellas, se han detectado de 20 a 25 sustancias quimicas capaces de inducir
alarma y han sido identificadas en unas cuarenta especies, de unos quince géneros (Verdejo-Vivas, 1978).
Todavia es en gran medida especulativo cuales de estas diversas categorias son las mas importantes,
pero lo cierto es que todas constituyen posibles medios de transferencia de informacion, no sélo en los
himenopteros (hormigas, abejas, avispas, entre otros) sino en muchisimos insectos, otros invertebrados y
posiblemente tambien en mamiferos. Hace tiempo que Wilson (1968, ref. en Thorpe, 1974) enumeré los
diversos modos en que los sistemas quimicos pueden ajustarse para potenciar la especificidad de las
sefales o para incrementar la tasa de transferencia de informacion. Su clasificacion involucra el ajuste del
tiempo de desvanecimiento de la sustancia, expansion del espacio activo, pautacion temporal de las
feromonas, uso de multiples glandulas exocrinas, mezcla de feromonas, variacion de la concentracion y la

duracion, asi como el cambio de su significado biologico segun el contexto. Es decir, en condiciones
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naturales, las sustancias de alarma rara vez son secretadas en ausencia de otras sefiales sensoriales y
nunca actdan fuera de un contexto ambiental. Por tanto, para que la comunicacion quimica resulte efectiva,
es necesario que se encuentren presentes una serie de factores fisicos, sociales y ambientales (Novotny et
al., 1990).

Es muy posible sugerir que la 2-heptanona sea una de las sustancias de alarma que induzca
cambios conductuales relacionados con la motivacion en las situaciones experimentales que llevamos a
cabo en el presente proyecto de investigacion. Sin embargo, hace falta estudios para tratar de dilucidar en
qué medida esta sustancia podria estar participando como inductora de pautas equivalentes a la ansiedad
y a la depresion. De acuerdo a los trabajos de Novotny y colaboradores (1984), esta sustancia parece ser
dependiente de hormonas. En un estudio de este grupo de investigadores, se encontré que la 2-heptanona
incrementa su concentracion en las fases de proestro-estro en ratones hembra, lo cual nos hace suponer
que posiblemente también se encuentre elevada en ratas gestantes y ésta tenga como funcién ser una
sustancia de alarma para impedir que otros individuos de la misma especie se acerquen al nido. El papel
biologico de la orina de ratas estresadas esta abierto a especulacion. Sin embargo, es posible sugerir que
la 2-heptanona podria ser un mensajero quimico en ratas de laboratorio. Es necesario, llevar a cabo
pruebas biologicas para entender el papel potencial de estas sustancias y sus analogos sintéticos, tanto en
ratas macho como en hembras.

Por ultimo, el reconocimiento y la discriminacion de los olores asi como el de la transduccion y
procesamiento de la sefial odorifera parece estar mediada por mecanismos fundamentalmente similares a
lo largo de toda la escala filogenética. Se ha sugerido, que los animales mas simples desarrollaron circuitos
especificos en los que se pudiesen formar tipos especificos de asociaciones, y que durante el curso de la
evolucion posterior estos circuitos especificos fueron empleados de modo mas general y plastico en los
animales superiores. Esto es consistente con la hipétesis ya mencionada que partiendo de estudios
comparados de conducta animal es probable que las capacidades especificas para aprender y recordar
hubieran evolucionado cuanto tuvieran valor de sobrevivencia (Rosenzweig y Leiman, 1992). Asi, los
patrones conductuales que emite un insecto ante una determinada feromona de alarma, no parecen diferir
en mucho a la encontrada en los mamiferos, por lo que aparentemente estas estrategias se conservan
filogenéticamente. Asi, los estudios comparativos pueden hacer contribuciones importantes para entender
diversos estados emocionales modulados por el sentido del olfato (Krieger y Heinz, 1999).
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En sintesis, la 2-heptanona tiene la capacidad de desorganizar la actividad al menos de la
amigdala y del nucleo septal lateral, lo que podria asociarse con su capacidad como marcador. Por otro
lado, la orina de un animal estresado contiene esta sustancia que posiblemente sea capaz de producir
reacciones conductuales y modificar la actividad neuronal de al menos la amigdala en un animal sometido
a la percepcion del olor.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

7.1. Una sola sesion de estrés psicosocial inducido en una caja de dos compartimentos incrementa
la actividad locomotriz y decremento la inmovilidad exhibida por las ratas testigo en la prueba de nado
forzado. Este decremento en la inmovilidad parece estar asociado a un estado ansioso, tomando en cuenta

que se observd un incremento del tiempo total de enterramiento, lo cual fue revertido por el diazepam.

7.2. La exposicion prolongada a los olores provenientes de la orina de un animal estresado por
choques eléctricos en las patas parece constituir un estresor que incrementa la inmovilidad en la prueba de
nado forzado. El efecto anti-inmovilidad producido por la administracion de imipramina revirtié este efecto,
lo que es sugerente de que se induce un estado de desesperanza.

7.3. Una sola sesion de exposicion a un estimulo odorifero especifico, la 2-heptanona, incrementd
de manera significativa la actividad multineuronal del nticleo septal lateral y de la amigdala basolateral,
siempre y cuando se asocie a una situacion aversiva. Lo que es sugerente de que el estimulo condicionado
esta representado por la sustancia cetonica.

7.4. La orina parece ser parte de un estimulo condicionado que se libera en una situacion social de
conflicto que es capaz de incrementar la actividad electrofisiologica al menos de la amigdala basolateral de
la rata testigo-presencial.

7.5. La 2-heptanona fue identificada en la orina de ratas macho de la cepa Wistar y su
concentracion parece modificarse de acuerdo a la manipulacion experimental y tratamiento farmacologico
al que el animal es expuesto.
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8. MODELO TEORICO

Los primeros estudios relacionados con las sustancias de alarma en roedores son los de Muller-
Velten en 1966 (Zalaquett y Thiessen, 1991), quien demostré que el raton Mus musculus escapa de
aquellos lugares en los que esta presente el olor proveniente de la orina de ratones estresados. Estos
ratones también escapan de conespecificos que recibieron choques eléctricos en las patas o de aquellos
que fueron derrotados durante una contienda con un macho dominante (Carr et al., 1970). La orina
desencadena comportamientos de evitacion en presencia de un sistema olfativo intacto capaz de percibir
dichos olores (Vanderbergh, 1994); sin embargo, el aislamiento social atenta esta respuesta (Rottman y
Snowdon, 1972), lo que sugiere que se trata de una conducta establecida genomicamente pero que se
modifica con la experiencia social.

Las relaciones sociales que se establecen entre individuos de la misma especie o de especies
distintas son interdependientes y permiten el intercambio de informacion mediante complejos sistemas de
sefializacién, lo que permite asegurar la sobrevivencia tanto de los individuos como de las especies. En
cualquier comunicacion, se requiere de un emisor quien va a dirigirse a uno o varios receptores con el
objetivo de socializar un mensaje, al hacerlo de dominio comun. Asi, la comunicacién tiene como finalidad
hacer efectiva nuestra naturaleza social. En una comunicacién intraespecifica, se requiere de, a) un emisor
quien va emitir el mensaje; b) el mensaje, es decir, el conjunto de sefales dirigido hacia un, c) receptor
quien recibira e interpretara dicho mensaje. Se tiene un, d) contexto, que consiste en el marco de
referencia en que se dara la comunicacién incluyendo la serie de circunstancias internas o externas,
elementos fisicos y situaciones que rodean y pueden incluso alterar el sentido del mensaje. Finalmente, se
tiene un, e) codigo que contiene el patrén de sefiales que haran posible el mensaje siempre y cuando sean
de dominio comun y por ultimo, f) un canal, es decir, el medio o el instrumento por el cual se enviard o
transmitira dicho mensaje.

En nuestro estudio, la comunicacion quimica establecié el mensaje e involucré tanto la produccion
como la recepcion de las sefiales quimicas. El emisor, estuvo representado por el animal que fue sometido
a los choques eléctricos en las patas, quien al parecer emitid mensajeros quimicos que tuvieron como
finalidad alertar a un receptor de la presencia de un peligro inminente o potencial. El receptor, representado

por nuestro sujeto testigo-presencial, debié contar con un sistema capaz de detectar el mensaje quimico
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enviado por su compafero. En este sentido, en los mamiferos, la percepcion sensorial olfatoria esta
mediada anatomica y funcionalmente por dos distintos drganos sensoriales: el epitelio olfativo principal y el
érgano vomeronasal (Liman et al., 1999), este Ultimo constituye el sistema de recepcion de sefales
quimicas con actividad feromonal (Keverne, 1999). Entonces, la comunicacion intraespecifica entre los dos
individuos involucrados en la situacion experimental empleada en nuestro estudio ocurrio de la forma

ilustrada en la figura 30, en la que los puntos relevantes son la emision de un mensaje quimico y la
capacidad de reconocerlo.

CONTEXTO
EMISOR A RECEPTOR
(Grupo choques) (Grupo testigo-presencial)
A A
Produccion de Cgﬁal Recepcion de las
mensajeros quimicos sefiales quimicas
Cadigo

Fig. 30. Esquema de la comunicacién intraespecifica generada en una caja de comunicacion de dos compartimentos
empleada en la presente investigacion (modificado de Sol-Tlachi, 2000).

8.1. El receptor y la recepcion de las seiiales quimicas

El grupo testigo-presencial desplegé ansiedad evaluada en la prueba de enterramiento defensivo,
cuando fue expuesto a las vocalizaciones y al olor emanado de un compafiero que recibi6 choques
eléctricos en las patas, lo que se confirma dado que los cambios de la ejecucién de la prueba fueron
revertidas por un ansiolitico, el diazepam. Adicionalmente, cuando el testigo fue expuesto solo a los olores
de animales estresados durante 35 dias, desarrollé desesperanza evaluada en la prueba de nado forzado,
la cual fue revertida por el antidepresivo friciclico imipramina. A nivel electrofisiologico se observo un
incremento significativo de la actividad multineuronal de la amigdala basolateral cuando al testigo-

presencial se le re-expuso al olor de la orina de un animal estresado por choques eléctricos en las patas

117



con el que 24 h antes habia compartido el estrés, lo que sugiere fuertemente la participacion de la
experiencia. Y, finalmente el analisis cromatografico indicé que los niveles de 2-heptanona en orina eran
similares a las del grupo choques, pero la concentracion de este compuesto volatil se redujo a valores
control cuando al testigo-presencial se le administro diazepam (ver tabla 9, pag. 104). Estos resultados
indican que el grupo testigo-presencial respondié a la comunicacién emocional emitida por su compariero
en dos formas distintas. En la situacién a corto plazo, el testigo-presencial respondié con ansiedad, la cual
fue evaluada a traves de la prueba de enterramiento defensivo (ver Fig. 9, pag. 39). Quiere decir entonces,
que los mensajeros quimicos actuaron posiblemente como sustancias activadoras de centros de alarma
localizados en el sistema limbico, probablemente en el nucleo septal lateral y en la amigdala basolateral.
Esta activacion a su vez promovié la expresion de conductas y cambios fisiologicos que permitieron quizas

al sujeto receptor emitir mensajes quimicos que alertaran a otros individuos y modificar su comportamiento.

Los olores provenientes de animales sometidos a estres pueden tener efectos significativos sobre
el comportamiento y el sistema inmune de conespecificos expuestos a dichos olores (Cocke y Thiessen,
1990). Estos olores generalmente han sido referidos como inductores o sefales de alarma, los cuales
tienen la propiedad de alertar al resto de los animales de la presencia de un dafio potencial y promover la
dispersion del grupo o el despliegue de comportamientos defensivos (Zalaquett y Thiessen, 1991).
Aquellas quimiosefiales que tienen la cualidad de ser sustancias de alarma pueden influir en la agresividad
(Carr et al., 1970); en el comportamiento reproductivo y la maduracion sexual (Vanderbergh, 1994); la
jerarquia social y territorial (Rottman y Snowdon, 1972; Jemiolo et al., 1992), la respuesta inmunologica
(Cocke y Thissen, 1990) e incluso promover mecanismos analgésicos endégenos como parte del
componente defensivo de los sistemas motivacionales de proteccion ante eventos aversivos (Fanselow,
1985), mediante procesos de comunicacion no-verbales, no-corporales.

Los cambios conductuales y electrofisioldgicos observados tanto en el emisor como en el receptor,
nos hace suponer que ambos sujetos desplegaron estrategias conductuales diferentes para enfrentar las
situaciones adversas a las que fueron sometidos, pero tuvieron como finalidad establecer una
comunicacion que pudiera ser efectiva para el receptor cuando éste tuviera aun la posibilidad de emitir
conductas que lo llevaran a escapar o a enfrentar una situacion aversiva a corto plazo, a través del
despliegue de ansiedad; sin embargo, si no es posible escapar ante la sefal emitida por el emisor y
desplegar pautas conductuales de sobrevivencia, es probable que desarrolle amotivacion (ver Fig. 14, pag.

118



67; Fig. 18, pag. 77), es decir, cuando la situacion se vuelve incontrolable y el individuo no tiene ninguna
opcion de desplegar reacciones de huida o evitacion, quizas esto conduzca al animal a un abatimiento
generalizado del comportamiento y abandono de todo intento de sobrevivencia, cuando percibe que su
naturaleza social se vuelve ineficaz (ver Fig. 31). Por tanto, las conductas desplegadas por ambos grupos
de animales podrian responder a diferentes estrategias para enfrentar la situacién aversiva a la que estan
siendo expuestos en demanda del significado biologico del estimulo.

Senal de alarma para otros
conespecificos

SUJETO k|
RECEPTOR ¥

Estrés psicosocial basado en una
Receptor olfatorio (conespecifico) comunicacion intraespecifica

Sustancia de alarma

Respuesta fisiologica:
T corticosteroides, catecolaminas,
Centros de alarma: analgesia, sistemas sensoriales de

estructuras limbicas \ alerta

A

Respuesta conductual: ansiedad-
depresion

Fig. 31. Modelo de percepcion y elaboracion de la respuesta del receptor.

8.2. El emisor y la produccion de sefales quimicas

Las ratas que fueron sometidas a una sola sesion de choques eléctricos en las patas no difirieron
de los animales control cuando éstos fueron evaluados en pruebas conductuales de actividad locomotriz en
campo abierto (ver Fig. 7, pag. 36) y en un modelo de ansiedad, denominado enterramiento defensivo (ver
Fig. 9, pag. 39); sin embargo, son capaces de inducir ansiedad a un receptor cuando éste lltimo es
expuesto a las vocalizaciones y al olor emanado de un emisor durante la aplicacion del estimulo aversivo.
Aun no sabemos el por qué el grupo choques sometido a una sola situacion de estrés, no desplegd

119



cambios conductuales sugerentes de ansiedad o desesperanza en los modelos conductuales empleados
en este estudio, aunque cabe especular que se encontraba sometido a una situacion que, por novedosa,
resultaba inesperada, lo que le comprometio a resolver la situacion de conflicto de una manera urgente, por
lo tanto digamos que sus sistemas motivacionales estarian “ocupados” tratando de integrar la informacion
novedosa. Empero, en la situacion en la que el estrés se repiti6 durante varios dias, los animales que
integraron el grupo choques mostraron un decremento significativo de la locomocion (verf Fig. 12, pag. 61)
aunado a un incremento del numero de periodos y el tiempo total de inmovilidad en la prueba de nado
forzado (ver Fig. 13, pag. 64; Fig. 14, pag. 67; Fig. 17, pag. 73; Fig. 18, pag. 77), lo cual es sugerente de
que desarrollaron desesperanza al enfrentarse a una situacion repetitiva y carente de solucion. Luego
entonces, es posible suponer que el grado en el cual los organismos pueden tener aun control sobre los
eventos aversivos a los cuales estan siendo expuestos, tiene efectos sobre el organismo. Es decir, en una
situacién a corto plazo, es probable que los animales del grupo choques aun intenten ejercer algun control
de la situacion aversiva a la que fueron expuestos. Sin embargo, cuando la situacion aversiva se prolonga

y el sujeto aprende que no hay solucion, lo que los conduce finalmente a la desesperanza.

Por otro lado, se determind que la orina de un animal estresado por choques eléctricos en las patas
es capaz de desencadenar desesperanza en conespecificos expuestos a dichos olores y, desde luego,
cambios electrofisiologicos concomitantes en estructuras cerebrales relacionadas con aspectos hedonicos
y motivacionales de la conducta. Entonces, la presencia de compuestos de naturaleza volatil en la orina de
estos animales (ver Fig. 28, pag. 103), los cuales han sido identificados en otras especies como sustancias
de alarma, nos sugiere que los animales del grupo choques pudieron haber producido y/o secretado
mensajeros quimicos que lograran una comunicacion eficaz e inmediata para los individuos receptores. En
este punto conviene considerar que la primera respuesta que se encontrd en el receptor fue ansiedad (ver
Fig. 7, pag. 36, Fig. 8, pag. 38; Fig. 9, pag. 39; y Fig. 10, pag. 41), lo cual llev6 a los animales del grupo
testigo-presencial a incrementar el esfuerzo desplegado en la prueba de nado forzado (ver Fig. 8, pag. 38),
es decir la inmovilidad disminuy¢ a expensas de un aumento del nado, quizas en un intento por aumentar
el tiempo destinado a encontrar la solucion al problema, en otras palabras, a encontrar la salida del
estanque. Desde este punto de vista, la funcién teleolégica de la sefal de alarma, seria alertar a los
conespecificos sobre una situacion de peligro y prepararles mediante la induccion de ansiedad a buscar y
encontrar soluciones rapidas y eficaces ante el problema que se avecina, aun desconociendo la naturaleza
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misma de esa situacion. Una especulacion que bien merece multiples y diversas aproximaciones

experimentales.

Debido a que las guimiosenales de alarma causan un incremento de los niveles de corticosterona
plasmatica en animales expuestos (Cocke y Thiessen, 1990), se ha especulado que el origen de las
sefales de alarma tiene lugar en el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal. Sin embargo, la adrenalectomia en
ratas no modifica la produccion o secrecion de sustancias de alarma; mientras que la hipofisectomia
efectivamente afecta dicha produccion y/o secrecion (Abel y Bilitzke, 1992), de modo que la hipdfisis (Abel,
1994) regula la produccion o liberacion de quimiosefiales de alarma en ratas (Fig. 32).

- EMISOR "
. U . : = ; Las quimiosefiales
Situacion aversiva . | Hiperactividad del eje tienen origen en el eje
(choques eléctricos en las patas) - hipotalamo-hipofisis ~ peeee=-- hipotalamo-hipofisis-—
adrenal adrenal
A ¥ 4
Glucocorticoides:

a) TE! metabolismo de glucosa

b) T La sintesis y redistribucion
de arasa

A ¥4

-Sustancia de alarma  |~—— Secrecion de sustancias cetonicas
en orina: ¢, 2-heptanona ?

Fig. 32. Esquema de la posible produccién y/o liberacion de mensajeros quimicos.

De acuerdo con nuestros resultados, la sustancia (o una de ellas) responsable de la induccion de
ansiedad ante el estrés breve y de desesperanza al prolongar la duracion del estrés, fue la 2-heptanona.
Se trata de una molécula lineal de siete carbonos con una doble ligadura en la posicion del segundo
carbono, lo que le confiere la particularidad de ser considerada una acetona. Ahora bien, las acetonas

como los aldehidos son moléculas inestables que el organismo forma como un paso cataboélico intermedio,
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dirigido hacia la degradacion-eliminacion de otros compuestos. En este caso, la 2-heptanona puede ser
considerada como un producto final del metabolismo de &cidos grasos y de carbohidratos. Entonces y
considerando que el estrés por choques electricos en las patas ocasiona una sobreactivacion del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal (Ishikawa et al., 1992) y del sistema nervioso autbnomo, es posible que esta
activacion haya sido la via a traves de la cual el emisor haya producido mensajeros quimicos. Esto es, es
posible que el estimulo estresor consistente en choques eléctricos en las patas haya promovido la
secrecion de glucocorticoides al activar las neuronas del nucleo paraventricular del hipotalamo, cuyos
axones terminan en la eminencia media, en cuya respuesta elabor¢ y libero posiblemente el factor liberador
de corticotrofina, este péptido fue transportado por el sistema portahipofisiario hacia la adenohipdfisis, que
a su vez sintetizd y liberé la hormona adrenocorticotrofica. Esta Ultima entré al torrente sanguineo y
estimulé a la corteza adrenal haciendo que segregara glucocorticoides. Los glucocorticoides tienen
influencias multiples sobre el metabolismo de la glucosa, con diversos efectos secundarios. En la mayor
parte de los tejidos, estos esteroides inhiben la captacion de glucosa, tienden a inhibir los efectos de la
insulina y a reducir la afinidad de la union de la insulina a sus receptores (Baxter, 1986). El efecto neto de
estas influencias es una tendencia, provocada por glucocorticoides, hacia la hiperglicemia (Fig. 33).
Notablemente, Albone (1984) reporto la presencia de 2-heptanona en la orina del ser humano y en ratas, la

cual incrementa significativamente en enfermedades como la diabetes mellitus (Liebich, 1983).

Por otro lado, la activacion simpatica pudo promover la liberacion de hormonas adrenales, las
cuales tienen efectos sobre el metabolismo de la glucosa (Carlson, 2001) favoreciendo la hiperglicemia.
Asimismo, el incremento de adrenalina, pudo favorecer el desdoblamiento de glucdgeno y la liberacion de
glucosa del higado (Baxter, 1986), lo cual a su vez promovio la produccion de cuerpos cetonicos. Aunque
se reconocen principalmente tres cuerpos cetonicos identificados en la orina los cuales derivan
principalmente del metabolismo de los acidos grasos: el acido acetoacético, el acido B-hidroxibutirico y la
acetona, es posible que la 2-heptanona sea el producto de la descarboxilacion del acido B-cetooctanoico
(Schwende et al., 1984), dado que el acido octanoico aumenta la produccion de glucosa en el higado e
incrementa la produccion de cuerpos cetonicos (Bach et al., 1975). Los cuerpos cetonicos se producen en
las mitocondrias del hepatocito por oxidacion beta de acidos grasos, y el glucagon es la principal enzima
que se encarga de provocar el estado cetégeno en el higado. Lo hace por medio de reduccién de los
niveles de malonilcoenzima A, primer sustrato comprometido en la sintesis de acidos grados, lo que

conduce a aumento notable de la actividad de la carnitinaciltransferasa |. Esta enzima desplaza acidos

122



grasos del citosol hacia el espacio intramitocondrial, donde se transforman en cetonas. En consistencia, se
ha observado que la incubacion de hepatocitos con norepinefrina convierte los acidos grados de cadena
larga en cuerpos cetdnicos. Estos datos sugieren que el estrés asociado a la activacion simpatica y la
descarga de noradrenalina, como se observa en la cetoacidosis diabética, resultaria en una directa
activacion de cetogénesis en el higado (Oberhaensli et al., 1985), siendo posiblemente la 2-heptanona un
producto de esta sintesis.

T GLUCOCORTICOIDES

l INSULINA

\ v v \ v

lCAPTACION DE GLUCOSA HIPERGLICEMIA *GLUCONEOGENES}S *CETOSIS t .
—p —» —> <+ ACIDOS

GRASOS
LIBRES

Fig. 33. Posible mecanismo por medio del cual, el emisor pudo producir y/o secretar compuestos cetonicos volatiles
en la orina ante el estrés por choques electricos en las patas. Influencia de los glucocorticoides sobre el metabolismo
de la glucosa, el proceso es idéntico al que ocurre en la diabetes mellitus, con la Gnica diferencia de que aqui
participa como disparador el aumento de los niveles circulantes de glucocorticoides, como consecuencia del estrés.

8.3. Sintesis

En nuestro estudio fue posible establecer una comunicacion intraespecifica mediada por
mensajeros quimicos entre un par de ratas. Esta comunicacion se establecié de la siguiente manera:
requerimos de, a) un emisor, es decir, el sujeto que recibid directamente un estresor consistente en
choques eléctricos en las patas. Este emisor produjo un, b) mensaje dirigido a un, ¢) receptor, sujeto que
recibid dicho mensaje a través de un sistema olfativo capaz de diferenciar en un entorno heterogéneo
sefiales relevantes para su sobreviviencia. Al parecer, el mensaje quimico involucrado fue una sustancia
cetonica volatil identificada como 2-heptanona. Esta sustancia fue emitida dentro de un, d) contexto en que
a corto plazo, al parecer tuvo como finalidad alertar a los individuos receptores de un peligro potencial al
generarles ansiedad; pero, a largo plazo provocd desesperanza, ya que el contexto se modificd con la
experiencia, es decir, el sujeto receptor no tenia ninguna posibilidad de emitir ninguna estrategia de
solucién ante dicho mensaje. Finalmente, el, e) codigo se establecid mediante la participacion de los

receptores olfatorios que dieron lugar a una respuesta neuronal en estructuras del sistema limbico, como

123



fue el caso del nlcleo septal lateral y de la amigdala basolateral. Todo este patron de sefales hicieron
posible el mensaje, teniendo como finalidad promover el alertamiento de los sujetos receptores, quienes a
su vez fueron capaces de detectarlo a través de un, f) canal, establecido por un sistema de receptores
olfativos activos, lo que en conjunto llevd a desplegar cambios conductuales y electrofisiologicos en
respuesta a dicho mensaje.

Asi, este enfoque podria ser empleado como un nuevo modelo para aproximarnos al estudio
experimental de la ansiedad y la depresién como un proceso continuo, basandose en un estresor natural al
que muchas especies de animales se tienen que enfrentar de manera cotidiana. Para ello, es necesario
realizar mas estudios relacionados con este modelo para determinar cuales son las bases funcionales que
lo subyacen, asi como determinar el mecanismo por medio del cual las sefales odoriferas podrian estar
generando cambios conductuales y electrofisiologicos en estructuras cerebrales relacionadas con la
ansiedad y la depresion y por supuesto, determinar donde y como se lleva a cabo la sintesis de los

mensajeros quimicos, de manera particular, de la 2-heptanona.
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Neuroquimica de
y la emocion

Dr. Caros M. Contreras,

Dra. Margarita Saavedra Vélez,

M. en C. Juan Francisco Rodriguez Landa,
M. en C. Blandina Bernal Morales

M. en C. Ana G. Gutiérrez Garcia”

INTRODUCCION

E | estudio de las causas de la emocidn y la motivacion ha variado a lo largo de la historia y
evolucionado gradualmente. En un inicio y durante milenios las causas intimas de la conducta
se atribuyeron a factores ajenos al propio ser humano. Asi, el comportamiento era atribuido a
dioses. magia y encantamiento, en pautas del pensar que han acompafiado al humano de
forma ineludible. En paralelo a esos mitos y creencias nace la idea de que el propio ser respon-
de a cambios que se originan dentro de cada individuo. Por ¢jemplo, el uso de las sustancias
psicotrépicas indefectiblemente se vinculé con una serie de rituales donde la magia estaba
implicada en relacién directa con el grado de intoxicacién del conductor del evento, es decir,
¢l brujo, chamén, mago o cualquier otro nombre que recibiera ese curioso personaje.
Aungue no existen fuentes que permitan comprobar de manera inequivoca lo dicho, es
factible asumir que en esas civilizaciones primitivas los insumos podrian ser clasificados como
nutritivos, venenosos o0 magicos. Algunos reportes mencionan que los griegos hace poco mas
de 2000 afios acudian a las Pitonisas, quienes realizaban el ordculo o pronéstico de vida bajo
los efectos de ciertos vapores que probablemente contenian 6xido nitroso y que emanaban del

* Durante ¢l desarrollo de este trabajo, J. F. Rodriguez-Landa, B. Bernal Morales y A. G. Gutiérrez Garcia
recibieron Becas para Estudios de Posgrado por parte de CONACYT, México (registros 124885, 124657,
150023, respectivamente), asi como de la Direccion General de Estudios de Posgrado de la Universidad
Nacional Auténoma de México (DGEP-UNAM).
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lugar donde vivian. En el siglo XIX, éste fue el primer anestésico general identificado, cono-
cido como “gas hilarante”, debido a que al inicio produce un estado de euforia.

El concepto de locura ha evolucionado con el tiempo, pasando por concepciones magi-
cas e incluso misticas, como es el bello concepto de Erasmo de Rotterdam. Sin embargo, en
estos dias la locura es considerada como un trastorno al que se le denomina “estado psicotico”,
el cual estd compuesto por un conglomerado de padecimientos. Quienes padecen alguna for-
ma de estos padecimientos han perdido el control de sus acciones y de su percepcidn, y a
menudo se caracterizan por agitacién extrema. Para su tratamiento se han realizado intentos
farmacolégicos desde tiempos inmemoriales; por ejemplo, en la Grecia antigua se mencioné
la existencia de Melampo, una suerte de hechicero que usaba el eléboro macho para sus
curaciones, incluso se menciona que Heracles fue curado de su locura con este medio. Estas
propiedades se han verificado al menos parcialmente, pero su uso no es recomendado debido
a los efectos dafiinos al corazén que tienen sus componentes quimicos, como la veratrina,

De manera similar, Hipdcrates recomendaba el uso de la mandrdgora, en la cual se ha
identificado un contenido elevado de atropina y escopolamina. Estas dos sustancias poseen
propiedades anticolinérgicas y, por tanto, son consideradas como sedantes débiles; sin embar-
go, a grandes dosis pueden ser alucinGgenas, como ocurre con algunas plantas del género
Datura —tal es el caso del popular “toloache”—. En el Ayur Veda, libro sagrado de los
hinddes, se habla de una planta llamada “sarpaghanda” de la que se decia era capaz de curar
la epilepsia, pero también la locura; en el siglo XVI Leonhard Rawolf la llevé a Europa y
pronto se le rebautizd como Rauwolfia serpentina a cual, a partir del siglo XX, recibié toda
la atencién médica, primero por parte de los hinddes y luego, por todo ¢l mundo, para llegar
a la sintesis de su compuesto activo, la reserpina, misma gque se utilizé durante muchos afios
contra la hipertension y con notables propiedades tranquilizantes que la hacfan apropiada
para el tratamiento de las llamadas psicosis agitadas.

En fin, lo que se intenta destacar aqui es que desde hace siglos el ser humano experi-
ment6 que la ingesta de ciertas sustancias afectaba la funcién de su cerebro y, en conse-
cuencia, la percepcién de su entorno, su estado de énimo y su vida misma.

Mediante ensayos de administracién de ciertos productos naturales ha sido posible mejo-
rar la calidad de vida en aquellos individuos que presentan alteraciones que involucran aspec-
tos emocionales y motivacionaies de la conducta. Posteriormente se pudo llegar al proceso de
sintesis de algunas de csas sustancias y en el caso mds avanzado ha sido factible sintetizar
nuevos compuestos, todos ellos con acciones contundentes sobre la emocion y la motivacion.
Conviene mencionar que del estudio de las acciones de estos compuestos, denominados
psicofarmacos, es que se han podido identificar algunos sustratos anatomofuncionales impli-
cados en la expresion y regulacién de nuestras emociones y motivaciones.

Dentro de la primera mitad del siglo XX, Otto Loewi realizé un experimento que trans-
form6 ¢l concepto de las neurociencias. Para ese tiempo se conocfa bien que las neuronas
manejan informacion de tipo eléctrico y se comunican entre si a través de la sinapsis, un
concepto hasta entonces anatémico que se referfa a un sitio de contacto entre neuronas. El
gran avance obtenido por este autor consistié en que ademds de la presencia de eventos
cléctricos descubrié que también participan sustancias —Illamadas neurotransmisores—
encargadas de transmitir la informacion en la sinapsis, modificando la funcién de la neurona
que recibe el mensaje quimico. Expresado de manera muy simple, ciertos eventos eléctri-
cos en la porcion terminal de la neurona presindptica conducen a la liberaci6n del neurotrans-
misor, el cual modifica la permeabilidad de la membrana de la neurona posindptica mediante
estructuras proteicas llamadas receptores.
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Ahora bien, los neurotransmisores son sustancias que se identifican con una nomenclatu-
ra quimica basada en la definicién de su naturaleza genérica, como serfa el caso de las
catecolaminas (aminas que tienen un grupo quimico catecol) y la acetilcolina; ademés de
aminodcidos con funciones de neurotransmisor como el aspartato y el glutamato, Actualmente
se conoce una larga lista de sustancias con posibilidades de ser consideradas neurotransmisores,
neuromoduladores o ambos. Como contraparte, se han identificado varias docenas de recep-
tores que tienen la capacidad de reconocer e interactuar con los neurotransmisores.

En este capitulo se intentard resumir las acciones que se han establecido para algunos
de estos neurotransmisores, sus receptores, y su relacién con la emocién y la motivacién.

CATECOLAMINAS

Algunos hallazgos en el quehacer cientifico son resultado de la serendipia, sin embargo,
esto no implica que la aparicién de los mismos sea debida al azar, Se trata de verdaderas
proezas de observacién as{ como de capacidad de abstraccién y de sintesis. Por ejemplo, la
iproniazida es un compuesto eficaz contra el agente causal de la tuberculosis (Mycobacterium
tuberculosis) que, ademas, tiene la capacidad de mejorar el estado de d4nimo de estos enfer-
mos. Hacia 1957, Crane, Lommer, Saunders y Kline la ensayaron como antidepresivo con
magnificos resultados y pronto se supo que sus acciones se debfan a la inhibicién de la
enzima monoaminooxidasa (MAQ), la cual degrada a las aminas bidgenas, principalmente
noradrenalina y serotonina, De este modo nacid todo un grupo de farmacos con potencia
antidepresiva, los que recibieron el nombre de inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAO).
El mismo afio, en Suiza, Khun intentaba sintetizar sustancias con potencia antipsicotica que
ademds pudiesen tener acciones antihistaminicas, con lo que produjo las dibenzodiacepinas,
las cuales resultaron poseer acciones antidepresivas y, por su estructura molecular, recibie-
ron la denominacién de antidepresivos triciclicos.

Como se verd a continuacidn, las catecolaminas son sustancias con una amplia varie-
dad dc acciones sobre el organismo y la conducta. En el contexto de la motivacién, por
ejemplo, la noradrenalina y sus receptores son uno de los primeros sitios sobre los que
actian los antidepresivos; en tanto que la dopamina se relaciona con fenémenos regulado-
res de la secrecién de hormonas, con el control fino del movimiento y, en particular, con el
hedonismo —este tltimo, entendido como la bisqueda de placer.

Las catecolaminas (dopamina, noradrenalina y adrenalina) son sustancias producidas
en el cerebro a partir de un mismo aminodcido, la L-tirosina, el cual es obtenido de los ali-
mentos v debe atravesar la barrera hematoencetdlica para ser transportado hacia el cerebro
hasta llegar a los cuerpos neuronales, en los cuales serd biotransformado enzimdticamente.
En la ruta anabélica de las catecolaminas, la dopamina es ¢l primer neurotransmisor sinte-
tizado, lo que ocurre posteriormente con la noradrenalina y la adrenalina (figura 3-1).

Las catecolaminas son compuestos formados por un micleo catecol (un anillo de benceno
con dos hidroxilos) y una cadena de etilamina o alguno de sus derivados. Estas sustancias
actiian come mensajeros quimicos en el sistema nervioso, la dopamina y la noradrenalina
¢jercen sus acciones a nivel central, mientras que la adrenalina ejerce sus efectos particular-
mente a nivel periférico. La dopamina y la noradrenalina participan en diversas funciones,
como la regulacién neuroendocrinag, la actividad motora, la afectividad, la ingesta de agua y
alimento, asi como en la adiccién a drogas psicoactivas. Es por ello que estos dos
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neurotransmisores han sido implicados de manera importante en la regulacién y la expre-
si6n de algunos aspectos de la conducta motivada.

DOPAMINA

Hasta hace poco tiempo, se consideraba que la dopamina era sélo un producto intermedio
en la sintesis de las catecolaminas. Sin embargo, a partir de la observacién de que la distri-
bucion cerebral de la dopamina y de la noradrenalina es diferente, y que la primera es
mucho mas abundante que la segunda. se les definié como dos neurotransmisores distintos.
Ahora, la dopamina es concebida como uno de los neurotransmisores catecolaminérgicos
mds importantes del sistema nervioso central (SNC) y sc le relaciona con la regulacién de
diversas funciones motoras, neuroendocrinas, motivacionales, afectivas, asi como con el
consumo de drogas altamente adictivas como la cocaina, las anfetaminas y otros psicoes-
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timulantes, El refinamiento de las técnicas inmunohistoquimicas, como la inmunofluo-
rescencia, ha permitido identificar los sitios de sintesis de dopamina, asf como de las estruc-
turas que la reciben; esto ha hecho posible distinguir las vias dopaminérgicas cerebrales.

Vias dopaminérgicas

Las neuronas dopaminérgicas se distribuyen en tres sistemas con propiedades anatémicas y
funcionales diferentes (figura 3-2): a) el nigroestriado se origina en la sustancia negra (gru-
po celular A9), envia proyecciones hacia el cuerpo estriado y est4 involucrado en funciones
motoras extrapiramidales, b) el mesolimbico y el mesocortical, se originan en el 4rea
tegmental ventral (grupo celular A10) y proyectan fibras hacia estructuras del cerebro ante-
rior como la corteza cerebral, el tubérculo olfatorio, el septum y el micleo accumbens. Este
sistema ha sido involucrado principalmente con funciones cognitivas, con la adiccién a
drogas psicoactivas y con la motivacién, y c) el tuberoinfundibular que se origina en el
hipotilamo (nicleo arqueado y paraventricular) y proyecta al 16bulo intermedio de la hip6fisis
y a la eminencia media; en tanto, participa en la regulacién neuroendocrina.

Receptores a dopamina

Se han identificado dos grandes familias de receptores para la dopamina: los D1, formada
por los subtipos D, y D,; y los de tipo D2, a la que pertenecen los subtipos D, (D, brazo

Corteza Estriado dorsal Sistema nigroestriado
prefrontal

Sustancia negra

Estriado
ventral

Amigdala

Sisterna

tuberoinfundibular Sistema mesolimbico Area tegmental ventral

Figura 3-2. Vias dopaminergicas. Se muestran tres de las principales vias dopaminérgicas y sus
proyecciones hacia algunas estructuras cerebrales involucradas en la emocion y en la motivacion.
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corto), D,, (D, brazo largo), D, y D,. Cada uno de estos receptores se encuentra distribuido
de manera diferencial en diversas estructuras cerebrales y posee caracteristicas propias que
le dan una funcién especifica (cuadro 3-1).

Implicacion de la dopamina en la motivacion y la emocion

Con base en estudios neurofisiolégicos, neuroquimicos y conductuales, se postula que al-
gunas de las estructuras que integran al sistema mesolimbico estdn directamente involucradas
en la regulacién de la conducta motivada; asf, se ha propuesto que el niicleo accumbens
podria funcionar como un centro integrador de la motivacion, debido a que se le considera
como una interfase entre estructuras limbicas (base anatomofuncional de las emociones) y
estructuras que conforman a los ganglios basales, los cuales participan en el control y mo-
dulacién del movimiento.

De esta manera, se integraria tanto la informacién sensorial exteroceptiva como la
propioceptiva relevantes para las manifestaciones de la conducta motivada establecida en
estructuras del cerebro anterior. Los datos antes sefialados explicarfan algunos de los meca-
nismos neuronales involucrados en la transicién de los aspectos motivacionales a los aspectos
consumatorios de la conducta, puesto que todo componente motivado implica necesariamente
un acto motor, en el que ¢l sistema dopaminérgico desempefia una funcién importante.

Al parecer, el sistema mesolimbico estd implicado en el inicio, la integracién sensorio-
motora y la ejecucién de las conductas dirigidas a sucesos biolégicamente significativos,
como la ingesta de alimento, el beber agua y la conducta sexual, asi como en la ejecucidn de
tareas relacionadas con la obtencion de reforzadores positivos. Lo anterior hace suponer
que este sistema modula los componentes motores de las conductas dirigidas hacia una
meta, es decir, las conductas motivadas. En este sentido, 1a activacién de esta via relacionada
con la recompensa ¢s un detonante esencial para la motivacion, un incentivo para aprender y
repetir la conducta adaptativa gracias al llamado reforzamiento.

Asf, por ejemplo, en el paradigma de autoadministracién de fdrmacos en el que se
utilizan como reforzadores drogas altamente adictivas como la heroina, la morfina, la co-
cafna y las anfetaminas, los animales presionan palancas a tasas clevadas para recibir la
droga. Todas estas sustancias tienen en comiin activar al sistema mesolimbico e incremen-
lar las concentraciones extracelulares de dopamina en el nicleo accumbens, de manera
semejante a lo que sucede durante la autoestimulacién intracraneal de 4reas identificadas
con la recompensa, como es el caso del drea tegmental ventral. Este hecho se ha relaciona-
do con dos aspectos de la conducta: 1) las propiedades gratificantes de ciertos estimulos y
2) la respuesta motora que subyace a la motivacion que lleva a preferir y aproximarse a esa
clase de fuentes de estimulacién. Entonces, las drogas que estimulan la transmisién dopa-
minérgica —como la cocaina, la heroina y las anfetaminas-— pudieran caracterizarse por la
interaccion que llevan a cabo entre estos dos aspectos.

Al igual que en la autoestimulacién intracrancal o en la autoadministracion de drogas
adictivas, cuando se les permilte a las ratas privadas de alimento el acceso a cste recurso. se
incrementan las concentraciones extracelulares de dopamina en ¢l nicleo accumbens; un
cfecto que no sucede en los animales con libre acceso al alimento. Este aumento de la
dopamina extracelular también se ha detectado durante la fase consumatoria de la actividad
sexual de la rata; lo que pone en evidencia la relacién entre Ja activacion dopaminérgica v
un posible estado placentero asociado con la conducta motivada.

En contraparte, cuandoe se administran antagonistas dopaminérgicos (como ¢l sulpiride)
a los animales, disminuye la tasa de autoestimulacion intracraneal o de otro reforzador
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positivo, ¢ igualmente se hace menor la actividad motora y exploratoria del animal, aun
bajo el tratamiento con drogas estimulantes del SNC. Del mismo modo, la disfuncién
dopaminérgica del sistema mesolimbico se vincula con alteraciones cn la conducta motora
y con falta de motivacién.

Como ejemplo de lo anterior puede citarse ¢l empleo de metodologias como la lesién de
las neuronas dopaminérgicas con el neurotéxico 6-hydroxidopamina (6-OHDA), la cual ha
demostrado el papel funcional de la dopamina del sistema mesolimbico en la conducta de
recompensa y en la actividad motora. La destruccién de esas neuronas, produce una seric
de déficit de la actividad motora espontanea y exploratoria. lo que conduce al sindrome del
déficit sensoriomotor, caracterizado por afagia y adipsia. Por otra parte, la aplicacién de dosis
altas de antagonistas a los receptores dopaminérgicos influye de manera negativa sobre diver-
s0s aspectos de la motivacion, especialmente en la fase anticipatoria (pulsién y aproximacién)
y la consumatoria (acto realizado) de diversas conductas. Las alteraciones observadas des-
pués de la destruccién selectiva del sistema dopaminérgico, sugieren que la via mesolfmbica
constituye una parte de la base anatomofuncional por medio de la cual el cerebro elabora,
organiza y coordina estrategias motoras dirigidas a conseguir experiencias gratificantes.

Ademis, se propone que el retraso psicomotor, la falta de motivacién y el bajo estado
emocional que caracteriza a los pacientes con trastornos afectivos, como la depresion, sc
deben en parte a la disfuncién dopaminérgica, puesto que en algunos de ellos se detectan
concentraciones plasmdticas disminuidas de dopamina; de su metabolito, el dcido dihidro-
xifenilacético, y de los receptores dopaminérgicos D, localizados en el estriado y el nicleo
accumbens. En apoyo a estas observaciones clinicas, en los animales sometidos a diversos
factores estresantes y que adquieren la desesperanza conductual caracterizada por una dismi-
nucidn de la actividad motora y de la motivacién por resolver una situacion de apremio,
asi como por conductas sugerentes de anhedonia (incapacidad para experimentar placer) se
encuentra una disminucion de la actividad dopaminérgica en el sistema mesolimbico. En este
sistema se ha encontrado reduccion de la dopamina extracelular, asi como disminucidn de
Ja sintesis del dcido ribonucleico mensajero (MRNA) que codifica los receptores a dopamit.a
D./D, en el nicleo accumbens y en otras estructuras como el cuerpo estriado.

" En la prueba de nado forzado, ratas o ratones son introducidos a un estanque cerrado.
Pronto, los animales caen en cuenta de que no hay escape posible y despliegan un estado de
desesperanza, en ¢l que abandonan su intento por escapar y tienden a mantenerse simplemen-
te a flote, iInmoviles. De modo notable. diversos fdrmacos antidepresivos disminuyen ¢l tiempo
de inmovilidad. Es de particular interés ¢l que este efecto antiinmovilidad sea compartido por
inhibidores de la recaptura de dopamina como ¢l bupropién. Entonces, la disminucién de
la inmovilidad ejercida por los antidepresivos se debe al incremento de la motivacion del
animal para buscar una salida a la situacién de apremio que representa el nado forzado, ha-
lldndose probablemente asociada con la activacion del sistema dopaminérgico mesolimbico.

En apoyo a esta idea, la aplicacion in situ en el micleo accumbens de antagonistas
dopaminérgicos D.. como el sulpiride, cancela las acciones antiinmovilidad de los antide-
presivos; un cfecto que también se observa con la administracién sistémica de los antagonistas
dopaminérgicos. Lo anterior sefiala que el sistema dopaminérgico y los receptores D, partici-
pan en el cfecto motivacional de los antidepresivos, ¢l cual quizd estd representacfo por la
recuperacion de cierto grado normal de hedonismo en el individuo deprimido que sana.

Con base en los datos antes mencionados se puede decir entonces que la dopamina en
el sistema mesolimbico, v en particular en el nicleo accumbens, participa de manera im-
portante en la integracion de los procesos que de algin modo inician, dirigen, mantienen y
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detienen una secuencia de conductas encaminadas a obtener una recompensa, lo que final-
mente se traduce en la expresién de la conducta motivada; claro estd, sin descartar la parti-
cipacion de los demds sistemas de neurotransmisién: noradrenérgico, serotonérgico,
GABAérgico, asf como el de los neuroesteorides, los cuales se revisan a continuacion.

NORADRENALINA

La noradrenalina (NA; también conocida como norepinefrina) s una hormona liberada por la
médula de las gldndulas suprarrenales bajo condiciones de temor o estrés, es el transmisor
de las neuronas simpdticas posganglionares y produce diversos etectos periféricos autond-
micos como taquicardia, ruborizacién, temblor de manos, entre otros, los cuales revelan la
activacién del sistema nervioso auténomo en su division del gran simpético. A nivel central,
la sintesis de NA ocurre en los cuerpos celulares que se encuentran confinados en el tallo
cerebral en grupos neuronales identificados desde A1 hasta A7, siendo el grupo A6, locali-
zado en el locus coeruleus (LC), el més prominente. La NA se inactiva mediante su propia
recaptura en la terminal presindptica, en donde la MAO la degrada por desaminacion
oxidativa. Existe también otra enzima que limita sus acciones, la catecol ortometiltransferasa,
la cual limita la difusion de NA al espacio sindptico debido a la metilacién que sufre un
dtomo de carbono en el anillo aromatico de NA., con lo que se crean barreras de difusion por
impedimento estérico.

Vias noradrenérgicas

El LC es la principal fuente de aporte de NA y proyecta sus fibras pricticamente a todo
el cerebro; entre las dreas que reciben aferencias del LC se encuenitran el cerebelo, la corteza
cerebral y estructuras que conforman ¢l sistema limbico. Especificamente, las vias noradre-
nérgicas son dos: la del LC (haz dorsal) v la del drea tegmental lateral (haz ventral). La via
dorsal estéd localizada a nivel del puente y del mesencéfalo, mientras que la via lateral sc
localiza en ¢l puente y en la médula espinal (figura 3~3).

Receptores a noradrenaling

Los estudios farmacologicos en el SNC y sistema nervioso periférico indican que la NA
puede actuar en cuatro subtipos distintos de receptores: o, o,, 3, y B,. aunque reciente-
mente se han descubierto los subtipos o, (A. B, D), a, (A, B, C, D) y el B,. La clasificacion
de los primeros receptores adrenérgicos identiticados originalmente sufgi() para explicar
las acciones fisioldgicas periféricas aparentemente opuestas de la adrenalina y NA, y su
erado de afinidad por el receptor. Sin embargo. no siempre el resultado de la activacién de
estos receptores es antagonista, mds bien depende del tipo de célula y la regién cerebral en
donde se encuentren, dado que tienen una amplia distribucion en el sistema periférico y
central (cuadro 3-2).

implicacion del sistema noradrenérgico en la motivacién

Aunque se ha asumido que la dopamina posee la funcién central en los procesos
motivacionales, la NA tienc una amplia participacion en gran medida puesto que ambos
neurotransmisores comparten la misma via sintética (figura 3-1). El LC, por su parte, tiene
una actividad tonica inherente que varia con el estado de alerta del animal. Diversos estimu-
los sensoriales pueden provocar respuestas de “lucha-huida”, paralelas al incremento en el
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Cingulo Télamo
Haz medial del

Neocorteza cerebro anterior

Haz
noradrenérgico
dorsal

Locus
coeruleus

Amigdala

7~ Corteza
cerebelar

Hipocampo

Haz ventral
noradrenérgico

Sisterna lateral

tegmental \ Médula espinal

Figura 3-3. Vias noradrenérgicas. Se muestran las dos principales vias noradrenérgicas. El locus coeruleus
es la principal fuente de fibras noradrenérgicas que proyectan hacia todo el sistema nervioso central.

recambio de NA en las terminales neuronales y a la activacion de las neuronas noradrenérgicas
periféricas, lo que resulta en la alteracién de la conducta dirigida.

El origen de los fundamentos neurales y bioquimicos de la motivacion se remonta a
1954 con las aportaciones de Olds y Milner sobre la autoestimulacion intracraneal. Cuando
a los animales en el experimento se les colocaron electrodos ¢n estructuras limbicas, como
el hipotdlamo, y se les permiti6 el acceso a palancas con cuya presion podian autoestimularse,
se observé que lo hicieron con mucha frecuencia. También las estructuras que se sitian a lo
largo del haz prosencefélico medial son sitios de recompensa, dado que son susceptibles a
altas tasas de autoestimulacion.

A pesar de que existen diferencias en las propiedades de recompensa de la autoes-
timulacion intracraneal comparada con el agua y alimento, es claro que las catecolaminas,
NA y dopamina, intervienen de manera directa. Esta conclusion parte de estudios hechos
por Stein y Wise en 1969, quienes demostraron el aumento de la liberacion de las cateco-
laminas en el hipotdlamo, la amigdala e¢ hipocampo, como consecuencia de la autoes-
timulacién. Mds tarde, los mismos autores reportaron que la lesion quimica de las terminales
noradrenérgicas con 6-OHDA inyectado en ¢l tercer ventriculo, produce un déficit impor-
tante en la tasa de autoestimulacién.

La NA también ha sido reconocida como un neurotransmisor que tiene efectos sobre la
ingesta de alimento en la rata. En este sentido, la inyeccion de agonistas a los receptores
noradrenérgicos cerca del niicleo paraventricular del hipotdlamo en una rata saciada. pro-
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Cuadro 3-2. Receptores noradrenérgicos
Receptor| Subtipo' Caracteristicas Localizacion '- Funcién
B, | Estimula adenilcicla- Presindptica. Perifé- | Regulacion ciclo vigi-
| sa,ylaliberacion del rica: vasos sangui- | lia-suefio. Acciones
neurotransmisor. | neos, corazon, tejido | antidepresivas (a).
! i Relacionados con la | adiposo, vesiculabiliar. | Respuesta al estrés,
i | relajacidn del muscu- | Central: cerebelo, | Participa en asma
By | loliso, el metabolismo | locus coeruleus, nu- | (B,), obesidad (B,),
_ i de grasas y la con- | cleocaudado, cuerpo | regulacién cardio-
i . traccién del musculo | calloso, septum, hipo- ;| vascular (), feocro-
| | cardiaco campo, corteza fron- mocitoma («,B), hi-
! | taly parietal, amigda- | pertensién (a, ), de-
Bs ' : la, cingulo, tdlamo, | presion (o y B), anai-
; bulbo olfatorio | gesia (a,), agresion
| ' Activa fosfolipasas. | Principaimente posi- | (o)
i A | Asociados con la con- naptico. Periférico: l
traccion del musculo | musculo liso, vasos !
liso sanguineos, higado, .
a B | plaquetas, corazon.
o Central: locus coeru- |
leus, corteza frontal, |
D . rafe dorsal, hipocam- |
. po, tdlamo, corteza i
A Inhibe adenilciclasa | Presinaptico y posi- |
; Asociados a la con- | ndptico. Central: gan-
B traccion del musculo | glios de la raiz dorsal,
Ly | . liso hipotdlamo, érea pre- |
| éptica, locus coeru-
| C leus, septum, corte- |
| z3, tallo cerebral, hi- |
D pocampo, cuerpo ge- |
| niculado

duce consumo adicional de alimento. La porcién del hipotdlamo rostral que promueve la
ingesta, contiene vias adrenérgicas que provienen del sistema de alerta que asciende desde
el tallo cerebral hasta el cerebro anterior. La liberacién de NA en esta regién bloquea la in-
tegracion de Ja informacion de saciedad y la de apetito, lo que regularmente controla la
conducta de alimentacion mediante la interaccion entre las vias aferentes olfatorias con Jas
de los receptores viscerales a través de algunas neuronas asociativas, localizadas probable-
mente en el sistema limbico o en la neocorteza.

Dichas neuronas hipotaldniicas paraventriculares pueden estar inhibidas o facilitadas por
la NAy, dependiendo de su condicién, pueden impedir que se transmita informacién sobre el
sabor y el estado de plenitud del tracto digestivo, Por tanto, cuando las vias adrenérgicas
ascendentes estdn lo suficientemente activadas, los limites normales aprendidos sobre la ingesta
pueden ser quebrantados lo que, por otra parte, abre una interesante alternativa para explicar
el mecanismo neural de la sobrealimentacién consecutiva a la ansiedad.

Larecopilacién de numerosos estudios al respecto proporciona las siguientes propuestas:
a) los estudios de la liberacién de NA durante el ayuno o la saciedad sugieren la participacién
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de regiones hipotaldmicas en la conducta de alimentacion; b) existen evidencias de la fun-
cién causal de NA en la ingesta de alimentos de animales saciados, pero también cxisten
diferencias interespecificas de supresion de la conducta de ingestién después de la inyec-
cion de NA en el hipotdlamo; ¢) los antagonistas noradrenérgicos como la fentolamina no
s6lo bloquean la induccion de la alimentacion, sino que atendan la ingestién espontdnea
después de la privacién de alimento; d) parece que el sistema de inhibicién de 1a ingesta de
alimentos estd constituido por la parte ventral del plexo de fibras noradrenérgicas en el
tracto tegmental central y, por el contrario, el sistema de facilitacién aparentemente estd
conformado por el componente dorsal del tracto tegmental central que termina en el
hipotdlamo paraventricular; €) la lesion con 6-OHDA en ¢l haz ventral causa hiperfagia y
ganancia de peso —pero ain no se tiene la certeza de que participe la NA— en tanto que la
lesion electrolitica o con 6-OHDA en el haz dorsal hacia el LC no afecta la ingesta de
alimento, aunque puede ocurrir hiperdipsia (exceso de ingesta de agua) cuando la lesion se
produce-hacia la zona adyacente no noradrenérgica del tegmento dorsolateral.

En relacién con la conducta sexual, 1a NA ejerce una funcién de tipo facilitador, mien-
tras que la lesién del L.C, el bloqueo de la sintesis o la reduccion de los niveles de NA,
tienen un papel inhibitorio. El mecanismo de accién es complejo, asf, la activacién de los
receptores o, facilita la copula, mientras que la de los o, la inhibe; asimismo, se ha compro-
bado la accion inhibitoria de la activacién a, adrenérgica sobre aspectos de la conducta
sexual en hombres y mujeres. Sin embargo, la activacion de estos receptores o tiene efectos
opuestos sobre respuestas sexuales en otros conlextos, por ejemplo, en las erccciones refle-
jas observadas en animales de laboratorio.

Al hablar de la neuroquimica de 1a emocién y la motivacién. es indispensable hacer
referencia al campo relacionado con los trastornos afectivos, puesto que algunos sintomas
como alteracién en ¢l estado de &nimo, interés disminuido por las actividades cotidianas.
pérdida de peso y sentimiento de inutilidad. son indicativos de la alteracién en los compo-
nentes motivacionales del individuo. La hip6tesis catecolaminérgica de los trastornos
afectivos, propuesta desde 1965 por Schildkraut, establecio que la depresion estd vinculada
con la deficiencia de NA a nivel de los receptores noradrenérgicos, mientras que la mania se
relaciona con un exceso de NA. Asi, por ejemplo, en el individuo deprimido se presenta una
disminucion de los metabolitos de NA en orina y liquido cefalorraquideo, ademds, los es-
tudios postmortem han revelado un incremento en la densidad de los receptores a NA en la
corteza cercbral de sujetos suicidas deprimidos.

Se puede pensar que una cantidad elevada de receptores ¢s una sefial de mayor contac-
to entre la NA y sus receptores y, por tanto, de una mayor neurotransmisién. De hecho, este
incremento es lo que realmente se esperarfa que ocurriera si las concentraciones de NA
fueran anormalmente bajas a nivel sindptico. Esto es, cuando las moléculas del neurotrans-
misor se hacen inusualmente escasas cn las sinapsis, las células posindpticas con frecuencia
aumentan el nimero de receptores como un fenémeno compensatorio para detectar alguna
sefial disponible del neurotransmisor.

Asi, muchos fdrmacos que interfieren en las sinapsis noradrenérgicas influyen en la
regulacién de estados emocionales, por ¢jemplo, la reserpina usada cominmente para el
tratamiento de la hipertensién arterial, provoca depresién grave. El mecanismo consiste en
que la reserpina impide el almacenamiento de NA en la vesicula sindptica, de modo que la
NA puede ser inactivada por la MAO. Los efectos conductuales provocados por la reserpina
en ratas de laboratorio ejercen el mismo déficit conductual desencadenado por el estrés
intenso y remedan algunos aspectos del sindrome depresivo como son la disminucién de la
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actividad motora, del apetito, del acicalamiento y disturbios del suefo. Varios fdrmacos
antidepresivos como los triciclicos, los IMAQ, los atipicos, y la nueva clase de antidepresivos
que poseen mayor especificidad sobre los sistemas de neurotransmision (venlafaxina,
nefazodona, mirtazapina y reboxetina), intensifican la accién de NA a nivel sindptico y
elevan el estado de 4nimo en el humano.

El sistema noradrenérgico, por otra parte, participa de manera importante en la regula-
cion de la inmovilidad observada en animales que son introducidos en el modelo de nado
forzado. Los inhibidores de la recaptura de NA como la imipramina, la desmetilimipramina,
maprotilina y reboxetina son antidepresivos clinicamente eficaces y reducen la inmovilidad
en la prueba de nado forzado a través de sus interacciones con los receptores B adrenérgicos
y o adrenérgicos. Es interesante notar que el tipo de conductas activas que promueven el
nado a través del sistema noradrenérgico es distinto del observado con el sistema seroto-
nérgico, es decir, los farmacos que incrementan la neurotransmision noradrenérgica
incrementan conductas tendientes al escape, como el “trepado” en la prueba de nado forza-
do, lo que sugiere que la conducta motivada es regulada de manera diferencial a través de
mds de un sistema de ncurotransmision.,

Finalmente, los estimulos sobre los que ¢l animal no tiene control provocan tallas en la
respuesta de afrontamiento y cambios neuroquimicos consistentes en la disminucién de
la tasa de disparo neuronal en el LC, alteraciones morfolégicas neuronales, disminucion de la
actividad enzimdtica de la tirosina hidroxilasa, funcion presindptica disminuida y reduc-
¢ion de los sitios de unidn de los receptores § adrenérgicos, interpretados como indicadores
de una disminucioén en la habilidad noradrenérgica de las neuronas para responder. A pesar de
la abundante evidencia de que los antidepresivos en los animales de experimentacion pro-
ducen cambios en las neuronas noradrenérgicas del LC y sus receptores, con respuestas
similares a'lo largo del tiempo a las observadas en humanos, no es posible concluir que los
desérdenes bioquimicos de las neuronas noradrenérgicas sean responsables de la falta de
motivacion y anhedonia concomitanics a la depresién humana, o que los efectos de un
tratamiento exitoso sean atribuibles a los cambios producidos en esas neuronas. Esa cs la
razon por la que resulta importante considerar el resto de las estructuras cerebrales asocia-
das y los demds neurotransmisores, para entender que el cerebro funciona a través de
interacciones anatémicas, quimicas y funcionales que hacen de la emocién y la motivacion
dos procesos altamente complejos.

SEROTONINA

En esta sceeion se abordard la funcidén que desempefia la neurotransmision serotonérgica en
la motivacion. Se dice que toda conducta estd motivada cuando se dirige hacia alguna meta,
pero este tipo de conducta es muy diversa, pues incluye proporcionarse comida, cortejar a
la pareja, pintar un paisaje y asi sucesivamente. En cada especie animal existe una conducta
basica que cstd dirigida a mantener la supervivencia del individuo y de la especie. Hambre,
sed, deseo sexual y el afecto por la prole, son algunos de los elementos fundamentales de la
motivacion claramente relacionados con la supervivencia, La investigacién ha tratado, has-
ta donde parece posible, de identificar los circuitos neuronales y bioguimicos responsables
de laintegracion de aquellas conductas que finalmente se emiten para satisfacer estas nece-
sidades basicas. Entre estos circuitos s¢ ha involucrado al sistema scrotonérgico.
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SINTESIS

La scrotonina (5-HT), es una indolamina que se encuentra en muchas partes del organismo
y en células que no son neuronas, como plaquetas, células cebadas y células enterocromafines.
De hecho, sélo de 1 a 2% de la 5-HT corporal se encuentra en el cerebro. Sin embargo, la 5-
HT es uno de los neurotransmisores que se ha relacionado en mayor grado con los procesos
emocionales y motivacionales. Su sintesis depende del aporte de un aminodcido, el triptéfano,
proveniente de la dieta, el cual por hidroxilacién se convierte en S-hidroxitriptéfano. La
enzima responsable de esta reaccidn es la triptéfano hidroxilasa. Luego, la 5-HT se obtiene
por descarboxilacién del S-hidroxitript6fano (figura 3-4).

La mayor parte de la 5-HT producida es desactivada por la enzima MAO mitocondrial,
siendo el producto de esta reaccidn el 5-hidroxiindolacetaldehido (S-HIA). Este compuesto es
oxidado rdpidamente por la deshidrogenasa alcohdlica y transformado en 4cido 5-hidroxi-
indolacético (5-HIAA). Otro medio importante de inactivacidn serotonérgica durante la sinapsis
es un proceso activo de recaptura por autorreceptores en la neurona presinéptica. Los metabolitos
de la 5-HT son absorbidos a la sangre venosa por transporte activo en el plexo coroideo, para
ser excretados por medio de la orina junto con otros metabolitos. En la mayor parte de las
sinapsis, la 5-HT produce potenciales posindpticos inhibitorios, es decir, hiperpolarizacién y
reduce la posibilidad de disparo neuronal en la neurona posindptica; ademads, su efecto sobre
la conducta, por lo general, es de tipo inhibitorio.

Triptélano ?OO
\\ / //15
OE
5-hidroxitripic')fan0
(|300
CO,
Serotonina (5-HT) H
HO_ .~ i
Ij/”“\[ ~== CH,~ CH -~ NH,
S
g R “N,,-

Figura 3—4. Biosintesis de la serotonina. La serotonina se deriva del aminoacido triptéfano. Ei primer
paso en la reaccion es catalizado por la enzima triptéfano hidroxilasa. Esta enzima incorpora un grupo
hidroxilo, produciendo 5-hidroxitriptétano. Otra enzima, la descarboxilasa de aminodcidos aromaticos
elimina el grupo carboxilo del 5-HTP y el resuitado es serotonina.
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VIAS SEROTONERGICAS

En el SNC, las neuronas que contienen 5-HT estdn agrupadas en la linea media a nivel del
tallo cerebral, en los llamados nicleos del rafe. Este complejo celular estd formado por
nueve grupos neuronales, de los cuales parten proyecciones que se dividen en dos ramas
principales, una llamada ascendente medial y otra lateral, las cuales se originan en el rafe
mesencefélico (B7, B8 y B9) y rafe pontino (B5 y B6). Estas vias corren por el haz del
prosencéfalo y dan origen a terminales que inervan el hipotdlamo, el sistema limbico, €l
niicleo estriado y la corteza cerebral. La rama descendente comprende los nicleos del rafe
B1a B3, los cuales proyectan hacia la médula espinal (figura 3-5). Estas vias serotonérgicas
son muy similares entre los vertebrados, lo que sugiere que los sistemas son filogenéticamente
antiguos y pueden tener funciones similares en todos ellos.

RECEPTORES SEROTONERGICOS

Diversos estudios moleculares, bioquimicos y fisiol6gicos han demostrado la presencia de
miltiples receptores a 5-HT en el sistema nervioso de los mamiferos. Los receptores
serotonérgicos se dividen en varios tipos de acuerdo con su afinidad por diferentes ligandos
y, a su vez, cada familia tiene varios subtipos de receptores (cuadro 3-3). De esta manera,

hasta hoy se han identificado siete tipos de receptores que comprenden alos 5-HT |, e 10 s

Estriado Télamo

Neocorieza Cingulo

Via ascendente
ventral

Hipotéalamo

Estriado
ventral

Amigdala Cerebeio

\
Corteza olfatoria Hipocampo

y entorrinal Nicleos del rafe

Figura 3-5. Vias serotoninérgicas. Se muestra la via ascendente con sus proyecciones y sitios termi-
nales. Los nucleos del rafe inervan mediante el haz medial del prosencéfalo, zonas limbicas, taldmicas
y corticales.
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5-HT,, .5 o 3-HT,, 5-HT_ y hasta 5-HT,. La activacion de los receptores 5-HT produce
cambios a través dc s‘.gundoa mensajeros acoplados a la fosforilacion de moléculas

intracelulares, a excepcion del receptor S-HT, que estd acoplado a canal de cloro (CI).

IMPLICACIONES DEL SISTEMA SEROTONERGICO
EN LA MOTIVACION Y LA EMOCION

En el SNC de los mamiferos, la 5-HT estd implicada en la regulacién de la temperatura
corporal, la presién sanguinea y la secrecién endocrina, cn el control de los estados de
suefio y vigilia, y en el dnimo, las emociones, la alimentacion, la conducta sexual, algunos
tipos de depresion, la conducta suicida y ciertos estados alucinatorios inducidos por drogas.

Con respecto a este iltimo punto, durante mucho tiempo se sugiri6 la participacion de
la 5-HT en la psicosis, principalmente en la esquizofrenia. En esta patologia es comin
encontrar distorsiones en las conductas motivadas como consecuencia de las alucinaciones
que presentan los pacientes, es decir, los individuos esquizotrénicos perciben estimulos que
no estdn presentes pero que constituyen su realidad, como el escuchar voces, en ocasiones
imperativas, otras veces perciben olores que se transforman en delirios de que otros inten-
tan asesinarlos, quizd con alglin gas venenoso. Ademds. se debe agregar la presencia de un
desgano notable, completa falta de iniciativa incluso en las tareas més simples de higiene y
asco personal, una franca tendencia hacia aislarse de la familia y la sociedad y, por tiltimo,
la desmotivacion persistente con respecto a practicamente toda situacion.

Ciertas sustancias, llamadas indélicas puesto que contienen en su estructura ¢l nticleo
indol o incluso la estructura completa de la 5-HT, son potentes alucin6genos, como la psilocina
y la pscilocibina, alcaloides contenidos cn ciertas especies de hongos. Algunos derivados
metilados de la triptamina y la 3-HT, como la bulotenina. la N,N-dimetiltriptamina (DMT)
y la 3-metoxi-DMT, también son alucindgenos. El LSD, dictiliamida del dcido lisérgico. es
una droga alucinogena que comparte la estructura del metoxiindol de la 5-HT vy, quiz4,
interfiere con la funcidn de los autorreceptores a nivel del nicleo del rafe. El sujeto que la
consume tiene las pupilas dilatadas ¢ incremento de la presién arterial, de la frecuencia
cardiaca y de la temperatura corporal; sus manifestaciones conductuales indican la pre-
sencia de una percepcion alterada. Llama la atencién que muchas personas disfrutan al
alterar sus estados de conciencia y. por ello, muchas de estas drogas se convierten en adictivas.

La 5-HT, por otra parte, también se encuentra involucrada en la regulacion del apetito.
La conducta alimenticia es uno de los mejores ejemplos de motivacion porque se trata de
una conducla que esta claramente dirigida hacia la obtencion de comida, esencial para la
supervivencia. Ademds, s incuestionable que el cerebro estd intimamente relacionado con
el control de la alimentacion y, por tanto, el andlisis de la conducta alimenticia puede tener
aplicaciones préacticas mejorando la comprensién que s¢ tiene en la actualidad de. por ejem-
plo, la obesidad humana.

Existe una fuerte evidencia de la funcién inhibitoria que ejerce la 5-HT sobre la ali-
mentacion, de manera que los farmacos que aumentan Ja actividad serotonérgica suprimen
cl consumo de alimento. Asf, la 5S-HT y los firmacos que liberan 5-HT (p. ¢j., fenfluramina
y dexfenfluramina), o bien inhibidores selectivos en la recaptura de 5-HT (p. ¢j., fluoxetina,
fluvoxamina y sertralina), facilitan los mecanismos serotonérgicos y reducen el apetito al
actuar sobre los receptores 5-HT, . Por el contrario, la administracién de agonistas 5-HT
(p. ej., buspirona o gepirona) uduu. la liberacion de 5-HT a nivel presinéptico y provoca
hiperfagia.
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Tal es la razén por la que la fenfluramina, un agonista serotonérgico, es cominmente
utilizada en el tratamiento de la bulimia nerviosa (del griego bus “buey” y limés “hambre™),
desorden que consiste en consumir alimento de manera excesiva e inducir después el vomito,
o que a veces involucra el uso indiscriminado de laxantes, todo ello aunado a sentimientos
de depresién y culpa. También este fAarmaco se emplea en personas obesas que intentan
perder peso. Esta droga parece cjercer sus efectos al facilitar los receptores de 5-HT en el
hipotélamo, principalmente en el nidcleo paraventricular. Los medicamentos que destruyen
las neuronas serotonérgicas o que bloquean sus receptores, tienen un efecto opuesto, pues
aumentan ¢l deseo de ingerir alimentos. Ademds de ello, la administracién de triptéfano, el
precursor de la 5-HT también disminuye el consumo de alimentos en ratas.

La 5-HT es uno de los neurotransmisores especificamente mds relacionado con los
mecanismos necurobiolégicos de los comportamientos sociales y agresivos. Toda conducta
agresiva tiene como propoésito establecer jerarquias en un grupo para controlar recursos del
tipo de territorios, comida o parcjas sexuales. Muchos estudios han demostrado que las
ratas de laboratorio despliegan bruscamente una conducta muricida (aniquilamiento de ra-
tones, con ferocidad) después de que han sido lesionadas en los nicleos del rafe con las
neurotoxinas 5-6 o 5-7-dihidroxitriptamina, las cuales destruyen las terminales serotonérgicas
y disminuyen el contenido de 5-HT en esas neuronas. De modo notable, la administracién
de drogas que inhiben la sintesis de 5-HT, como la paraclorofenilalanina (PCPA), la cual
blogquea la enzima limitante tript6fano hidroxilasa, reducen la 5-HT circulante y la elimina-
cion urinaria de 5-HIAA, promoviendo la agresividad.

Ademds, las drogas que facilitan la transmision serotonérgica, al inhibir la recaptura de
5-HT por la terminal presindptica (p. ej., fluvoxamina o fluoxetina), tienen un efecto inhibito-
rio al reducir los componentes ofensivos de la agresién en animales de laboratorio evaluados
en diversos modelos experimentales de agresion. Estas observaciones sustentan el hecho de
que actualmente se utilicen inhibidores selectivos de la recaptura de 5-HT en el tratamiento
de los desérdenes conductuales cuyos procesos motivacionales se encuentran distorsionados,
como es el caso de la personalidad antisocial, trastorno en el que el individuo dirige su con-
ducta agresiva y violenta hacia otras personas e incluso hacia si mismo, como sucede con la
persona deprimida que intenta el suicidio. Una caracteristica comin en estos pacientes es
que tienen niveles reducidos del principal metabolito de la S-HT (5-HIAA), aunado a nive-
les elevados de impulsividad y comportamientos autodestructivos.

En pacientes deprimidos se ha encontrado la correlacion entre el estado de dnimo abatido
y la falta de motivacion con la disminucién en el contenido del 5-HT cerebral y de 5-HIAA
en el liquido cefalorraquideo y en la orina. Algunos farmacos que aumentan la 5-HT cere-
bral reducen los sintomas depresivos, aunque el éxito clinico depende del tratamiento
farmacoldgico empleado, del tipo de depresién y de la sensibilidad del individuo.

El uso de un modelo animal para cl estudio experimental de la depresién, como la
prueba de nado forzado, permite establecer una correlacién entre los cambios en la activi-
dad serotonérgica y la conducta motivada. Se ha observado que existe un predominio de la
conducta de inmovilidad asociado con una reduccién en los niveles extracelulares de 5-HT
en estructuras limbicas como el nicleo septal. En concordancia, cuando las ratas son
pretratadas con fluoxetina, durante la prueba de nado forzado los valores extracelulares de
5-HT se incrementan significativamente y se reduce la inmovilidad. Asimismo, el sistema
serotonérgico parece estar involucrado en la ansiedad, ya que diversos formacos agonistas
5-HT, . como buspirona, ipsapirona y gepirona, han mostrado tener propiedad ansiolftica
evaluada tanto a nivel experimental como clinico.
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En conclusidn, el sistema serotonérgico se encuentra involucrado en diversos procesos
neuropatolégicos de enfermedades psiquidtricas, asi como en miiltiples funciones rela-
cionadas con aspectos motivacionales de la conducta, lo cual permite entender algunos de
los procesos neurobiolégicos que los subyacen.

OPIOIDES ENDOGENOS

Los opioides endégenos constituyen una familia de péptidos que fueron descritos por vez
primera en 1975 por Hughes y Kostr-Litz. La palabra “endégeno” hace referencia a que
se producen dentro del organismo, en tanto que “opioide™ a que algunas de las primeras
observaciones sugirieron gue sus acciones eran semejantes a las de las drogas derivadas
del opio —como la morfina—, las cuales e¢jercen principalmente acciones analgésicas y
hedénicas; ademds de estar relacionadas con procesos motivacionales asociados con
la adiccion a las drogas.

Hasta el momento se ha identificado a tres familias de péptidos end6genos: encefalinas,
endorfinas y dinorfinas. Cada una deriva de un péptido precursor diferente y presenta una
distribucién caracteristica en ¢l cercbro. Los precursores inmediatos son: proencefalina,
propiomelanocortina y prodinorfina, respectivamente. Cada uno de estos péptidos
endégenos codifican con receptores particulares y ejercen funciones especificas en el
SNC (cuadro 3—4).

Cuadro 3-4. Receptores a opioides

|
Receptor ! Ligando prototipo Funcidn
u (mu) Morfina y lamayorfade | Analgesia supraespinal
ul i los péptidos opioides | Liberacién de prolactina
Euforia
' Morfina . Depresion respiratoria
2 | " Reduccién del transito intestinal

~ Efectos cardiovasculares
| Recambio de dopamina en el SNC

Ingesta
S (delta) ' Encefalinas y analogos | Analgesia espinal
~ pentapéptidos Recambio de dopamina en el SNC
x (kappa)  Ketociclazocina Analgesia espinal
Pentazocina Inhibicién de la liberacion de la hormona antidiu-
rética
Euforia

' Efectos psicomiméticos de desorientacion y des-
. personalizacion

Sedacion
Recambio de dopamina en el SNC

g (épsilon) 5 endorfina Analgesia
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IMPLICACION DE, LOS OPIOIDES
EN LA MOTIVACION Y LA EMOCION

Las propiedades psicotrépicas de los opioides han sido ampliamente estudiadas, as{ como la
distribucién regional de sus receptores en €l SNC. En estos estudios se encontré que los
opiodes pueden modificar la actividad de las neuronas dopaminérgicas mesolimbicas que
participan en la regulacion de la conducta motora asociada con un evento motivado; asimis-
mo, s¢ les ha relacionado con varios aspectos del desarrollo de la dependencia a drogas
potencialmente adictivas.

Las encefalinas y las endorfinas son sustancias que se producen en el organismo y
provocan una accion farmacoldgica semejante a la morfina (analgesia y algunos efectos
placenteros), efecto que es antagonizado por la naloxona. Tanto la morfina como las
encefalinas actian sobre receptores altamente especificos que se encuentran en estructuras
del sistema limbico, tdlamo, hipotdlamo, cuerpo estriado, mesencéfalo y médula espinal.
principalmente. Estos sitios tienen una participacién muy importante en la percepcion del
dolor, en la modulacion del estado de animo y en algunos aspectos motivacionales del indi-
viduo; por ejemplo, los soldados que son heridos en combate informan no haber sentido
dolor, al menos mientras se encontraban en peligro. La explicacion que se¢ ha dado a este
tipo de eventos, sugiere que durante estas situaciones se promueve la liberacion de encefalinas
en el cerebro, las cuales a su vez ocupan los receptores de los opioides y activan los meca-
nismos descendentes de inhibicién del dolor.

Los sucesos naturales que también son capaces de promover este tipo de analgesia
incluyen el estrés y el miedo. Estos eventos desencadenan la liberacion de encefalinas, de
modo gue también pueden activar los mecanismos que inhiben la percepcion del dolor.
Asimismo, el cerebro es capaz de sintetizar y liberar encefalinas y endorfinas durante el
cjercicio, las cuales de cierto modo promueven un cfecto placentero v motivacional en el
individuo, lo que le inducird a seguir ejercitdndose.

De igual manera, también durante actividades cotidianas como la alimentacion y la
actividad sexual se liberan en ¢l cerebro este tipo de sustancias, cjerciendo un efecto pla-
centero que al parccer se relaciona con algunos aspectos motivacionales y emocionales de
la conducta. Por otra parte, la administracién directa de opidceos en el cerebro puede ser
utilizada como un reforzador positivo. En sintesis, este grupo de sustancias participa por lo
menos ¢n la analgesia y en ciertas actividades heddnicas, que son sélo dos de los muchos
cfectos que tienen el opio y sus derivados: sin embargo, por motivos histéricos se¢ ha man-
tenido el término opioide.

NEUROESTEROIDES

La ansiedad es una de las enfermedades relacionadas con alteraciones en la emocién cuya
incidencia en la poblacion mundial va en aumento, de ahi la preocupacién existente por
establecer algiin control sobre clla. Desde hace milenios al opio se le atribuyen propiedades
antitusigenas, antiespasmodicas, analgésicas y ansioliticas. Sin embargo, hasta 1947
Sternback logro la sintesis del clordiazep6xido, puesto en circulacién en 1958, lo cual dio
origen a un4 industria dedicada a manejar la ansicdad con mayor eficacia y con menos
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efectos colaterales. El meprobamato introducido por Berger en 1954, por ejemplo, resulté
ser un excelente ansiolitico y, por esta razon, poseia una clevada potencia adictiva, lo que
constituye el principal efecto adverso de los ansioliticos.

Los diversos farmacos ansioliticos ejercen sus acciones a través del sistema GABAérgico,
el cual también ha sido involucrado en alteraciones del estado de dnimo asi como en las
acciones de las hormonas esteroidales. Estas iltimas, durante algin tiempo fueron relacio-
nadas exclusivamente con funciones reproductivas. Sin embargo, en la actualidad se reporta
que las hormonas esteroidales ejercen efectos sobre algunas estructuras del SNC involucradas
en diversos aspectos motivacionales de la conducta, por lo que han sido propuestas como
neuromoduladoras del estado de dnimo.

Las hormonas esteroidales participan en ¢l desarrollo, el crecimiento, la maduracién y
la diferenciacién sexunal del SNC y sistema nervioso periférico, en mecanismos de retroali-
mentacion, activacion de vias ncurales, asi como en la modulacién de conductas reproductivas
y no reproductivas. Las hormonas esteroidales, dependiendo de sus propiedades fisicoqui-
micas v de su concentracién, pueden mejorar o deteriorar el funcionamiento neuronal. Los
esteroides que interactian con receptores intracelulares pueden modificar la expresién de
enzimas y teceptores en estructuras neuroendocrinas especificas. Sin embargo, en afios
recientes se ha demostrado que los esteroides también interaccionan con receptores de
membrana, lo que tiene como consecuencia cambios en la excitabilidad neuronal. Se supo-
ne que estas acciones constituyen el mecanismo a través del cual los ejes hipotalamo-hipéfisis-
gbnada e hipotdlamo-hipofisis-suprarrenal ejercen control sobre procesos metabélicos.,
conductuales, cognitivos y motivacionales.

Las hormonas esteroidales secretadas por las génadas y por las glandulas suprarrenales
atraviesan la barrera hematoencefilica para actuar sobre el SNC y reciben el nombre de
esteroides neuroactivos. Sin embargo, el cerebro de la rata posee sistemas enzimadticos en-
cargados de la produccién de hormonas esteroidales a partir del colesterol o de sus precur-
sores que ingresan al SNC y que, en conjunto, se denominan neuroesteroides, los cuales
pueden estar como ncuroesteroides no conjugados (libres), conjugados o ambos, en forma
de sulfatos o de ésteres de dcidos grasos. Las diferentes formas de esteroides han sido
propuestas como participantes en la regulacion del estrés y la ansiedad.

SINTESIS

La sintesis de neuroesteroides se inicia a partir del colesterol, el cual es biotransformado a
pregnenolona (PREG) en las células gliales misma que, a su vez, da origen a progesterona
(P) o desoxicorticosterona (DOC). Estos compuestos son reducidos de manera irreversible
y generan los metabolitos dihidroprogesterona (DHP) y dihidrodesoxicorticosterona
(DHDOC), los cuales pueden ser reducidos a los metabolitos neurcactivos alopregnanolona
(THP) y tetradihidrodesoxicorticosterona (THDOC). El contenido cerebral de la hormona
dehidroepiendrosterona (DHEA) es independiente de glandulas esteroidogénicas periféricas,
y aun cuando su origen e¢s desconocido, se sabe que es un metabolito de la pregnenolona.
Por otra parte, la progesterona se biotransforma a androstenediona (AD) que, a su vez, da
origen a la testosterona (T), la cual forma estradiol mediante las enzimas aromatasas. Re-
cientemente también sc ha detectado la presencia de PREG y DHEA en forma de sulfato
(figura 3-6).
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Figura 3-6. Sintesis de neuroesteroides.

IMPLICACION DE LOS NEURQESTEROIDES
EN LA MOTIVACION Y LA EMOCION

Las hormonas esteroidales actdan en varias dreas cercbrales, su mecanismo de accién
involucra la activacién de receptores de membrana, lo cual promueve cambios inmediatos
en la excitabilidad neuronal, en tanto que la intcraccion con receptores nucleares tiene
como consecuencia modificaciones sobre la sintesis de proteinas. Lo anterior explica la
capacidad de las hormonas esteroidales para producir modificaciones a corto y largo plazo
en algunos sistemas de neurotransmision.

Los esteroides neuroactivos y los neuroesteroides pueden actuar a nivel neuronal sobre
diferentes tipos de receptores de membrana: a) receptores para neurotransmisores, sobre los
cuales ejercen una modulacion alostérica; b) receptores de membrana acoplados a proteinas
G; ¢) mediante sitios especificos de membrana utilizando al calcio como mensajero intracelular.
Sin embargo, se sugiere otra posibilidad, aquella que involucra la interaccidn de los
neuroesteroides con receptores de neuropéptidos unidos a la membrana (cuadro 3-5).

Los neuroesteroides ejercen sus principales acciones modificando la funcionalidad del
sistema GABAérgico. El dcido y aminobutirico (GABA) se produce a partir del 4cido L-
glutdmico y es el principal inhibidor del SNC al producir hiperpolarizacion de las neuronas
posindpticas incrementando el flujo de iones cloro hacia el interior de la célula. Los recep-
tores GABA&rgicos se clasifican en: 1) GABA | que es un receptor posinaptico ionotrépico
que cstd acoplado a un canal de cloro, posec sitios alostéricos para benzodiacepinas, bar-
bittiricos y posiblemente neuroesteroides; y 2) el GABA , que es un receptor metabotrépico
acoplado a segundos mensajeros, su activacion induce una hiperpolarizacién que podria ser
propiciada por la salida de iones K, o bien por ¢l cierre de canales de calcio.

Hacia 1980, se demostré que los neuroesteroides THP y THDOC modifican la excita-
bilidad neuronal por interaccion con el receptor GABA | ¢ incrementan el ingreso de iones
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Cuadro 3-5. Acciones de los neuroesteroides

Nombre Receptor Efectos

Pregnenolona { Agonista GABAergico Mejora la memoria, disminuye los
sintomas del SPM

Sulfato de pregnenolona | Antagonista GABAérgico | Mejora la memoria.
| Modulador positivo NMDA

Progesterona ' Agonista GABAérgico Sedante, ansiolitico, antiagresién,
| antidepresivo, facilita conducta

sexual (apareamiento), mejora la

sintomatologia de SPM

Dihidroprogesterona Agonista GABAérgico Disminuye los sintomas del SPM

Alopregnanolona Agonista GABAérgico Anestésico, ansiolitico, antiagre-
sién, anticonvulsivante, anticon-
flicto, atenua la respuesta del eje
hipotdlamo-hipdfisis-suprarrenal
ante el estrés emocional, facilita
el apareamiento, disminuye los
sintomas del SPM

Tetrahidroxidesoxicorti- | Agonista GABA i Regula la respuesta al estrés
costerona -

Testosterona Receptor a andrégenos l Agresién, interaccidn social, ansie-

_ ! dad, regula la conducta sexual

Dehidroepiandrosterona | Antagonista GABA | Mejora la retencién de memoria

Estradiol Receptor para estrégenos | Incrementa la ansiedad, depresion;
1 induce la conducta sexual

SPM, sindrome premenstrual.

cloro provocado por el GABA. Algunos neuroesteroides son considerados modulares alostéricos
positivos del receptor GABA | dado que incrementan la frecuencia y la duracién de la aper-
tura de los canales para el cloro. Las acciones que ejercen los neuroesteroides sobre el SNC
dependen de los cambios en su conformacion que sufren durante su biotransformacion. Asi,
los metabolitos 3o reducidos que contienen un grupo hidroxilo libre poseen una mayor efec-
tividad para incrementar las acciones inhibitorias mediadas por el GABA, mientras que.la
hidroxilacién en la posicién 11at y 12a reduce considerablemente la actividad sobre el sist'el-
ma GABAérgico. Dependiendo del grupo funcional que se encuentre en el carbono 17 de la
serie de metabolitos Sa reducidos, serdn los efectos inhibitorios (17 B acetil > 17 B ciano > 17
B metoxicarbonil > 17 o acetil > 17 -ona > 17 -oxima o 17 o ciano). La presencia de dobles
enlaces (entre los carbonos 9 y 11) también modifica la capacidad de los metabolitos para
producir efectos inhibitorios mediados por el sistema GABAérgico.

Las alteraciones funcionales del sistema GABAé&rgico han sido relacionadas con los
trastornos del estado de dnimo. Se ha sugerido que la depresién puede resultar de déficit
GABAGérgicos, esto se apoya en ¢l hecho de que algunos pacientes deprimidos tienen bajas
concentraciones plasmaiticas de GABA, mientras que en sujetos suicidas disminuye el nd-
mero de receptores GABA ,, y a que diversos farmacos con acciones agonistas sobre el
GABA son, a la vez, excelentes anticonvulsivantes y poseen propiedades antidepresivas y
ansioliticas.
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A lo largo de la vida reproductiva de la mujer, por otra parte, aparecen periodos en los
qe se exacerban la incidencia y gravedad de las alteraciones del estado de dnimo. Tal es el
caso del periodo premenstrual, del posparto y de la menopausia, los cuales se caracterizan
por la presencia de depresion y ansiedad, lo que coexiste con valores.bajos de hormonas
gonadales. Por el contrario, durante la ovulacién y a partir del segundo tercio del embarazo,
cuando las concentraciones hormonales gonadales estén elevadas, las mujeres reportan una
mejoria en su estado de danimo. Esto ha llevado ha proponer que las hormonas esteroidales
son neuromoduladoras del estado de 4nimo y que sus acciones estarfan mediadas, al menos
parcialmente, por el sistema GABAérgico.

Durante algiin tiempo, la inica funcién asignada a la progesterona fue como responsa-
ble del establecimiento de los caracteres sexuales femeninos, sin embargo, ahora se sabe
que en animales de experimentacién la progesterona y otras progestinas (precursores y
metabolitos de la progesterona) inducen anestesia, analgesia ¢ hipnosis por acciones directas
sobre el receptor GABA, . En modelos animales empleados para evaluar de ansiedad, se ha
encontrado que la progesterona ejerce un efecto ansiolitico, el cual se atribuye principal-
mente a sus metabolitos reducidos, como la THP.

La progesterona mejora la ejecucién de pruebas conductuales dtiles para evaluar la
potencia de farmacos antidepresivos (pruebas de nado forzado y suspensién del rabo). En
las hembras existe una correlacion positiva entre las concentraciones de progesterona y la
capacidad del animal para resolver la situacién de apremio que enfrenta, por tanto, la pro-
gesterona se comporta como un ansiolitico y antidepresivo end6geno; esto concuerda con
los hallazgos clinicos. Por otra parte, en la rata macho se sugiere una relacién positiva entre
la desesperanza conductual y los niveles plasméticos de testosterona, aunque el responsable
directo podria ser el estradiol.

El estradiol es la hormona mds potente para restaurar tanto la conducta sexual como la
citologia vaginal caracteristica durante la fase de estro. Los estrégenos por si mismos inducen
la conducta de estro, pero este efecto se presenta con mayor intensidad cuando los animales
impregnados con estradiol reciben una inyeccion de progesterona. Esto es importante, si se
considera que Ja expresién de la conducta reproductiva involucra un componente moti-
vacional, el cual podria estar mediado por la combinacion estradiol-progesterona. Lo ante-
rior puede explicarse considerando la capacidad del estradiol para activar receptores a
progesterona y modificar la expresién de receptores GABAérgicos. La ovariectomia incre-
menta hasta cuatro veces el nimero de estos receptores en el hipotdlamo mediobasal,
el drea predptica medial. la amigdala corticomedial y la corteza cerebral, mientras que el
tratamiento con estradiol y progesterona restaura los valores en la concentracién de recep-
tores GABAérgicos a los presentados antes de la cirugia.

El sistema nervioso inicialmente es asexual. Los receptores al estradiol se desarrollan
en ambos géneros, pero en el macho la testosterona es convertida a estradiol en el cerebro y
la formacién del complejo estradiol-receptor es traslocado al niicleo de la célula, donde
regula la transcripcion genética que organiza ¢l cerebro del macho. En la rata macho adulta,
el aporte de testosterona estd dado por la génada y las glandulas suprarrenales.

La enzima aromatasa o estrogeno sintetasa que cataliza la conversién de andrégenos a
estrégenos, esta presente en ¢l SNC de los vertebrados; ademds de ser abundante en la
placenta y el tejido gonadal. La aromatizacién de andrégenos a estrégenos en el SNC es
necesaria para el desarrollo y 1a manifestacion de muchas conductas y respuestas endocrinas
en animales adultos. Existen dos sistemas neuronales de aromatasa, el hipotaldmico o
diencefélico, el cual desaparece 10 dias después de la gonadectomia en la rata, y el sistema
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telencefélico subcortical o limbico, que no se modifica condicho procedimiento. El prime-
ro parece participar en conductas reproductivas dependientes de estr6genos, mientras que
el sistema telencefélico estd relacionado con la modulacién de conductas motivacionales
sensibles a hormonas esteroidales.

Ademds de las interacciones ya mencionadas entre neuroesteroides y el sistema
GABAérgico, las hormonas esteroidales promueven la expresién de receptores a 5-HT. En
efecto, la concentracion de 5-HT, la de diferentes subtipos de receptores a 5S-HT y la respuesta
a los agonistas serotonérgicos varia de acuerdo con los cambios de secrecién de las hormonas
gonadales. Los efectos de las hormonas gonadales son regulados por 5-HT. Ciertas conduc-
tas como la agresién y la reproduccién, son moduladas tanto por 5-HT como por las hormonas
gonadales. Adicionalmente, se ha demostrado que los estrégenos administrados de manera
exdgena modulan la transcripcion de diferentes subtipos de receptores 5S-HT. Asi, los efectos
de los principales neuroesteroides en la conducta son multiples, con algunas acciones directas
y otras que se establecen por la interaccién con otros neurotransmisores, particularmente la
5-HT. En el cuadro 3-5 se encuentran resumidas las acciones de los neuroesteroides.

CONCLUSION

El Papiro de Ebers (1600 a.C.) constituye el primer reporte de que las enfermedades tienen un
origen natural y que no son el producto de demonios o alguna otra influencia cxtrahumana.
Asimismo, el empleo de sustancias naturales con propdsitos claros de alterar el proceso de
pensamiento data de miles de anos, tal es el caso del hashish en Asia y del teonanécatl, el
hongo mégico empleado en Mesoamérica. Lo mds interesante del caso es definir cémo estas
experiencias han conducido al conocimiento de los mensajeros quimicos implicados en la
conducta y la forma de modificarlos funcionalmente. Lo primero ha dado origen al conoci-
miento del sustrato de las emociones y de la motivacion, en tanto que lo segundo ha propicia-
do procedimientos que permiten controlar la mayor parte de las altcraciones del conglomerado
de enfermedades que en un tiempo fueron conocidas simplemente como *‘locura”.

En sintesis, €] estudio de las acciones de diversos compuestos sobre la quimica cercbral
y sus repercusiones conductuales es una herramienta que hace posible la comprensién de
los procesos sindpticos involucrados en determinadas pautas del comportamiento; mientras
que, la aplicacidn de estos conocimientos a la terapéutica, permite claborar procedimientos

cada vez mds eficaces e inocuos para el control de las alteraciones de la conducta que ponen
en peligro al individuo y a su entorno.
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El comportamiento sumiso: una estrategia conductual
defensiva en los animales y en el humano

Submissive behavior: A behavioral defensive strategic in human and animals

Ana G. Gutiérrez Garcia'

© Carlos M. Contreras!

RESUMEN

a depresién es un desorden complejo, frecuente e invalidante que afecta a millones de per-

sonas en todo el mundo. Sc trata de una enfermedad severa que tiene un fuerte impacto en la

salud puablica. Sin embargo, el estudio de la fisiopatologia de la depresion es limitado dado que
la manipulacién experimental de un paciente deprimido reviste dificultades de tipo ético. Por ello, se
hace necesario utilizar otras alternativas, en donde figuran las aproximaciones a través de modelos
experimentales en animales de laboratorio. Por analogia con el humano, un buen modelo animal debe
producir el cese del esfuerzo por la sobreviviencia evaluada de. varias formas, y este cambio conduc-
tual se debe revertir por los tratamientos antidepresivos cuya potencia ya es conocida. No obstante, no
todos los modelos utiiizan estimulos o condiciones semejantes a las que inducen ¢l estado depresivo en
el humano, por lo que se ha planteado la necesidad de disefiar modelos que semejen las condiciones
sociales en las que viven los sujetos vulnerables. En esta revisidon se abordan las caracteristicas del
modelo de estrés social por derrota y su posible analogia con algunos comportamientos sumisos/defen-
sivos observados en el humano. Este modelo implica el estudio de las respuestas a las interacciones
sociales de conflicto, que en términos etoldgicos se definen principalmente en dos tipos de compor-
tamiento: ofensivo y defensivo. En los animales, la derrota social constituye un estresor natural que
induce una respuesta sumisa/defensiva al estrés y que puede ocasionar cambios conductuales,

endocrinos y neuroquimicos en el largo plazo que remedan el cuadro depresivo de tipo reactivo en el
humano.

Palabras clave: Ansiedad; Defension; Depresion; Desesperanza; Estrés social; Sumision.
|

SUMMARY

Depression is a complex, frequent and invalidating disorder, which affects millions of people around
the world. 1t is a severe illness that seriously affects public health. However, the physiopathological
study of depression is limited to a certain extent, since experimental manipulation of a depressed
patient involves difficulties of an ethical nature. For that reason, it is necessary (o use other alterna-
tives based on approximations obtained through experimental animal models in the laboratory. By
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analogy with human being, a good animal model
should cease its efforts to survive under certain
conditions. This behavioral change can be eva-
luated in different forms and should be reverted
by antidepressant treatments whose clinical potency
is already known. Nevertheless, not all the mo-
dels use stimuli or conditions similar to those
inducing the depressive state in humans; there-
fore, the need for designing models that resemble
social conditions in which vulnerable individuals
live has been outlined. This review is aimed to
the characteristics of the model of social stress
by defeat and its possible analogy with some sub-
missive/defensive behaviors observed in humans.
This model implies the study of the responses to
social interactions in conflictive situations, which
in ethological terms are mainly defined within
two types of behavior: offensive and defensive. In
animals, the social defeat constitutes a natural
stressor which induces a submissive/defensive
response to stress and may cause long-term
behavioral, endocrine and neurochemical
changes, imitating the reactive type depression
often observed in humans.

Key words: Anxiety; Defensiveness; Depression;
Despair; Social stress; Submission.

INTRODUCCION

La depresion es un trastorno emocional que se
presenta en un alto porcentaje de la poblacién
mundial; asi, constituye una enfermedad de
importancia por su fuerte impacto sobre la salud
publica (Yadid, Nakash, Deri y cols., 2000).
Algunos reportes estadisticos muestran que 17%
de la poblacién padece depresion mayor, y cerca
del 35% algin desorden afectivo, incluidas la
distimia, la depresion menor o la depresién recu-
rrente (Angst, 1995) y conlleva como problema
fundamental la posibilidad del suicidio
(Pelkonen, Marttunen, Oulkkinem y cols., 1996).
La depresion es una patologia clasificada por el
DSM-IV (American Psychiatric Association,
1994) como un trastorno del estado de animo y se
caracteriza por la disminucién del talante y la
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dificultad o incapacidad para disfrutar de las
situaciones o eventos que habitualmente le
provocaban alegria o gozo al paciente, con dis-
minucion o pérdida del interés hacia si mismo y
hacia la vida. La depresion se caracteriza
entonces por sintomas afectivos (tristeza, anhe-
donia, irritabilidad), sintomas cognitivos (dificul-
tad para concentrarse, pesimismo, ideas de
minusvalia, culpa e indecisién) y sintomas psi-
cofisiolégicos (trastornos del suefio y del apetito,
disminucién de la energia en general y del deseo
sexual, entre otros).

Se reconoce que para el estudio de los desor-
denes psiquidtricos, origen y tratamiento, el
humano es el sujeto de estudio adecuado, pero
debido a factores éticos que impiden el uso de
técnicas invasivas, se han tenido que emplear ani-
males de laboratorio para llevar a cabo tales
investigaciones. Por ejemplo, actualmente existe
un gran avance en el desarrollo de los modelos
animales para el estudio experimental de la
depresién, asi como para la identificacién de
la potencia y eficacia de los tratamientos antidepre-
sivos (Yamada y Takahashi, 1991). La contribu-
cion de los modelos animales consiste en consi-
derar que la exposicién a estimulos estresantes
diversos conduce a un estado de desesperanza en
los animales (Porsolt, Lenégre y McArthur,
1991). Las terapias farmacoldgicas que son clini-
camente eficaces en el tratamiento de la depre-
sidn, tales como los triciclicos, los inhibidores de
la monoaminoxidasa, los antidepresivos atipicos
y el choque electroconvulsivo, también resultan
eficaces para revertir los déficits conductuales
inducidos por los diferentes estimulos utilizados
en estos modelos animales (Yadid y cols., 2000).

Por medio del modelo de estrés social por de-
rrota —un modelo para el estudio experimental
de la depresién—, se ha podido determinar que el
estrés social puede ser un factor patogénico
importante en el desarrollo de diversos cambios
conductuales observados en situaciones de estrés
prolongado. Cuando los animales viven en grupo,
sufren una serie de cambios fisiolégicos y con-
ductuales que son consecuencia de las contingen-
cias a que se enfrentan, tales como el haci-
namiento, el aislamiento social o los cambios en
las relaciones jerarquicas. Los animales que ocu-
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pan el status de subordinados dentro del grupo
remedan en mucho los cuadros conductuales y
fisiol6gicos inducidos por los estimulos estre-
santes que se aplican bajo diversas situaciones
experimentales en los diferentes modelos disefia-
dos para el estudio de la depresién (Kudryavt-
seva, Bakshtanovskaya y Koryakina, 1991). La
ventaja del estudio conductual en pares o grupos
consiste en que se utiliza un estimulo estresor
natural al que muchas especies se tienen que
enfrentar cuando se encuentran dentro de un
grupo social (Blanchard, Sakai, McEwen y
Blanchard, 1993).

Las relaciones dominante-subordinado se han
considerado como formas estables y permanentes
de organizacién social de muchas especies
(Liebenauer y Slotnick, 1996), y en un contexto
natural la conducta de subordinacién tiene como
funcién desviar la agresividad de un animal
dominante y evitar asi la confrontacién en la que
uno de los participantes podria resultar lesionado
(Hinde, 1977). Sin embargo, si esta situacién se
prolonga mucho tiempo, las conductas de sumi-
sion pasan a ser actitudes de desesperanza carac-
terizadas por la falta de reactividad a la estimu-
lacién y culminan en un estado de abatimiento
generalizado en que se abandona todo intento de
sobrevivencia (Kudryavtseva y cols., 1991;
Albonetti y Farabollini, 1994).

En el cuadro clinico de los pacientes deprimi-
dos ocurre algo muy similar. Diversas investiga-
ciones han ilustrado que en pacientes depresivos
ocurrieron acontecimientos estresantes en los seis
meses previos al inicio de la depresién de forma
mas significativa que en la poblacion general o en
otros grupos de pacientes psiquidtricos (Angst,
1995). En el humano, cuando las estrategias han
fallado para escapar de una situacién estresante,
se despliegan ideas de fracaso e impotencia carac-
terizadas por un estado pasivo ante las contingen-
cias cotidianas, y aislamiento e indiferencia hacia
el entorno e incluso hacia si mismo (Uriarte,
1992; Price, Sloman, Gardner y cols., 1994).

En consecuencia, el objetivo del presente
reporte consiste en ilustrar la forma en que las
relaciones dominante-subordinado parecen cons-
tituir un modelo apropiado para el analisis de los
cambios conductuales, endocrinos y neuroquimi-

cos asociados con el estrés psicosocial crénico, el
cual puede desencadenar a largo plazo altera-
ciones en el talante debido a eventos ambientales
adversos.

Algunas generalidades de los modelos
animales para el estudio experimental
de la depresion

Los modelos de depresion en animales han sido
utilizados dentro de dos contextos: para medir la
potencia y accién de los tratamientos antidepre-
sivos y para investigar las bases fisiopatolégicas
de la depresién (Willner, Muscat y Papp, 1992).
En general, un modelo animal representa un
intento por parte del investigador para imitar
ciertos aspectos de una condicién clinica deter-
minada. Estos modelos deben semejar la condi-
cion clinica a través de un componente que sea
mensurable; por lo general, un componente
motor del que se infiere un estado motivacional
que es enriquecido con la evaluacién de otras
variables bioquimicas o electrofisiolégicas,
estableciendo sistemas de prueba que permitan
detectar, por ejemplo, la accién terapéutica de
farmacos en animales que se suponen “abatidos”
y compararlos con sus controles. De esta manera,
el investigador suele obtener, a partir de estos
modelos, diversos indicadores que se toman
como signos de depresion en el animal de labora-
torio: falta de aseo, inmovilidad, pérdida del
interés por la actividad sexual, disminucion de la
tasa de autoestimulacién intracraneal y pérdida
de la conducta agresiva competitiva u ofensiva,
entre otras alteraciones (Richardson, 1991). En
resumen, un modelo animal debe cumplir por lo
menos con los siguientes criterios de validacién
definidos por McKinney y Buney (véase Yamada
y Takahashi, 1991): similitud en las condiciones
inductoras, asi como en el estado conductual
inducido en el modelo y el humano y en los
mecanismos neurobiolégicos implicados, y tam-
bién de modo imprescindible el que las técnicas
de tratamiento clinicamente eficaces reduzcan los
déficits.

A la fecha hay numerosos modelos conduc-
tuales para el estudio de la depresion, pero no
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todos ellos rednen los criterios de validacién
necesarios; sin embargo, dada la complejidad
etiologica de la depresion, es imposible suponer
que alguno de ellos abarque en su totalidad la
sintomatologia tan compleja que abarca el
trastorno depresivo mayor. Es por ello que los
modelos animales de depresion han sido disefia-
dos principalmente con el objetivo de evaluar el
potencial antidepresivo de diversos firmacos
(Porsolt y cols., 1991).

Entre algunos de los modelos animales para el
estudio experimental de la depresién se cuentan
aquellos que involucran situaciones de estrés
inevitable, como las pruebas de desesperanza
aprendida (Seligman y Maier, 1967), el estrés
cronico impredecible (Katz, 1981; Willner y
cols., 1992), la prueba de nado forzado (Porsolt,
Pichon y Jalfre, 1977), la separaciéon de monos
madre-infante (Harlow y Suomi, 1971) o la sus-
pensién por el rabo en el ratén (Steru, Chermat,
Tierry y Simon, 1985), entre otros. En estos mo-
delos, los animales despliegan conductas tales
como inmovilidad o pasividad, que sugieren un
estado de desesperanza ante situaciones apre-
miantes sobre las cuales se carece de control;
empero, el esquema conductual de abatimiento se
revierte mediante la administracién de tratamien-
tos antidepresivos clinicamente eficaces
(Seligman y Maier, 1967; Porsolt y cols., 1977,
Willner, Muscat, Papp y Sampson, 1991). Otros
modelos involucran procedimientos quirirgicos
tales como la ablacién del bulbo olfatorio
(Leonard, 1984), que provoca en los animales un
deterioro caracterizado por cambios bioquimicos,
conductuales y motores que se revierten cuando
se administran antidepresivos durante un tiempo
prolongado a los sujetos (Richardson, 1991). Se
hallan asimismo aquellos que manipulan genéti-
camente cepas de ratas (Overstreet, 1993) con la
finalidad de remedar las alteraciones conduc-
tuales y fisiopatoldgicas del cuadro clinico obser-
vado en la depresion end6gena.

De manera general, la gran mayoria de los
modelos animales para el estudio experimental
de la depresion y los mds utilizados en la actuali-
dad para evaluar el potencial de diversos farma-
cos antidepresivos remedan la depresién exégena
o reactiva en la medida en que son los factores
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ambientales los que desencadenan los cambios
conductuales y fisiopatolégicos sugerentes de
depresién; incluso los proponentes de la teoria
del aprendizaje de la depresién han enunciado
que este sindrome se presenta principalmente
como consecuencia de situaciones adversas
carentes de solucién (Seligman, 1975), colocando
a tal tipo de estrés como uno de los factores mas
importantes que originan el cuadro depresivo
(Anisman y Zacharko, 1992). Empero, la ma-
yorfa de estos modelos animales de depresién no
cumplen con el criterio de que las condiciones
que inducen el estado conductual anormal de los
animales, deben ser semejantes a aquellas desen-
cadenantes de la psicopatologia humana, pues
utilizan estresores que conducirdn a esquemas
conductuales semejantes a la depresién, pero que
son ajenos a la cotidianidad del animal de experi-
mentacién, y en todos los casos se produce un
cambio conductual ligado a una manipulacion
experimental extrafia (suspensién por el rabo,
nado, choques eléctricos y muchos mas).

Al comparar los diversos modelos- animales
hasta hoy disefiados, y tomando en cuenta los cri-
terios de validacién que retinen, cada uno de ellos
tiene ventajas y desventajas que representan para
el investigador distintas alternativas para estudiar
las bases fisiopatolégicas del sindrome depresivo
(Ferreira, Bonilla, Becerril y Velasquez, 1998).
Asi, se sugiere el uso de estimulos que, siendo
desencadenantes de desesperanza, ocurran de
manera mds natural y cotidiana en la vida de los
individuos vulnerables para estudiar las estrate-
gias conductuales que se emiten en una interac-
cién social de conflicto. Los hallazgos encontra-
dos en la investigacién basica han permitido pro-
poner que el estrés psicosocial constituye uno de
los factores que predisponen al individuo a desa-
rrollar trastornos del estado de animo.

Estudio del comportamiento
sumiso/defensivo como un modelo animal
para el estudio experimental de la depresion

Todos los individuos estamos expuestos a peli-
gros o dafios durante el curso de nuestras vidas
(Dixon, 1998). En los animales que establecen
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colonias o que viven en grupo, dichos peligros
forman parte de su vida cotidiana; en un proceso
sumamente conflictivo, cada uno de los inte-
grantes tendrd una posicién dominante o subordi-
nada con respecto a los demds. Cuando el pro-
ceso ha concluido, los subordinados se retiran o
adoptan una postura sumisa al acercarse el domi-
nante, y rara vez hay intentos de rebelién (Hinde,
1977). Blanchard, Blanchard y Flannelly (1985)
han propuesto que estas relaciones jerdrquicas
constituyen un factor potencialmente estresante
en los animales subordinados, ya que muchos de
los individuos que ocupan el status de subordina-
dos dentro de la jerarquia social tienden a
mostrar reacciones de miedo mucho més intensas
que los dominantes. La dominancia entre indivi-
duos en grupos sociales es tipicamente definida en
términos de comportamientos agonisticos en los
machos dominantes (ataques ofensivos o agre-
sivos) y un comportamiento defensivo emitido
por el subordinado. En la ratas, la diferenciacién
entre estas dos clases de comportamiento agre-
sivo es clara y consistente (Blanchard y cols.,
1993). El patrén conductual de la rata dominante
consiste en la aproximacién espontinea hacia su
oponente en un comportamiento llamado “ofen-
sivo”, que incluye el ataque lateral, la persecu-
cién y finalmente el ataque dirigido hacia el
dorso del intruso o subordinado mientras yace
sobre éste (Blanchard y Blanchard, 1991;
Blanchard y cols., 1993); en cambio, el compor-
tamiento defensivo del subordinado o intruso
incluye la huida, la retirada (la cual tiende a
desencadenar la persecucién por parte del domi-
nante), el congelamiento y el intento por man-
tener la posicién supina. El objetivo de la agre-
sién defensiva no es el placer de destruir sino
conservar la vida. Esta asimetria de compor-
tamientos agonisticos entre machos se desarrolla
tipicamente durante los primeros dias de agru-
pacién, y una vez establecida la jerarquia per-
manece estable durante el resto de la vida del
grupo; luego entonces, el comportamiento agre-
sivo es un componente interaccional especifico
entre un agresor y su victima (Blanchard,
Flannelly y Blanchard, 1988).

Asi, la derrota social entre las ratas por un
macho agresivo de su misma especie constituye

un estresor natural que induce la respuesta al
estrés y una activacion de los sistemas cardio-
vascular y neuroendocrino, observandose un
incremento de los niveles de corticosterona en
el plasma en los animales subordinados
(Ischikawa, Hara, Ohdo y Ogawa, 1992).
Asimismo, se ha observado que las confronta-
ciones sociales prolongadas constituyen un
estresor psicosocial potencial para provocar
cambios persistentes en el sistema inmu-
nolégico, a juzgar por el decremento en el
nimero de leucocitos y linfocitos de los ratones
sometidos a derrotas prolongadas (Stefanski,
1998). Por otro lado, cuando los machos se
someten a una confrontacion social, el indi-
viduo derrotado aumenta el tiempo total de
inmovilidad en la prueba de nado forzado
(Hilakivi-Clarke, 1992; Meerlo, Overkamp,
Daan Van den Hoofdakker y Koolhas, 1996), lo
cual es revertido cuando se administra el
antidepresivo triciclico imipramina durante dos
semanas en dosis de 10 mg/kg (Kudryavtseva y
cols., 1991). Ademaés, los ataques prolongados
por parte del macho dominante incrementan el
nimero de ulceras gastricas en las ratas subor-
dinadas (Kudryavtseva y cols., 1991), por lo
que la duracién de la vida de una rata subordi-
nada es menor en promedio que la de la domi-
nante. Generalmente, las ratas dominantes
viven en promedio setecientos dias o maés,
mientras que un subordinado vive aproximada-
mente quinientos (Blanchard y cols., 1988) y
consume mds alcohol que las dominantes
(Blanchard, Hori y Blanchard, 1987); por ello,
es posible que estos animales asuman el com-
portamiento sumiso/defensivo como una
estrategia ante situaciones en las que ya no
tienen otra posibilidad, y desarrollan durante su
vida en grupo un estado de desesperanza que en
el largo plazo provoca un estado depresivo que
conduce al abandono de todo intento de sobre-
vivencia. Tal parece entonces que los estresores
sociales caracterizados por las relaciones que se
establecen con los demé4s miembros de un
grupo pueden afectar diferencialmente varios
aspectos conductuales y fisiolégicos depen-
diendo de la magnitud y curso temporal de los
cambios inducidos.
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Cambios en los sistemas de neurotransmision
de animales subordinados o sometidos
a derrotas constantes

El animal sometido a derrotas constantes parece
ser sensible a la naturaleza del estresor en térmi-
nos de su duracién o repeticion, lo que evidente-
mente altera el funcionamiento de varios sis-
temas de neurotransmisién, como el serotonér-
gico (Fliigge, 1995). En las musarafas, la subordi-
nacién por un periodo de dos a 28 dias ocasiona
una disminucién significativa en la densidad del
receptor 5-HT,;, en estructuras del sistema lim-
bico, tales como el hipocampo, la corteza cingu-
lada y la corteza prefrontal (Chalmers, Kwak,
Mansour y cols., 1993; Fligge, 1995). Estos
hallazgos son consistentes con otros estudios en
los que se han observado cambios en el sistema
serotonérgico inducidos por otros estresores. Por
ejemplo, el estrés por miedo condicionado pro-
ducido por la exposicién a un estimulo ambiental
asociado con un choque eléctrico en las patas
incrementa el metabolismo de la serotonina en la
corteza prefrontal medial, en el nicleo accum-
bens y en la amigdala (Inoue, Tsuchiya y
Koyama, 1994).

Durante el estrés por derrota ocurre un incre-
mento en los niveles de corticosteroides y del
factor liberador de corticotrofina (Ishikawa y
cols., 1992; Blanchard y cols., 1993). Los corti-
costeroides modifican la actividad del sistema
serotonérgico —particularmente del receptor
SHT,,—, en el que se origina una disminucién
en el nimero de receptores consecutiva a las con-
centraciones elevadas de manera crénica de corti-
coesteroides; por lo tanto, la respuesta celular a la
activacion de los receptores 5-HT,, estd ate-
nuada (Fuller, 1990). En este sentido, en los monos
subordinados se ha observado el decremento de
la sensibilidad a agonistas serotonérgicos del
receptor 5-HT,, (Raleigh, Brammer, McGuire y
Yuwiler, 1985). Asimismo, Blanchard y cols.
(1993) también han encontrado diferencias en la
sensibilidad de los receptores 5-HT , en el
nicleo de la estria terminal y en el drea predptica
de ratones subordinados, en comparacién con ani-
males dominantes o controles. Estos hallazgos
resultan de gran interés dado que la serotonina
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(5-HT) es un neurotransmisor que se relaciona
con los procesos emocionales. De manera parti-
cular, el receptor serotonérgico 5-HT,, participa
en las acciones de los antidepresivos (Schreiber y
De Vry, 1993) y, por tanto, en la fisiopatologia de
la depresién (Owens y Nemeroff, 1994).

Sin embargo, en analogia con la depresién, no
sélo el sistema serotonérgico parece estar involu-
crado en los cambios conductuales y fisioldgicos
observados en los animales subordinados.

El sistema dopaminérgico se encuentra impli-
cado en la expresién de comportamientos sumi-
sos en animales de laboratorio. Por ejemplo, la
administracién de anfetaminas y de cocaina
—dos agonistas dopaminérgicos— decrementa el
comportamiento social dependiente, asi como
aquellas conductas relacionadas con la dominan-
cia, e induce actitudes sumisas y defensivas en el
ratén que es confrontado con un residente aislado
(Puglisi-Allegra y Cabid, 1988). También se ha
determinado que el estrés social crénico reduce la
densidad de los transportadores dopamin€rgicos
en las estructuras cerebrales relacionadas con la
conducta motora, sugiriéndose que la reduccién
de la actividad locomotora observada en los ani-
males sometidos a derrotas constantes pudiera
estar relacionado con la disminucién en el
nimero y/o afinidad (down-regulation) de los
sitios de unién de la dopamina en estructuras del
cuerpo estriado (Isovich, Mijnter, Fliigge y
Fuchs, 2000). En adicién, conviene mencionar
que uno de los sintomas mas cominmente obser-
vados en pacientes con depresion melancoélica es
el retardo de la actividad psicomotora (Kapur y
Mann, 1992). Todo lo anterior en conjunto su-
giere que los animales sumisos desarrollan
alteraciones en los sistemas de neurotransmision
que de modo importante han sido implicados en
la patofisiologia del trastorno depresivo.

Por otro lado, parece existir una relacion entre
los estados afectivos y las concentraciones de las
hormonas gonadales, particularmente de la
testosterona (McCaul, Gladue y Joppa, 1992).
Por ejemplo, el estrés social prolongado en
machos resulta en la atrofia testicular y, por con-
secuencia, en la reduccién de la biosintesis de
testosterona en animales subordinados (von
Holst, 1977, Fischer, Heinzeller y Raab, 1985),
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mientras que los machos vencedores en una con-
frontacién cuadriplican sus niveles de testos-
terona circulante dentro de las primeras 24 horas
posteriores a la victoria (Bernstein, Gordon y
Rose, 1974). Recientemente, Isovich y cols.
(2000) encontraron que los niveles de testos-
terona se encuentran reducidos hasta un 10% con
respecto a los niveles de control en los animales
subordinados, lo cual confirma los hallazgos de
investigaciones previas, que indican que la fun-
cién testicular en los animales derrotados se
encuentra disminuida. En concordancia con estos
estudios, se ha encontrado en la clinica que las
concentraciones de testosterona en los jévenes
disminuyen después de ser derrotados en encuen-
tros deportivos (Mazur y Lamb, 1980); ademas,
se ha hallado que en los pacientes deprimidos
ocurre una disminucién de los niveles de testos-
terona en el plasma (McCaul y cols., 1992).

Asi, el modelo de estrés social por derrota
induce cambios neurofisiolégicos importantes en
los animales experimentales, lo que ha permitido
encaminar estos hallazgos a lograr un mejor enten-
dimiento de las bases fisiopatoldgicas del
trastorno depresivo originado por relaciones
sociales conflictivas (ver Cuadro 1).

Depresién: una estrategia de comportamiento
sumiso/defensivo

Recientemente, la depresién ha sido referida
como una estrategia de sumisidn ante situacio-
nes en las cuales el individuo carece de soluciones
(Price y cols., 1994); es decir, cuando los
pacientes deprimidos perciben que ya no tienen
control sobre situaciones estresantes, dejan de
luchar, sus expectativas son de incontrolabilidad
y generan por consiguiente miedo y ansiedad. La
ansiedad y la autoincapacidad generan a su vez
pasividad e inhibicién y el individuo reduce al
minimo su interaccion con el ambiente y deja de
actuar porque carece de incentivos y motiva-
ciones (Seligman, 1975).

Como se menciond anteriormente, la mayoria
de los animales dominantes en un entorno natural
despliega mucho mds gesticulaciones y

movimientos de alarde de amenaza o luchas
ritualizadas que ataques reales. Las conductas de
alarde son utiles para reforzar las jerarquias
sociales en grupos de animales o para advertir a
los subordinados que se alejen del territorio del
animal dominante. Todos los movimientos de
amenaza simbolizan una agresividad potencial
por parte de los dominantes, y los subordinados
tienen una oportunidad amplia de aprender su
significado (Hinde, 1977). Sin embargo, si tal
situacién de derrota constante se prolonga, estos
altimos despliegan durante los primeros dias pos-
turas sumisas, para posteriormente adoptar pos-
turas de desesperanza, caracterizadas por una
gradual disminucién de reactividad ante la estim-
ulacién o hacia los movimientos del agresor, lle-
gando a un abatimiento generalizado, al grado de
permanecer indiferentes e inmdéviles en una de
las esquinas de la caja de prueba y con la narina
enterrada en el aserrin (Kudryavtseva y cols.,
1991).

En el cuadro clinico de la depresién ocurre
algo muy semejante: el humano despliega un
estado de dnimo deteriorado cuando ve que sus
estrategias de sumisién han fallado para escapar
de una situacién estresante (Dixon, 1998). El
paciente deprimido asume ideas exageradas de
inutilidad, baja autoestima y culpa; piensa que
nada merece en la vida; exagera sus fracasos y se
reprocha a si mismo hasta sus mas pequenos
errores; se siente incapaz de modificar su
situacion; tiene una sensacion de derrota e impo-
tencia; generalmente, muestra pobre o nula par-
ticipacién en grupo; muestra abatimiento del
deseo y la habilidad para las actividades coti-
dianas, sociales, familiares, laborales, escolares y
recreativas, asi como pasividad en todas las areas
de su vida y aislamiento, lo cual se acompana de
una expresion facial y corporal de tristeza
extrema (Uriarte, 1992). En las personas depresi-
vas se detectan sentimientos de frustracién por no
alcanzar las metas deseadas, y suelen ser alta-
mente sensibles a la critica y a la autocritica.
Suelen juzgarse como despreciables, con poco
valor, deficientes, inadecuados e inttiles. Todo
ello modifica en efecto la apreciacién que los
demds pueden tener hacia ellos en una sociedad
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Cuadro 1. Analogia entre el modelo de estrés social por derrota y la depresién en el humano.

DEPRESION REACTIVA
(EN HUMANOS)

DESESPERANZA EN ANIMALES

ALTERACIONES CONDUCTUALES

1. Confrontacién defensiva por retirada ante
problemas carentes de solucidn (adversario).

2. Expectativas negativas con respecto al manejo
de los eventos adversos y sentimientos de
derrota e impotencia.

3. Abatimiento motor.

4. Anorexia y disturbios en la funcién gastroin-
testinal.

5. Falta de motivacién para actuar, pérdida de
incentivos para afrontar los problemas.

6. La administracion de tratamientos antidepre-
sivos disminuye los sintomas depresivos.

1. Despliegue de conductas sumisas/defensivas
para confrontar al macho dominante.

2. Pobre reactividad a la estimulacién ambiental.

3. Decremento de la locomocién y del compor-
tamiento social.

4. Pérdida de peso e incremento de erosiones y
hemorragias géstricas en comparacién con los
animales control.

5. Incremento del tiempo total de inmovilidad en
la prueba de nado forzado.

6. La administracién de antidepresivos revierte
el efecto provocado por el estrés social en la
prueba de nado forzado.

ALTERACIONES FISIOPATOLOGICAS
7. Incremento de corticosterona en plasma.

8. Niveles reducidos de serotonina y su meta-
bolito, el dcido 5-hidroxindolacético, en el
liquido cefalorraquideo de pacientes deprimi-
dos y suicidas.

9. Anhedonia y pérdida del interés o motivacién
por las actividades cotidianas.

7. Incremento de corticosterona en plasma.

8. Disminucién de la densidad de receptores
5-HT,, en estructuras del sistema limbico y
otras alteraciones en el sistema serotonérgico.

9. Decremento de los niveles de dopamina en
estructuras involucradas en la motivacion y en
los estados hedonicos.

ETIOLOGIA

Incapacidad para controlar los eventos adversos
de la vida y las interacciones sociales conflicti-
vas (ejemplos: pérdida de un ser querido o sepa-
racion, enfermedades fisicas y pérdida del tra-
bajo).

Estrés incontrolable.
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altamente competitiva como la nuestra, lo que los
coloca en una posicién subordinada o de “bajo
rango”. Lo anterior origina a su vez que se alejen
de los demis y de cualquier relacion interper-
sonal, lo cual los pone en desventaja con los
demads, por lo que quizd muchos de ellos intentan
el suicidio. Los motivos para el suicidio pueden
incluir el deseo de rendirse ante lo que es
percibido como un obstdculo insalvable o como
un intenso deseo de acabar con un estado emo-
cional enormemente doloroso que es percibido
como interminable (véase American Psychiatric
Association, 1994). Es importante hacer hincapié
que no todas las personas responden de manera
similar ante las situaciones adversas de la vida;
s6lo las mas vulnerables piensan que su situacién
es incontrolable, y es entonces cuando caen en un
estado de desesperanza.

El grupo de Dixon y Fish (1998) ha realizado
estudios etolégicos de pacientes deprimidos y
observado actitudes que remedan en mucho a los
comportamientos defensivos de animales someti-
dos al estrés social por parte de machos domi-
nantes. Al respecto, es conveniente destacar que
mientras los animales despliegan estrategias
defensivas motoras que, por otra parte, es lo
unico que se puede evaluar con objetividad, en
los humanos se tiene ademas el reporte verbal.
Por ejemplo, cuando al ser humano le es imposi-
ble afrontar las exigencias del ambiente y siente
la amenaza de un dafio fisico o moral, comienza
a experimentar tensién y malestar, y, en lugar de
afrontar el problema directamente, admite la
derrota y deja de combatir (retirada). Para muchos
pacientes con vulnerabilidad depresiva, al adver-
tir que el problema (adversario o situacién con-
tingente) es mds poderoso que ellos, o que es
imposible cambiar realmente su personalidad o
alterar la situacién, la retirada es un ajuste en
cierta medida positivo. Desisten, pues suponen
que ya nada puede hacerse para cambiar la
situacion, por lo que la resignacion es a veces la
mejor manera de afrontarla. Sin embargo, el
problema del paciente deprimido radica en que
esta conducta de retirada puede generalizarse a la
evitacion de todas las situaciones parecidas. En
tales casos, la confrontacién por retirada se trans-
forma en una evitacién desadaptada (Dixon,

1998). Muchos de los pacientes depresivos con
rasgos de personalidad defensiva desarrollan en
el largo plazo sentimientos ambivalentes para
expresar sus emociones, toda vez que tienden a
utilizar de manera inadecuada mecanismos de
defensa reprimiendo emociones negativas que
muchas veces no expresan por miedo a las conse-
cuencias sociales, al tiempo que se vuelven
propensos a experimentar ansiedad y sintomas
fisiolégicos asociados (al"Absi, Bongard y
Lovallo, 2000). Luego entonces, es evidente que
el comportamiento de una persona puede verse
alterado bajo determinadas circunstancias psi-
cosociales, y estas alteraciones generan a su vez
cambios conductuales concurrentes con altera-
ciones neuroquimicas importantes; por tanto,
es posible que las relaciones sociales con otros
individuos constituyan un estimulo potencial para
desencadenar un cuadro depresivo de tipo
reactivo.

CONCLUSIONES

El estudio de la depresién es particularmente
relevante por su alta morbilidad y prevalencia; a
pesar de ello, el acceso a un paciente o a un cere-
bro humano reviste dificultades de tipo ético para
el estudioso de la conducta. Esta limitacion ha
obligado a crear los modelos animales para el
estudio experimental de la depresion, los cuales
desempefian un papel esencial ya que permiten
obtener indicadores relativos de la actividad far-
macoldgica de los antidepresivos, de los cambios
en los diferentes sistemas de neurotransmision vy,
por ende, de las posibles alteraciones neurobio-
I6gicas relacionadas con el cuadro depresivo, al
tiempo que hacen posible el desarrollo de nuevos
farmacos.

Resulta importante sefialar que las observa-
ciones recabadas en la investigacion bdsica no
pueden ser extrapoladas de forma directa a la
situacién clinica en modo alguno. Todos los
modelos animales hasta hoy disenados consti-
tuyen una herramienta fundamental y son una
interfase critica entre la investigacion bésica y la
investigacion clinica para tratar de entender los
procesos fisiolégicos que subyacen a la fisiopa-
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tologia del trastorno depresivo (Rodriguez y
Contreras, 2000). No cabe duda de que las fun-
ciones de tipo emocional o cognoscitivo se corre-
lacionan y emergen de la composicién, meta-
bolismo y/o bioquimica de la actividad cerebral.
La propia naturaleza de esos aspectos cere-
brales da origen a las funciones psicolégicas y
conductuales que no son facilmente reductibles a
niveles especificos de neurotransmisién o de
ciertas regiones cerebrales; es mas saludable
suponer que tales aspectos son el resultado de
una actividad armoniosa de amplias redes neu-
ronales, donde actian multiples sistemas neuro-
quimicos, de cuyo estudio es posible aproximarse
a las bases fisiopatolégicas de las alteraciones
conductuales, de entre las cuales la depresién
es s6lo una de ellas.

A este planteamiento tedrico general puede
afiadirse el que las terapias psicolégicas pueden
tener un valor profilactico o preventivo en cuanto
a la aparicién de una recaida y en cuanto a la
forma como el paciente evalda la intensidad o
la importancia de su sintomatologia una vez que se
ha producido una recaida (Jorquera, 1990). Por
ello, la psicoterapia debera tener en cuenta los
siguientes aspectos: a) no debe olvidarse la
importancia que puede tener el tratamiento far-
macolégico para evitar el riesgo del suicidio;
b) toda terapia psicoldgica debe coadyuvar de
esta manera al tratamiento farmacolégico, y

Psicologia y salud, Vol. 10. Num. 2

c¢) las terapias conductuales y cognitivas deberan
utilizar técnicas y procedimientos encaminados a
modificar aquellas conductas que modulan el
comportamiento del paciente deprimido y que
favorezcan la remision de la depresién al mejorar
los aspectos conductuales, cognitivos y de fun-
cionamiento social de los pacientes.

En conclusién, las interacciones sociales son
esenciales en la sobrevivencia de los humanos y
de los animales. Muchos estudios han demostrado
que la alteracién de los procesos primarios de
socializacién genera comportamientos desadapta-
dos, distrés y otras psicopatologias en individuos
susceptibles. Es por lo anterior que el modelo de
estrés social por derrota es una herramienta con-
ductual til no sélo para estudiar el discernimiento
de drogas con actividad antidepresiva, sino tam-
bién para estudiar las bases fisiopatoldgicas de la
depresién, principalmente de aquella en la que es
posible reconocer acontecimientos vitales estre-
santes como causa del sindrome, el cual puede
presentarse en cualquier persona a lo largo de su
vida. La derrota social que se establece en una
interaccion de conflicto puede ser utilizada como
un estimulo depresor natural que induce una
respuesta sumisa/defensiva al estrés y que puede
ocasionar a largo plazo cambios conductuales,
endocrinos y neuroquimicos que remedan y per-
miten el estudio experimental del cuadro depre-
sivo de tipo reactivo en el humano.
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INTRODUCCION
Se entiende por neuroetologia el estudio cientifico del comportamiento del
hombre y de los animales que toma en consideracién las bases
anatomofuncionales del sistema nervioso. Toma entonces como punto de partida
a la neurcfisiologia, la psicofisiologla, la neuroquimica y otras neurociencias y,
desde luego la psicologia comparada. Asl, se intenta abordar el estudio del
comportamiento a partir de un conjunto de enfogues situados a niveles diversos
de organizacion como el molecular, el neuronal, el cerebral, el individual o el
social formulando teorias y métodos integrativos acerca de los procesos y eventos
que permean a estos niveles. Asi, los codigos establecidos por las redes
multisindpticas de la actividad neuronal, el flujo de la experiencia conciente y las
pautas motoras que definen la conducta de un organismo constituyen solo
algunos de los aspectos que han intentado abordar estas disciplinas desde hace
ya varios afos, pero por separado.
El campo de la etologla moderna debe mucho al trabasjo de Konrad
Lorenz, quien presentd diversos y llamativos ejemplos de secuencias de
comportamiento y rasgos que son especificos para cada especie; esto es, que
caracterizan a individuos de la misma especie de manera semejante a como lo
hace la estructura y la forma corporal. Ademas, estas conductas podian ser
puestas de manifiesto de manera reproducible por estimulos y condiciones
ambientales apropiadas. De esta manera, una secuencia conductual determinada
dependeria entonces de la presencia de estimulos externos adecuados, y de
mecanismos cerebrales funcionales. Asi, considerando el proceso del desarrollo
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resulta relevante determinar 10 que ocurre en algunas de las etapas criticas que
determinan ciertas pautas conductuales en la etapa adulta. Por ejemplo, los
trabajos fundamentales de Harry Harlow sobre el desarrollo del afecto y el amor
en primates no humanos permitieron identificar las variables fisicas y fisiologicas
que resultan cruciales para el desarrollo de los afectos. A partir de este momento,
se reconocio que diversos estados emocionales no solo son caracteristicos del ser
humano, sino que forman parte de nuestra herencia evolutiva, constituyendo asi
mecanismos de adaptacion bioldgica, una idea ya enunciada por vez primera por
C. Darwin.

En la actualidad, el enlazar la actividad del cerebro con las reacciones
emocionales de la conducta normal y alterada constituye parte de nuestro
lenguaje cotidiano. Aunque, aun ho entendemos por completo su funcionamiento,
sabemos que el cerebro es la unica estructura de nuestro cuerpo que lucha por
conocerse a si misma, inclusive desde mucho antes de que hubiese sido posible
realizar la primer insercidn de un electrodo en el cerebro. Tuvo que pasar mucho
tiempo para que se aceptara la nocion de que las emociones tienen asientos
especificos en estructuras particulares del cerebro y que al manipular la
neurotransmision por medios farmacoldgicos, las emociones pueden ser
modificadas; lo cual originé diversas lineas de investigacion encaminadas a
entender las bases neurobiolégicas de algunos trastornos emocionales tales
como la depresion y la ansiedad y, en paralelo, entender los mecanismos
neurofisioldgicos que subyacen al efecto terapéutico de diversos farmacos
utilizados en su control. Esto s6lo se logré a través de largos afos de
experimentacion al probar hipbtesis propuestas por trabajos pioneros, muchos de
los cuales surgieron por serendipia.

DEPRESION Y ANSIEDAD

Los trastornos del estado de animo, constituyen parte de los desordenes
psiquidtricos méas frecuentes y a menudo invalidantes que afectan a millones de
personas en todo el mundo. La ansiedad, hasta cierto punto, es un estado que se
genera cuando los organismos se enfrentan a una situacidon potencialmente
peligrosa, por lo que se considera un mecanismo de alerta 0 de alarma. La
ansiedad se caracteriza por intranquilidad, aumento del estado de alerta, tension
motora e incremento de |a actividad autonomica. Estas manifestaciones tienden a
desaparecer una vez que el estimulo estresante es retirado; sin embargo, en
algunos casocs, cuando esta ansiedad persiste por largo tiempo y no tiene relacion
con el estimulo desencadenante puede considerarse como patologica y ocurrir
como uno de los sintomas centrales de algunos desordenes de la conducta.

Por otro lado, la depresion es un desorden afectivo que se caracteriza por un
abatimiento generalizado y anhedonia (incapacidad para experimentar placer),
ademas de retardo motor, abatimiento cognitivo e ideacion suicida. La ansiedad y
la depresion son entidades patoldgicas diferentes, sin embargo, un porcentaje
alto de individuos padecen los dos tipos de desérdenes de manera simultdnea y
alin es posible que una de ellas vaya seguida de la otra, lo que sugiere la
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posibilidad de que exista una base fisiopatologica comun. La interpretacién de las
causas que ocasionan estos trastornos ha variado a lo largo del tiempo, hasta
nuestros dias, en los que se les concibe como la consecuencia de muiltiples
alteraciones en el funcionamiento del sistema nervioso central,

El estudio de la depresidn es en cierta forma limitado, dado que el acceso al
paciente deprimido reviste dificultades de tipo ético y limitaciones naturales en
las maniobras experimentales. Por ello, se hace necesario utilizar modelos en
animales de laboratorio que, aun cuando son aproximaciones burdas al
padecimiento del ser humano, nos permiten abordar el estudio de los procesos
fisiopatologicos involucrados en los trastornos afectivos y de las acciones
neurobioldgicas que ejercen las terapias antidepresivas,

MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO EXPERIMENTAL DE LA DEPRESION

Los modelos animales son manipulaciones experimentales, que intentan
remedar de manera simplificada, algunas caracteristicas de un padecimiento en
particular que agueja al ser humano. Su utilidad reside en que pueden detectar el
potencial terapéutico de algunas drogas ademas de proporcionar datos relevantes
sobre el mecanismo de accion de farmacos diversos. Asimismo, constituyen una
herramienta en la determinacidon de los substratos neurobiologicos de los
desordenes que representan. En nuestro grupo de trabajo utilizamos, entre otras,
la prueba de nado forzado la cual es sensible para detectar la potencia de los
farmacos antidepresivos y explicar algunas de las bases neurobiologicas de la
depresion experimental.

En el modelo de nado forzado, los animales son introducidos en un
estanque con agua, sin posibilidades de escape, una condicion que gradualmente
induce un estado de desesperanza evidente por un aumento de la iInmovilidad.
Esta inmovilidad se define como tcdos aquellos episodios en los cuales el animal
soOlo realiza |os movimientos minimos que le permiten conservarse a flote
sacando su cabeza por arriba de la superficie del agua y manteniendo asi la
respiracion. En esta prueba, el estado de desesperanza se induce sometiendo a
las ratas que se usan como sujeto experimental, a una sesion de 15 min llamada
pre-prueba, que se realiza 24 hrs antes de la sesidn de registro (5 min) v que
representa un estresor lo suficientemente importante como para incrementar el
tiempo de inmovilidad en la sesion de prueba. Aqui, llaman la atencion dos
aspectos. El pnmero se relaciona con un aspecto ampliamente debatido vy
practicamente puesto en el abandono Se trata de la teoria del instinto,
ampliamente defendida por K Lorenz. Para la prueba de nado forzado se utilizan
ratas de laboratorio, es decir amimalillos que nacen, viven y mueren en una
cautividad privileglada, con alimento, agua y suficiente viruta seca, que les
permiten vivir en mejores condiciones que muchos seres humanos Y excepto las
sufridas ratas que usamos en nuestros estudios -nunca, nunca- tienen contacto
con una caneria, ni se ven inundadas Cuando son pequenas, no ven a sus
progenitores enfrentarse a una situacion de emergencia como significa el nado,
de modo que el aprendizaje por imitacion puede ser descartado Pues bien, tan
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pronto son introducidas al estanque, como o hacen otros mamiferos, nadan con
una notable destreza y vigor. El segundo aspecto, es que para poder observar la
inmovilidad en el nado forzado en la rata, es necesaria la presentacidn previa de
un estimulo estresante, el cual de acuerdo con otros autores, puede ser la pre-
prueba, aunque basta la exposicién & una luz brillante, o lo que se ha denominado
estrés ligero (cambios de ciclo luz-oscuridad, inclinacién de la Jaula de estancia y
otras maniobras). Entonces llama la atencién, el hecho de que |la administracion
de numerosos compuestos antidepresivos eficaces clinicamente, disminuya la
inmovilidad en esta prueba. Asi, sin tratar de revivir modelos tedricos en desuso,
como el de los Instintos, es posible suponer que el genoma contiene los cédigos
necesarios para que ocurran clertas pautas conductuales que no requieren del
aprendizaje. Uno de ellos -obvio- es el nado, pero el atro aparece en situaciones
relacionadas con el estado afectivo y motivaclonal de los individuos, se trata del
abandono de la lucha, es decir, la desesperanza.

En otro modselo, el de desesperanza aprendida, los animales son
sometidos a choques eléctricos inevitables de baja intensidad en las patas y al
cabo de poco tiempo, abandonan todo intento de escapar de esa y otras
situaciones aversivas. La desesperanza ocurre porque los animales son expuestos
a una situacion inevitable, produciendo una circunstancia a la que Seligman y su
grupo denominaron indefensién, un estado que se produce cuando los
acontecimientos son incontrolables. Notablemente, todo el cuadro conductual, se
revierte cuando se administran diversos antidepresivos.

Entonces, las ratas y otras especies cuando son tratadas con farmacos
antidepresivos incrementan los intentos de evitacién de estimulos aversivos. Asi,
los animales se muestran més motivados para buscar una solucién ante la
situacién de apremio a la cual estan siendo sometidos. Estas conductas animales
remedan una de las caracteristicas de la depresion en el humano, los cuales al no
tener control sobre situaciones estresantes dejan de luchar, sus expectativas de
Incontrolabilidad crean por conslguiente miedo y ansiedad. La ansiedad genera a
su vez pasividad e inhibicidn y el individuo reduce al minimo su interaccidn con el
ambiente, al carecer de incentivos y motivaciones. Por lo tanto, los modelos
presentan validez predictiva y de constructo, dado que existe similitud
fenomenolégica entre el modelo y el desorden modelado y el desorden conductual
se revierte con el tratamiento farmacoldgico adecuado.

De manera general, la gran mayoria de los modelos animales para el
estudio experimental de la depresion y los mas utilizados en la actualidad para
evaluar el potencial de diversos farmacos antidepresivos remedan la depresion
exogena o reactiva en la medida en que son los factores ambientales los que
desencadenan los cambios conductuales y fisiopatologicos sugerentes de
depresion.

Asi, se ha sugerido una relacion causal entre los acontecimientos
estresantes continuocs y el inicio de la depresion. La exposicién continua a
estresores, conduce a depresién entre 60 y 75% de los sujetos. Asi, el estrés
sostenido puede generar una inadecuada o insuficiente respuesta del individuo,
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que finalmente puede contribuir a la expresién y/o exacerbacion de diversas
patologias tales como la ansiedad y la depresidn. En este sentido, los modelos
experimentales para el estudio de la depresidn y de las acciones de los
antidepresivos utilizan diversos estresores para inducir un estado de
desesperanza caracterizado por alteraciones conductuales y neuroquimicas que
remedan algunos aspectos de la depresion clinica.

Sin embargo, la mayoria de los modelos utilizan estresores que
conduciran a esquemas conductuales semejantes a la depresidn, pero que son
ajenos a la cotidianidad del animal de experimentacion, y en todos io casos se
produce un cambio conductual ligado a una manipulacion experimental extraia
(suspension por el rabo, nado forzado, choques eléctricos en las patas, cambios
extremos de temperatura, entre otros). En una aproximacion més naturalista a los
efectos del estrés, se han disefiado modelos que semejan las condiciones
sociales en las que viven los sujetos vulnerables, al emplear estimulos mas
cotidianos en la vida de los animales que viven en grupo, con la finalidad de
estudiar asi, las estrategias conductuales que se emiten en una interaccién social
de conflicto. Los hallazgos han permitido proponer que el estrés psicosocial
constituye uno de los factores que predisponen al individuo a desarroliar
trastornos del estado de animo (Figura 18-1).

Cnienos de validez propuestos por
McKinney y Bunney (1969)
tomado de Porsok et al 1991

MODELO ESTIMULO DEPRESOR REFERENCIA
5 anza estad
Prueha de nato Metio aversvo (Goua) = | Forsot eial 1977 ! 5 :me! al; mtd el Kraa
forzato 5pR00 EETINGHS conductual mducido
Pruaba de Restricatn def moviierts | Steru etal 1985
Hpr—- 2. Semejanza en las condiciones
enran inductoras.
Desesperanta Chogues electicos Saliynan, 1975
aprandida Incorw olaties 3 Semeanza en los mecamusmos
Esres Ineco Preserdacion de varios Katz, 19%1 subyacentes
esyesies de manera
impredecible 4 Las alteracsones wducidas debsn
ser reverndas por tratamientos
climcamente eficaces
MODELO ESTIMULO REFERENCIA

DEPRESOR
| Esoes psicosociad | Factojes sigmficauvos | Blanchad ¥
{ somalmente dermots | Blanvha:d, 1991,
{ social, aslemuento, | Fusch, et ol
COMUBCALION 1996
mlnespecifiva,  enlse
oLos

Figura 18-1 Modeios animales para el estudio expenmental de la depresion
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EL ESTRES PSICOSOCIAL

El estrés psicosocial se considera uno de los factores que predispone al
desarrollo de diversos desordenes tales como la ansiedad y la depresion. El
método de comunicacion desarrollado por Ogawa y Kuwahara (1966) parece ser
un modelo apropiado para estudiar los cambios conductuales y fisioldgjcos que se
desencadenan bajo situaciones de estrés psicosocial, basdndose en una
comunicacion emocional intraespecie sin la participacion de un estresor fisico
directo. Por ejemplo, un ratén que no recibe choques eléctricos en las patas
puede desarrollar dlceras gastricas cuando es espectador de las respuestas
emocionales de otro ratdon que recibe choques eléctricos en las patas, Estas
respuestas, todas ellas reflejo del dolor, involucran diferentes sistemas
sensoriales, por ejemplo, el auditivo mediante la percepcion de las vocalizaciones;
el olfativo mediante la miccidn; e incluso el visual, al presenciar los saltos y el
esfuerzo por escapar desplegado por su compafiero. Por tanto, las lesiones
estomacales y otras alteraciones conductuales pusden ser provocadas por una
comunicacién afectiva. Sin embargo, existe poca informacion disponible sobre las
bases funcionales de este fendmeno.

En otros modelos experimentales de estrés psicosocial se somete a los
animales a una relacion social de conflicto a corto plazo basada en las relaciones
dominante-subordinado. En el animal que resulta derrotado ocurre una
hiperactividad del eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal que se relaciona con
incremento del cortisol urinaric e hipertrofia de las glandulas adrenales, lo que es
sugerente de un estado ansioso agudo. Todo ello se acompafia de niveles bajos
de actividad locomotora y disminucion del peso corporal, 1o que a su vez es
sugerente de desesperanza. Si la situacion de sumision forzada se alarga, las
ratas pueden llegar a desplegar un abatimiento conductual generalizado,
caracterizado por falta de reactividad a la estimulacion y abandono de todo
intento de sobreviviencia, al grado de permanecer inmdviles en una de las
esquinas de la caja de prueba y con la narina enterrada en el aserrin (Fig. 18-2).
Como se observa, y guardando la distancia astronomica que existe entre ‘las
pautas conductuales de un roedor y las del ser humano, encontramos una
evidente semejanza con aquel personaje para quien las cotidianidades han
rebasado su repertorio de habilidades y resistencia.

En nuestro laboratorio, hemos utilizado un modelo de estrés psicosocial
en el cual encontramos que los animales que presencian por via auditiva y olfativa
la respuesta de otro individuo que estd recibiendo choques inevitables en las
patas, despliegan mayor ansiedad que inclusive los propios animales que
recibieron directamente el estresor fisico. Creemos que esta ansiedad quiza esté
mediada por una sefial quimica presente en la orina de los animales que sufrieron
el estrés directamente, ya que la orina recabada de estos animales puede
funcionar como un estimulo condicionante para evocar respuestas en algunas
estructuras del sistema limbico, como la amigdala basolateral y el septum. Aln
asi, no es posible -por ahora- descartar la participacion de las vocalizaciones
audibles y ultrasdnicas en el desarrollo de la ansiedad desplegada por los
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animales sometidos a este tipo de estrés psicosocial. Sin embargo, el sistema
olfativo de la rata desempefia un papel importante en muchos aspectos de su
comportamiento y una de sus funciones principales es la comunicacion
intraespecifica, en donde la comunicacién mediada por sustancias quimicas bien
podria constituir un factor que contribuye a conservar la homeostasis del grupo.
Luego entonces, la ansiedad que se genera cuando los individuos enfrentan una
situacién potencialmente peligrosa, podria ser un mecanismo de alerta o de
alarma, mediado por una comunicacion emocional intraespecifica eficaz e
inmediata.

MODELOB DE ESTRES PBICOSOCIAL

Contingencias
exiraordingrias y
eventos incontrolables.

Estrés psicosocn | gq—p

l

*Hipstactividad dat ts
hipotdlamo-hipéfisis-adrenal
*incremsnioc  de la aclmvidad
locomotora.

*Decremento dal peso corporal t“—>
*Incremento de! cortisol winaro.
*Hipartrofis  do glindules
adransles (Fuchs, st ol 1996,
Isovich, et ol 2000)

1

* Abatimento generalizado,
*Falta de reactvidad e lo
estimulacion. b DEPRESION
*Abandono de todo intento
de sobrevivencia
*Desesperanta
(Kudryavtseva, et al 1889)

Figura 18-2 Modelo de estrés psicosocial, una aproximacién més naturalista pars el estudio
experimental de la depresidn.
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Conviene mencionar algunos conceptos que se han elaborado en relacion
con las estructuras y niveles implicados en la organizacion de las reacciones
emocionales relacionadas con el olfato. Estas estructuras, como el area septal,
pertenecen al sistema limbico el cual recibe aferencias olifatorias que al parecer
estan intimamente relacionadas con aquellas funciones emocionales asociadas a
la olfacidn. Efect..amente, se ha demostrado que el area septal es una de las
‘zonas de placer” del cerebro de las ratas y al parecer, esta estructura se
encuentra implicada en el desorden afectivo, cuyo sintoma cardinal es la pérdida
de la capacidad para experimentar placer. Luego entonces, no es de extranar que
numerosas pautas conductuales sean moduladas por diversas sustancias
odoriferas, en una forma de comunicacién intraespecifica que de lugar a diversos
procesos emocionales, incluyendo los afectivos.

AUTOESTIMULACION INTRACRANEAL
Olds y Milner (1954), sin proponérselo, describieron un interesante

fenébmeno que revoluciond el estudio experimental del substrato
anatomofuncional de la motivacion y el reforzamiento. El concepto de
autoestimulacion intracraneal, describe a un fendomeno que se observa cuando
los animales de laboratorio han sido implantados con electrodos en algunas
estructuras rostrales del cerebro y mediante sencillos programas de
reforzamiento pueden aprender a proporcionarse estimuios eléctricos por medio
de un sistema de retroalimentacion. Los animales tienen acceso a presionar una
palanca para activar un dispositivo electronico que proporciona pulsos eléctricos
en esas partes del prosencéfalo. En estas condiciones prefieren oprimir la
palanca (y recibir el estimulo eléctrico) antes que alimentarse, ingerir liquidos,
tener actividad sexual e incluso autcadministrarse drogas altamente adictivas

Asi, surgid el concepto de que en el cerebro existen zonas que responden
ante situaciones placenteras y durante las siguientes décadas, aparecieron un sin
numero de investigaciones que confirmaron el fendmeno de autcestimulacion
Intracraneal y que dieron lugar a la identificacion de las &reas cerebrales
involucradas, asi como a las bases neuroquimicas que lo sustentan. Los circuitos
neuronales que conforman el sistema limbico estan relacionados directamente
con la génesis y la modulacion de estas emociones. Esta relacidén se ha
establecido en buena parte, por medio del conocimiento de los mecanismos
sinapticos que parecen estar modificados en patologias como la ansiedad y la
depresion, asi como de los mecanismos de accion que diversos farmacos ejercen
para modificar el comportamiento. El drea septal ha sido una de las estructuras
estudiadas mas susceptibles al fendmeno de la autoestimulacion intracraneal,
por 1o que ha sido considerada como uno de los centros de integracion emocional
y control de |a respuesta hedonista

LOS ANTIDEPRESIVOS Y EL NUCLEO SEPTAL LATERAL

La evaluacion de la actividad neuronal mediante el registro de la
actividad unitaria extracelular del nicleo septal lateral ha sido relacionada con la
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depresion, la ansiedad y las acciones de los antidepresivos (Fig. 18-<3). Por
ejemplo, la actividad de las neuronas del septum lateral disminuye ante la
presentacion de un estimulo aversivo condicionado, mientras que cuando los
animales aprenden a predecir un estimulo agradable (por ejemplo el alimento que
estd por llegar), la actividad neuronal de este ndcleo limbico se observa
incrementada de manera anticipatoria. En adicién, las ratas que son sometidas a
situaciones estresantes provocadas por un estimulo aversivo, eg, frio,
desarrollan tlceras gastricas; pero, este efecto del sstrés se reduce cuando en
forma simultdnea a la aplicacion del estresor se les estimula eléctricamente el
septum lateral, lo cual podria deberse a las caracteristicas de recompensa que
tiene por si misma la estimulacién eléctrica de esta estructura. Por lo tanto, los
cambios observados en la actividad unitaria del septum sugieren que este nucleo
podria ser considerado como uno de los sitios donde se gestan las bases
neuronales que subyacen a las respuestas conductuales relacionadas con la
aceptacién de situaciones desagradables y también con el hedonismo.
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Figura 18-3. Participacién del nicleo septal en las emociones y en el mecanismo de accién de los
fdrmacos antidepresivos.

En nuestro grupo de trabajo hemos demostrado en repetidas ocasiones
que la actividad del nucleo septal lateral y otras estructuras cerebrales se
modifica tras la administracion de diversas terapias antidepresivas
farmacolégicas y no farmacolégicas. En la rata, la administracién de
antidepresivos triciclicos, inhibidores de la monoaminooxidasa, el electrochoque o
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la privacion de suefo, aumentan significativamente la tasa de disparo de las
neuronas del nidcleo septal lateral en sus aspectos dorsal e intermedio. Todas
estas terapias farmacolégicas y no farmacologicas se emplean con eficacia para
el tratamiento de la depresion en los humanos. También, hemos demostrado que
el incremento de la tasa de disparo del septum ocurre de forma gradual y alcanza
su maxima expresion una vez que han transcurrido de dos a tres semanas de
tratamiento. Este hecho puede resultar de particular interés dado que coincide
con el tiempo que debe transcurrir en la clinica para que un farmaco
antidepresivo ejerza su efecto terapéutico en el paciente deprimido. Estos
hallazgos nos han llevado a proponer la participacion de este nucleo en las
acciones de los farmacos antidepresivos. De manera semejante la
desmetilimipramina incrementa la tasa de disparo del septum lateral, pero este
efecto no se observa en las neuronas septales remanentes a una lesién temprana
realizada cuando las ratas tienen unos cuantos dias de nacidas. Asimismo, el
efecto de la clorimipramina sobre la tasa de disparo de las neuronas septales es
cancelado cuando se lesionan las vias noradrenérgicas de la amigdala. De esta
manera se propone que el septum lateral asi como sus conexiones
noradrenérgicas amigdalinas y las serotonérgicas que provienen del nucleo dorsal
del rafe parecen ser un sitio relevante en las acciones de los antidepresivos.

Ahora bien, de ser el caso que las terapias antidepresivas produzcan un
incremento de la tasa de disparo del nicleo septal lateral, es factible que en la
depresion ocurra un abatimiento del disparo neuronal de estas estructuras.
Algunas evidencias apoyan esta aseveracion. La tasa de disparo del septum
lateral disminuye cuando los animales pueden predecir un estimulo aversivo cuyo
estado emocional se relaciona con ansiedad y miedo. En consistencia hemos
encontrado que cuando los animales son sometidos a choques eléctricos
inevitables en las patas o son forzadas a nadar, la tasa de disparo del septum
lateral disminuye alrededor del 50%, lo cual se acompaia de conductas
sugerentes de un estado de desesperanza. Asi, es posible sugerir que el
abatimiento del disparo neuronal del septum pudiera ser una de las bases
neurobioldgicas de la depresion experimental y que, al menos parcialmente, el
antidepresivo al restaurar los sistemas de neurotransmision, particularmente los
serotonérgicos, lleve a un incremento de la actividad neuronal septal y sea esta
una de las bases de su efecto terapéutico.

En los modelos de depresion experimental se observa un abatimiento de
la tasa de disparo de las neuronas del septum lateral ante situaciones de estres.
Sin embargo, es posible que otras estructuras relacionadas con la expresion de la
conducta motivada también modifiquen su actividad de manera diferencial. En
este sentido, hemos evaluado el efecto de farmacos antidepresivos que actian
primariamente sobre el sistema serotonérgjco, pero, sobre estructuras que son
ricas en terminales dopaminérgicas, como el nilcleo accumbens. Este nucieo
pertenece al sistema mesolimbico y se le ha relacionado con la adiccion a drogas
psicoactivas, con estados heddnicos y con la expresion de la conducta motivada.
Al respecto encontramos que tanto la clorimipramina como la fluoxetina aglicadas
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durante 21 dias, pero no en una sola dosis, disminuyen la tasa de disparo de las
neuronas del ndcieo accumbens en toda su extension, pero especiaimente en
aquellas neuronas que reciben aferencias inhibitorias provenientes del area
tegmental ventral, el principal reservorio cerebral de dopamina. Entonces, es
posibie que la reduccion de la tasa de disparo se deba en parte a la estimulacion
del sistema dopaminérgico considerando que en el sistema nervioso central la
dopamina ejerce acciones inhibitorias sobre el disparo neuronal. Estos datos
apoyan la idea que los antidepresivos a largo plazo actian de manera diversa,
ejerciendo acciones en cascada que varios sistemas de neurotransmisién,
especialmente en estructuras de “enlace’ como el nucleo accumbens, el cual
forma parte del sistema mesolimbico relacionado con las emociones y la
motivacién, pero a su vez tiene conexiones con los sistemas motores.

En consistencia, en otro estudio encontramos que la lesion del ndcleo
accumbens cancela las acciones conductuales de la desmetilimipramina en la
prueba de nado forzado, pero no bloquea el efecto sobre |a tasa de disparo del
nlcleo septal lateral, lo que sugjere que estructuras limbicas como el nucleo
septal lateral, la amigdala y el hipocampo, por mencionar sélo aigunas, requieren
de una estructura como el nucleo accumbens, para integrar y posteriormente
enviar la informacién hacia sistemas integradores de la regién motora
mesencefalica, los cuales modulan las vias cortico-espinales. De esta manera se
tendrian dos niveles. En el nivel limbico se estarian estableciendo los procesos
afectivos de los que en el humano damos cuenta por el reporte verbal. En el otro
nivel, el mesolimbico, el nigroestriado y sus conexiones cortico-espinales estarian
implicadas en la expresion motora de la motivacion. En otras palabras, este
segundo componente es al que tenemos acceso en la experimentacion animal, ya
que al carecer de informacion verbal, se miden conductas relacionadas con los
procesos emocionales y motivacionales expresadas por cambios motores,

En un intento de correlacionar ciertas pautas conductuales con la
actividad cerebral o, si asi se desea con una base neuroetolégica, hemos podido
identificar las variaciones de la actividad neuronal del nucleo septal lateral con ia
desesperanza, evaluada mediante la inmovilidad en la prueba de nado forzado
Ya mencionabamos que la actividad neuronal del nucleo septal lateral disminuye
ante la presentacion de un estimulo aversivo y por otro lado, hemos encontrado
que la prueba de nado forzado constituye un importante estresor que disminuye
la actividad neuronal de esta estructura en comparacién con animales que no han
pasado por dicha prueba. Sin embargo, estos hallazgos los hemos realizado a
posteriori del estrés. Faltaba entonces la demostracion de que la actividad septal
disminuye durante la expresidn de ia conducta de desesperanza. En efecto,
cuando estos animales son sometidos a la prueba de nado forzado vy
simultaneamente se registra la actividad multiunitaria del nucleo septal lateral se
observa una disminucion de la frecuencia y amplitud de la actividad septal
durante los pericdos de inmovilidad prolongados (Fig 18-4). Lo anterior sugiere
que el incremento de la tasa de disparo del septum se relaciona con el aumento
de la motivacion del animal por escapar de la situacion de apremio que el nado
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forzado representa, en tanto que la disminucion de la tasa de disparo se podria
relacionar con la desesperanza.

Figura 18-4. Actividad multinunitaria de ratas implantadas crdnicamente con un electrodo
en el nucleo septal lateral y forzadas a nadar. En la grafica superior las marcas indican los periodos en
los que fa rata presentd la inmovilidad. En la gréfica inferior se muestra la actividad multiunitaria def
nucleo septal Jateral. Las fiechas indjcan 1a reduccidn de ja tasa de disparo de ias neuronas septales,
lo cual coincide con la inmovilidad-desplegada por la rata en la prueba de nado forzado. En la gréfica
inferior los dos primeros minutos corresponden a la actividad basal del septum lateral, del minuto 2 a/
7 coresponde a los 5 min de nado forzado, los dos itimos minutos correspornden al registro post
nado forzado.

CONCLUSIONES

La neuroetologia debe ser concebida como una interciencia que toma
recursos de varias otras y su objetivo es brindar respuestas a las interrogantes de
las bases neuronales de la conducta. Para sllo, consideramos que el estudio de
padecimientos como los trastornos afectivos representa un desafio atractivo, ya
que trata sobre log sentimientos. Y sin embargo, el obstdculo més importante ests
representado por la escasez de modelos animales. Asi, es necesario poner mucha
imaginacién en el desarrollo y aplicacién de tales modelos. Hemos descrito
algunos de estos modelos que se usan para estudiar los trastornos afectivos.
Unos de ellos, son més sensibles que otros, pero todos llevan la tarea de
escudrifiar los secretos de nuestro cerebro y de cdmo esta estructura misteriosa y
apasionante controla todos los demas Organos y sisteras. Y aun més intrigante

278



Estrés Psicosocial

como se regula a si mismo y nos lleva a comunicar nuestras dudas y experiencias
sobre si mismo.
El camino es largo aun.
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ABSTRACT

Some models have been useful for testing and evaluating potentially antidepressant drugs. Among them is
the forced swimming test, in which rats or mice are introduced into an inescapable situation; after several minutes the
animals abandon their efforts and display immobility, which has been interpreted as a reduction in their motivation to
solve the problem (behavioral despair). Herein, the administration of antidepressant drugs diminishes immobility. On
the other hand, the lateral septal nucleus (LSN) is a limbic structure susceptible to self-stimulation and is considered
as related to hedonic aspects of behavior; therefore, it has been suggested that it participates in the processing of
hedonic sensations, aspects that are altered in depression, and its firing rate increases after some antidepressants
are administered. Therefore, a reduction in LSN neuronal activity may be expected during inescapable situations.
Since, the possible relationships between the periods of immobility during swimming and the multineuronal activity of
the LSN (MUA-LSN) in chronically implanted rats is unknown, we made a simultaneous MUA-LSN recording of male
Wistar rats during the forced swim test. The results showed a significant correlation (r=0.821, p<0.0003) between
diminished MUA-LSN and the periods of swimming (displacement), i.e., as the recording time increases, the MUA-
LSN diminishes; we also observed that periods of immobility longer than 3 sec significantly (p<0.05) correlate with
decreased MUA-LSN. These results suggest that the decrease in MUA-LSN occurs simultaneously with immobility in
the forced swimming test and may represent a neuronal correlation contributing to the understanding of behavioral
despair.

Theme: Neural Basis of Behavior

Topic: Motivation and emotion

Keywords: Behavioral despair; Forced swimming test; Lateral septal nucleus; Motivated behavior; Multineuronal
activity



1. Introducction

The forced swimming test is an experimental model originally used for screening the potency of
antidepressant drugs [32]. After an initial period of vigorous activity, mice or rats submitted to the test become
immobile, abandoning their attempts to escape. Thus, their increased immobility has been interpreted as resembling
human despair because of its similarity to some of the characteristics of clinical depression, since the rat gives up all
attempts to find @ way out. Herein, the administration of diverse clinically-effective antidepressants such as tricyclics,
monoamino-oxidase inhibitors, atypical antidepressants, and also non-pharmacological treatments such as
electroshock and sleep deprivation, reduce immobility [2,26,32].

The amygdaloid complex, the hippocampus, and the lateral septal nucleus (LSN) are interrelated limbic
structures whose connections influence affective behavior [19]. These three structures are innervated by
neurotransmission systems associated with antidepressant actions, such as the serotonergic [24], the noradrenergic
[34] and the dopaminergic [18]. The neuronal firing rate of the LSN, specifically, increases under the actions of tricyclic
antidepressants [5,7]. Thus, it is possible that behavioral despair is produced by impairing brain structures involved in
rewarding circuits [13], in particular the LSN which is a structure of the limbic system participating in the processes of
motivation and reward [35], and receives fibers coming from the neurotransmission systems involved in the actions of
antidepressants. The firing rate of the LSN, evaluated by single-unit and multiunit extracellular recordings, diminishes
when the animal anticipates aversive situations such as electric foot shocks, but it increases when the animal is
capable of anticipating rewarding events such as feeding [35,39,41].

The participation of the LSN in the forced swim test has already been illustrated by the occurrence of
increased local expression of mRNA for the ¢-fos gen [10], increased consumption of glucose [12], and decreased
concentration of 5-HT after 5 min of forced swimming [21]. These indicators of metabolic changes associated with
forced swimming are reversed by the administration of some antidepressant drugs such as fluoxetine, a selective 5-
HT reuptake inhibitor producing an increased availability of 5-HT, at least in its reservoir, i.e., raphe nuclei [22]. On the
other hand, the firing rate of LSN neurons increases after the administration of fluoxetine at a dose similar to that
required to diminish immobility during the forced swimming test in independent groups of rats, probably through a
disinhibitory process [9]. Given that 5-HT exerts an inhibitory influence on the LSN [18,20], the neuronal activity of the
LSN may be simultaneously reduced during immobility in the forced swim test, a possibility that has not yet been
explored. In the present study, therefore, we explore a possible relationship between LSN neuronal activity and
periods of immobility in chronically implanted rats.

2. Material and methods
2.1, Animals

Twelve male Wistar rats, weighing between 350-400 g at the beginning of the experiments, were used. The
rats were kept in acrylic boxes in housing facilities with a light/dark cycle of 12 x 12 h (lights ON at 7:00 a.m.), a mean
temperature of 25 °C (£ 1), and free access to food and water. Experiments were conducted under strict principles of
animal care [29].

2.2. Implantation of electrodes

The rats were anesthetized with ethylic ether (J.T. Baker, S.A. de C.V. Xalostoc, México) and their heads
fixed in a stereotaxic frame (Stoelting, Wood Dale, Il, USA), with the incisorbar set at -5.0 mm. The LSN was located
at the following stereotaxic coordinates [31]): AP=0.2 mm in front of bregma; L=0.5 mm from the midline, and H=- 3.5
mm below the cortical surface. A small trepanation allowed the descent of a bipolar electrode, made from stainless
steel wire 3 cm in length (distance between tips: 1mm, recording surface: 0.5 mm, 100 pum diameter, electrical
resistance: 70 KQ), insulated with Teflon except at the tips (California Fine Wire Co.). The recording electrode was
fixed to the skull with dental acrylic (Nic Tone ®) and its poles soldered to a female amphenol connector embedded in
dental acrylic and fixed to the scalp by a small screw. After a recuperation period of 5 days, forced swimming and
MUA-LSN recording sessions began simultaneously.

2.3. Forced Swimming test
We used the forced swimming test as described by Porsolt et al. [32], with some modifications in the
characteristics of the tank [8,9,26). Briefly, the test consisted in placing each rat individually into a rectangular tank (30
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x 50 x 60 cm) containing water at 25 °C (x1) to a depth of 20 cm. The animal was simultaneously forced to swim and
subjected to MUA-LSN recording. The occurrence and the total time of immobility were evaluated during the 5-min
time of testing. The rats were considered as being immobile when they remained afloat with only the minimum of
movements that allowed them to keep their noses above the surface of the water, or when one or two of three hind
legs (taking the tail as an extremity) touched the bottom of the tank. For data analysis, displacement was obtained
from the difference between the duration of immobility periods minus arbitrarily fixed epochs 20 sec in duration.

2.4. MUA recording

For recordings, a displaceable male connector (which in turn was connected to the recording system) was
aftached to the scalp-fixed amphenol connector. To prevent the contact of water with the surface of the wires, both
connectors were insulated with odorless silicone (Top silicone®). The MUA-LSN was then transmitted to a
preamplifier (Grass 7P511L, Quincy, MA, USA) with filters between 300 Hz and 3 KHz, connected in parallel to an
oscilloscope (Textronix 511 A, Inc. Beaverton, OR, USA). The MUA-LSN activated a Grass S88 amplifier (Quincy, Ma,
USA), which delivered pulses of constant duration and amplitude (0.6 s, 4 V). These were sent in paralle! to an audio
amplifier and to the serial port (RS232) of an IBM compatible PC in which programs elaborated ex professo processed
the MUA-LSN during 5 min and provided frequency histograms (1 sec bars), and, as selected by the operator, the
mean  standard error of MUA frequency every 20 sec.

2.5, Histological control

At the end of each recording session, the recording site was marked by passing direct current through each
pole of the electrode for 30 sec. Thereafter, the animals were intracardially perfused with saline solution (50 ml)
followed by formaldehyde at 20% (50 ml), and their brains were extracted and preserved in a 20% formaldehyde
solution for posterior histological verification. The location of the recording site was verified macroscopically and
through simple histological techniques.

2.6. Statistical analysis

A linear regression analysis and Pearson’s correlation between the periods of swimming and multineuronal
activity were carried out throughout the time of the recording. The MUA-LSN was analyzed by pooling the immobility
periods of 1, 2, 3 and > 4 sec through the one-way ANOVA and the Student-Newman-Keuls method post hoc. Only
values of p<0.05 were considered significant, and results are expressed as mean + standard error.

3. Results

The histological analysis allowed the reconstruction of the path followed by the electrodes and indicated that
eight of twelve implanted electrodes collected the MUA from the intermediate aspects of the LSN. The results from
four other rats conformed another subgroup since, in three of them, the recording was taken from the septofimbrial
nucleus and, in one, from the dorsal aspect of the LSN.

3.1. MUA-LSN and forced swimming
In fig. 1 a sample of a time-frequency histogram of the recording of the MUA-LSN taken on-line during the 5-
min forced swimming is shown. As can be seen, during some of the periods of immobility a decrease of MUA-LSN is

observed, i.e., it does not follow a one-to-one relationship but seems to occur during relatively long periods of
immobility.

Insert Figure 1. About here

During the 5-min test, we observed a significant gradual decrease [ F (13,66) = 3.00, p< 0.001] in the
duration of swimming (the difference between the duration of swimming and that of immobility was measured every 20
sec), consequently, the linear regression analysis illustrated a negative correlation (r=-0.900) between the time of
displacement and of recording (20 sec epochs; p<0.00001) throughout the 5-min test, i.e., the longer the recording
time, the shorter the duration of the swim. Similarly, the MUA-LSN amplitude-frequency diminished as the 5-min
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swimming test elapsed [ F (13,91)= 1.85, p < 0.04]; once again, the correlation coefficient (r=-0.623) proved to be
significant (p<0.01), indicating that a gradual decrease in the MUA-LSN occurs as the time spent in forced swimming
elapses. The linear regression and the correlation coefficient between the MUA-LSN and the duration time of forced
swimming are shown in Fig. 2. The reduction of the MUA-LSN amplitude-frequency correlated positively with the
decreased periods of swimming (r=0.821, p<0.0003).

Insert Figure 2. About here

3.2. MUA-LSN and immobility periods

The MUA-LSN analysis in relation to the duration of immobility periods (1, 2, 3 and > 4 sec ) illustrated that
the decrease of MUA-LSN amplitude-frequency was associated with the duration of immobility [ F(4, 835) = 29,2, p<
0.0001]. The analysis post hoc (Student-Newman Keuls) indicated that the MUA-LSN amplitude-frequency decreased
only during immobility periods > 3 sec ( p<0.05, fig 3).

Insert Figure 3. About here

Finally, the data obtained from the subgroup of rats for which MUA was collected from the intermediate
aspect of the LSN or septofimbrial nucleus illustrated that MUA amplitude-frequency did not change during immobility
nor, conversely, during displacement (swimming).

4. Discussion

In this study, we explored the MUA-LSN simultaneously to immobility in the forced swimming test. We found
that the amplitude and frequency of the MUA-LSN diminished throughout the test, parallel to the increase in the
duration of immobility periods, and that immobility periods longer than 3 sec were related to a decrease in MUA-LSN.

Recording the MUA makes it possible to evaluate changes in both the amplitude and the frequency of
neuronal activity; consequently it is a rougher form of measuring neuronal activity than single-unit extra-or intracellular
recording, but somewhat finer than the electroencephalogram. The MUA has the relative advantage of being able to
explore a certain population of neurons rather than recording just one neuron, the functional state of which is unknown
[17]. Nevertheless, the basic problem with MUA is to distinguish the difference between changes in amplitude and
those in neuronal firing frequency, although both seem to be mutually dependent, i.e., a decrease in amplitude
normally corresponds to a decrease in frequency. The only way to achieve adequate control is by comparing the
results in a longitudinal design, in which the collection of data came from the same animal in the same experimental
session. In the present study, the changes in MUA-LSN associated with the immobility periods came from the same
animal in the same experimental session, something that has been tried out by other authors in diverse operational
conditioning tests during which changes in LSN activity are simultaneously explored [36,39].

It might be argued that the increasing duration of immobility periods throughout the 5 min of the forced
swimming test, parallel to a gradual decrease in the MUA-LSN, may be attributable to fatigue; nevertheless, we found
that the decrease in MUA-LSN tends to occur as immobility is observed, but said activity is recovered once the animal
resumes swimming (Fig.1). As far as we know, LSN activity is rather associated with motivational and hedonic
processes [35,39] than with movement, contrary to other cerebral structures, such as the nigrostriatum [22], for
example. Besides, while we evaluated the duration of each period of immobility, other authors have found that the
total time of immobility clearly increases after 10 min of the test have elapsed [1]. Finally, the anti-immobility actions of
antidepressants are observed only within the first § min of the test [23]. In other words, in a forced swimming session
of 30 min, a single injection of antidepressants, as well as their long-term administration, will significantly reduce the
duration of immobility during the first 10 mins; thereafter, the animals remain immobile for about 85% to 100% of the
recording time [23]. Thus, the immobility occurring within the first 5 min of the forced swimming test is associated with
the loss of motivation to find an escape from the stressful situation that swimming represents, rather than with fatigue.



Our results indicate a relationship between the decrease in MUA-LSN and periods of immobility longer than 3
sec. In this respect, the LSN seems to play a basic part in processes of despair and hedonism because:; 1) it was
identified as an area of pleasure a long time ago, according to Olds and Milner [30]; 2) anatomically and functionally it
is interconnected with brain structures implicated in emotional control, such as the hippocampus and the amygdala
[19]; 3) the single-unit extracellular firing rate increases after antidepressant administration [5,6,9]; 4) its firing rate
diminishes when the rats anticipate an aversive stimulus [35]; 5) parallel to the increase in hormonal levels of estradiol
and progesterone during the proestrous-estrous phases [14], the time of immobility decreases, and the latency to the
first period of immobility and the firing rate of the LSN increase, similarly to what occurs after fluoxetine is
administered [8,9]; 6) the LSN has been associated with states of anxiety, since its lesioning or pharmacological
inhibition produce anxiolytic effects [28]. Consequently, an increase -within certain limits- in the multineuronal activity
of the LSN seems to be associated with affective hedonic situations, whereas its decrease would be associated with a
lack of motivation or aversive anticipation. Since the electrical stimulation of the lateral septum during the performance
of the paradigm of licking water increases the number of punished responses [41], and also reduces the number of
gastric ulcers in animals submitted to stress caused by cold [40], some overactivity of the LSN is interpreted as
decreased anxiety. In addition, a lesion to the dorsal and medial portions of the lateral septum decreases the anxiety
evaluated in the plus-maze and defensive burying tests [27,37].

In conclusion, the results obtained indicated that a lowered MUA-LSN activity is correlated with increased
immobility; therefore, for the first time, we observed the relationship between a reduction in MUA-LSN and the
simultaneous immobility displayed by rats forced to swim. However, this correlation does not follow a linear proportion,
which suggests at least two possibilities: a) The length of immobility associated with MUA-LSN amplitude-frequency is
critical, and b) the LSN is not the only structure related to immobility. Both assumptions seem to be acceptable; in fact,
the MUA-LSN becomes reduced only in immobility periods longer than 3 sec. In this sense, there is some discussion
about the criterion for defining immobility based on the duration of the event [1,23]. From our results, it may be
assumed that only periods of immobility lasting longer than 3 sec correlate with changes in neuronal activity in the
LSN [35]. But then, the LSN is anatomically and functionally related to others parts of the brain, some of them
associated with hedonic behavior [15] and others with aggressive and territorial behavior [33]. Others structures, such
as the amygdala [11] or some brain cortical areas [4,21], may also be involved in motivation for escape. Therefore, the
LSN is a portion of a chain of structures associated with motivation which converge at other brain structures related to
the integration of motor patterns, such as the striatum [22], the nucleus accumbens [16,38] and the tegmental area [3],
for instance. This may explain some inconsistencies in the data, but it may also imply the regionalization of a function
in the LSN [27], given that these results were obtained only from the LSN intermediate aspect, but not from the LSN
dorsolateral aspect nor from the septofimbrial nucleus.

Acknowledgements

The authors thank Warren Haid and Irene Marquina for revising the manuscript. During this investigation,
AGG-G and JFR-L received fellowships from the Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT, México)
Reg. 150023 y 124885, respectively and partial fellowships from the Direccion General de Estudios de Postgrado de
la Universidad Nacional Auténoma de México (DGEP-UNAM).



References
[1] E.L. Abel, P.J. Bilitzke, A possible alarm substance in the forced swimming test, Physiol Behav. 48 (1990)
233-239.
[2] F. Borsini, A. Meli, Is the forced swimming test a suitable model for revealing antidepressant activity?,
Psychopharmacology. 94 (1988) 147-160.
[3] L. Cervo, C. Rossi, E. Tatarczynska and R. Samanin, Antidepressant-like effect of neurotensin administered
in the ventral tegmental area in the forced swimming test, Psychopharmacology (Berl). 109 (1992) 369-72.
[4] T.J. Connor, P. Kelliher, Y. Shen, A. Harkin, J.P. Kelly and B.E. Leonard, Effect of subchronic antidepressant
treatments on behavioral, neurochemical, and endocrine changes in the forced-swim test, Pharmacol Biochem
Behav. 65 (2000) 591-597.
[5] C.M. Contreras, V. Alcala-Herrera and M.L. Marvan, Action of antldepressants on the septal nuclei on the rat,
Physiol Behav. 46 (1989) 793-798.
[6] C.M. Contreras, D. Beltran, M. Saavedra and M. Molina-Hernandez, Clomipramine enhances the excitatory
actions of dorsal raphe nucleus stimulation in lateral neurons in the rat, Neuropsychobiology. 27 (1993) 86-90.
[7] C.M. Contreras, L. Chacén, M.L. Marvan and M.A. Guzman-Saenz, Amygdalar catecholaminergic input to
septal nuclei, relation to clomipramine actions on lateral septal neurons in the rat, Bol Estud Méd Biol Méx. 40

1992) 9-13.

EB] C.M. Contreras, M. Molina-Hernandez, M. Saavedra and L. Martinez-Mota, Lateral septal neuronal firing rate
increases during proestrus-estrus in the rat, Physiol Behav. 68 (2000) 279-284.
[9] C.M. Contreras, J.F. Rodriguez-Landa, A.G. Gutiérrez-Garcia and B. Bernal-Morales, The lowest effective
dose of fluoxetine in the forced swim test significantly affects the firing rate of lateral septal nucleus neurons in the
rat, J Psychopharmacol. 15 (2001) 231-236.
[10] W.E. Cullinan, J.P. Herman, D.F. Battaglia, .H. Akil and S.J. Watson, Pattern and time course of immediate
early gene expression in rat brain following acute stress, Neuroscience. 64 (1995) 477-505.
[11] G.E. Duncan, G.R. Breese, H. Criswell, W.E. Stumpf, R.A. Mueller and J.B. Covey, Effects of antidepressant
drugs injected into the amygdala on behavioral responses of rats in the forced swim test, J Pharmacol Exp Ther.
238 (1986) 758-62.
[12] R.S. Duncan, K.B. Johsan and G.R. Breese, Topographic patterns of brain activity in response to swim
stress: assessment by 2-deoxyglucose uptake and expression of fos-like immunoreactivity, J Neurosci, 13 (1993)
3932-3943,
[13] F. Fonberg, Amygdala, depression and drug treatment, Acta Physiologica Hungarica. 74 (1989) 103-114.
[14] M.E. Freeman, The ovarian cycle of the rat. in: E. Knobil E and J.D. Neill (Eds.), The Physiology of
Reproduction, Vol. 2, Raven Press, New York, 1988, pp. 1893-1928.
[15] E. Grauer and E. Thomas, Conditioned supresion of medial forebrain bundle and septal intracranial self-
stimulation in the rat; evidence for a fear-relief mechanism of the septum, J Com Physiol Psychol. 90 (1982) 61-
70.
[16] A.G. Gutiérrez-Garcia, C.M. Contreras, J.L. Diaz-Meza, B. Bernal-Morales, J.F. Rodriguez-Landa and M.
Saavedra, Intraaccumbens dopaminergic lesion supresses desipramine effects in the forced Swim test but not in
the neuronal activity of lateral septal nucleus, Prog Neuro-psychopharmacol Biol Psychiatry. 5856 (2003) in press.
[17] D.R. Humphrey and E.M. Schmidt, Extracellular single-unit recording methods. In: A.A. Boulton, G.B. Baker
and C.H. Vanderwolf (Eds.), Neuromethods: Neurophysiological Techniques. Vol. 15, Humana Press, Clifton N.J:,
1990, pp. 1-64,
[18] R.L. Jakab RL and C. Leranth, Catecholaminergic, GABAergic, and Hippocamposeptal innervation of
GABAergic somatospiny neurons in the rat lateral septal area, J Comp Neurol. 302 (1990) 305-321.
[19] R.L. Jakab and C. Leranth, Septum. In: G. Paxinos (Ed.), The Rat Nervous System. Academic Press, United
States of American, 1995, pp. 593-596.
[20] M. Joels, M.J. Twery and J.P., Multiple actions of serotonin on lateral septal neurons in rat brain, Eur J
Pharmacol. 129 (1986) 203-204.
[21] L.G. Kirby, A.R. Allen and I. Lucki, Regional differences in the effects of forced swimming on extracellular
levels of 5-hydroxytryptamine and 5-hydroxyindoleacetic acid, Brain Res. 682 (1995) 189-196.



[22) L.G. Kirby and I. Lucki, Interaction between the forced swimming test and fluoxetine treatment on
extracellular 5-hydroxytryptamine and 5-hydroxyindoleacetic acid in the rat, J Pharmacol Exp Ther. 282 (1997)
967-976.

[23] Y. Kitada, T. Miyauchi, A. Satoh and S. Satoh, Effects of antidepressants in the rat forced swimming test, Eur
J Pharmacol. 72 (1981) 145-152.

[24] C. Kaéhler, V. Chan-Play and H. Steinbusch, The distribution and origin of serotonin-containing fibers in the
septal area: A combined immunchistochemical and fluorescent retrograde tracing study in the rat, J Comp Neurol.
209 (1982) 91-111.

[25] 1. Lucki, A. Singh and D. Kreiss, Antidepressant-like behavioral effects of serotonin receptor agonists,
Neurosci Biobehav Rev. 18 (1994) 85-95.

[26] L. Martinez-Mota, C.M. Contreras, M. Saavedra, Progesterone reduces immobiliity in rats forced to swim,
Arch Med Res. 30 (1999) 286-289.

[27] J. Menard and D. Treit, Lateral and medial septal lesions reduce anxiety in the plus-maze and probe-burying
test, Physiol Behav. 60 (1996) 845-853.

[28] J. Menard and D. Treit, The anxiolytic effects of intra-hippocampal midazolam are antagonized by intra-septal
L-glutamate, Brain Res. 888 (2001) 163-166.

[29] National Institutes of Health. Guide for the care and use of laboratory animals. National Institutes of Health.
National Academy Press, Washington DC, 1996.

[30] J. Olds and P. Milner, Positive reinforcement produced by electrical stimulation of septal area and other
regions of rat brain, J Comp Physiol Psychol. 47 (1954) 419-427.

[31] G. Paxinos and C.H. Watson (Eds.), The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates. Academic Press, New York,
1982.

[32] R.D. Porsolt, L.M. Pichon and M. Jalfre, Depression: a new animal model sensitive to antidepressant
treatments, Nature 266 (1977) 730-732.

[33] T. Sheehan and M. Numan, The septal region and social behavior. In: R. Numan (Ed.), The Behavioral
Neuroscience of the Septal Region, Springer, New York, 2000, pp. 175-209.

[34] T. Stratford and D. Wirtshafter, Ascending dopaminergic projections from the dorsal raphe nucleus in the rat,
Brain Res. 611 (1990) 173-176.

[35] E. Thomas, E. Yadin and C.E. Strickland, Septal unit activity during classical conditioning: a regional
comparison, Brain Res. 547 (1991) 303-308.

[36] E. Thomas and E. Yadin, Multiple unit activity in the septum during Paviovian conditioning:evidence for an
inhibitory role of the septum, Exp Neurology. 69 (1980) 50-60.

[37] D. Treit, C. Pesord and S. Rotzinger, Dissociating the anti-fear effects of septal and amygdaloid lesions using
two pharmacologically validated models of rat anxiety, .Behav Neurosci. 107 (1993) 770-785.

[38] G. Yadid, D.H. Overstreet and A. Zangen, Limbic dopaminergic adaptation to a stressful stimulus in a rat
model of depression, Brain Res. 896 (2001) 43-47.

[39] E. Yadin and E. Thomas, Septal correlates of conditioned inhibition and excitation, J Comp Psychol. 95
(1981) 331-340.

[40] E. Yadin and E. Thomas, Stimulation of the lateral septum attenuates immobilization-induced stress ulcers,
Physiol Behav. 59 (1996) 883-886.

[41] E. Yadin. E. Thomas, H.L. Grishka and C.E. Strickland, The role of the lateral septum in anxiolysis, Physiol
Behay. 53 (1993) 1077-1083.



Figure legends

Fig 1. On-line multineuronal frequency histogram of the LSN of a rat submitted to forced swimming. (A) The bars in
the upper graph indicate immobility periods and the bars in the lower graph (B) illustrate MUA-LSN. Arrows indicate
the reduction in the MUA-LSN associated with relatively lower immobility periods. The first two minutes correspond to
LSN basal activity, minutes 2 to 7 correspond to the 5 min of forced swimming, and the last two minutes correspond to
the recording taken after forced swimming. Obviously, the recording stopped after the 2-min control and the 5-min
forced swim, but was resumed immediately after the rat was placed in a safe-dry cage.

Fig 2. Lineal regression and correlation coefficient between the duration of swim periods (right ordinate) and MUA-
LSN (left ordinate) through the 5-min test (abscissa). The swimming periods became shorter as the recording time
elapsed and are correlated with a decrease in the MUA-LSN frequency of the LSN (r=0.821, p<0.0003).

Fig 3. The MUA-LSN decreased significantly when immobility periods became longer than >3 sec. * p<0.05 Student-
Newman Keuls methods.
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Abstract

The nucleus accumbens (NAcc) function is related to locomotor activity, while the lateral septal nucleus (LSN) is related to the
motivational aspects of behavior. Thus, a dopaminergic lesion of the NAcc blocks the antiimmobility effect of desipramine (DMI) and this
tricyclic increases the firing rate of the LSN; however, it is unknown whether a relation exists between a dopaminergic lesion of the NAcc and
the response of LSN neurons to DMI treatment, Therefore, we conducted a longitudinal study to further explore the participation of NAcc
dopaminergic terminals in the immobility reduction exerted by DMI in the forced swim test and its relation to the firing rate of the LSN, at the
same time exploring motor and motivational aspects of DMI—dopaminergic relationships in the animals. A dopaminergic lesion was
bilaterally produced by 6-hydroxydopamine (6-OHDA) injection into the NAcc of adull ovariectomized Wistar rats pretreated with DMI (25
mg/kg ip, 30 min before lesion to protect NA terminals but to destroy DA endings). Treatments with DMI or saline began 24 h after
stereotaxic surgery. The results showed that DMI once a day during 9 days (10 mg/kg) reduced immobility in the forced swim test in the
sham-lesion group ( £ <.02); however, in the dopaminergic lesion group submitted to DMI treatment, immobility remained at control level in
agreement with other reports, DMI increased the firing rate of the LSN ( P<.001) independently of the 6-OHDA lesion. In conclusion, the
dopaminergic terminals of the NAcc seem to be essential for the motor manifestation associated with motivation induced by DMI in the
forced swim test, given that the antiimmobility actions of DMI are blocked after a dopaminergic NAcc lesion; however, the effect on the
firing rate of LSN neurons is still present.
© 2003 Elsevier Science Inc. All rights reserved.

Keywords: Desipramine: Dopamine; Forced swim test; Lateral septal nucleus; Motivated behavior; Noradrenergic—dopaminergic interaction: Nucleus
accumbens; 6-OHDA

1. Introduction

Immobility in the forced swim test is considered as a low
emotional state (Porsolt et al., 1977) indicative of a gradual
loss of motivation to escape resembling some of the clinical
features of depression. Most of the known antidepressants
reduce immobility by actions on catecholaminergic (Plaznik
et al.. 1985) and serotoninergic (Renard et al., 2001)
systems. Consequently, (a) the dopaminergic lesion of the

Abbreviations: DA, dopamine: DMI. desipramine; LSN, lateral septal
nucleus: NA, noradrenaline; NAcc. nucleus accumbens; 6-OHDA, 6-
hydroxydopamine.
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Mexico. Tel./fax; +52-228-8-13-51-57.

E-mail address: ccomtrerasiwuv.mx (C.M. Contreras).

s

medial amygdaloid nucleus in the rat suppresses the anti-
immobility effects of antidepressants (Gorka et al., 1979;
Araki et al., 1985); (b) the microinjection of noradrenaline
(NA) or dopamine (DA) in the amygdala and the hippocam-
pus or the nucleus accumbens (NAcc) decreases immobility
(Plaznik et al., 1985); and (c) the long-term selective
serotonin reuptake inhibitors treatment enhances the dop-
aminergic function (Tanda et al., 1994; Yamamoto and
Novotney, 1998; Healy and McKeon, 2000, Renard et al.,
2001). Therefore, the DA function seems to be finally
affected regardless of the initial action of antidepressants
(Willner et al., 1992; Lucki et al., 1994).

Desipramine (DMI) is a potent NA reuptake blocker
(Charney et al., 1983), which increases the synaptic avail-
ability of NA in the NAcc (Brown et al., 1991) and the
prefrontal cortex (Yamamoto and Novotney, 1998). Long-

0278-5846:03 S - see front matter < 2003 Elsevier Science Ine. Al rights reserved.
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term treatment with this tricyclic increases the neuronal
firing rate of the hippocampus (Huang, 1979) and the lateral
septal nucleus (LSN) (Molina et al., 1996), two structures
proposed as targets for antidepressant actions (Contreras et
al., 1989; Marvan et al., 1992). Likewise, DMI causes a
functional subsensitivity in the alpha, adrenoreceptors
(Charney et al., 1983) and supersensitivity in the postsy-
naptic DA receptors (Spyraki and Fibiger, 1981), thus
facilitating dopaminergic neurotransmission in the NAcc
(Nurse et al., 1985) and suggesting that the increase in
NA levels in limbic structures, along with the extracellular
increase of DA in the NAcc, might contribute to the
expression of the motor action of antidepressants (Cervo
et al., 1990). These results indicate that chronic treatment
with antidepressants potentiates the behavioral responses
mediated by the stimulation of postsynaptic D2 receptors in
the mesolimbic system (Maj et al., 1989, 1996; Serra et al.,
1990; Dziedzicka-Wasylewska et al., 1997).

The NAcc is thought to be important for the generation
of motor responses to emotionally relevant environmental
stimuli and in goal-directed and motivational behavior
(Schultz et al., 1997). It is anatomically and functionally
interconnected with the hippocampus, amygdala, lateral
septum and prefrontal cortex (Louilot et al., 1989) as well
as the subpallid region, which are all involved in the
selection of motivated behavioral strategies (Scheel-Kriiger
and Willner, 1991). These structures have also been impli-
cated in the actions produced by long-term antidepressant
treatments (Spyraki and Fibiger, 1981; Plaznik et al., 1985;
De Montis et al., 1990; Ichikawa and Meltez, 1995). In
accord with the foregoing evidence, the aim of the present
study consisted in determining—in the same experimental
subject—the influence of a dopaminergic lesion to the
NAcc on the effectiveness of DMI in reducing immobility
in the forced swim test and increasing the neuronal firing
rate of the LSN whose neuronal firing rate increases with

drug and nondrug antidepressant treatments (Contreras et
al., 1989).

2. Methods

2.1. Animals

We used 39 adult ovariectomized Wistar rats weighing
250--300 g at the beginning of the study. We selected
ovariectomized females as experimental subjects because
(a) females are the prime consumers of antidepressants
(Weissman and Klerman, 1977); (b) the sexual dimorphism
in depression and anxiety is well established, and the
response to antidepressants has led us to assume that some
aspects of the sensitivity to antidepressants depend on the
level of steroidal hormones (Martinez-Mota et al., 2000); (c)
ovariectomy does not produce any significant change in
immobility in the forced swim test 2 weeks after surgery
(Martinez-Mota et al., 1999); and (d) hormonal oscillations

during the estral cycle influence immobility in the forced
swim test and neuronal activity of the LSN, i.e., higher
levels of progesterone and estradiol (Freeman, 1988) are
associated with lower immobility and higher firing rate in
the LSN (Contreras et al., 2000).

It may be claimed that a better model would include
intact female animals controlling estral phases; however, in
the present study, they were submitted to stereotaxic surgery
and a 6-hydroxydopamine (6-OHDA) lesion to the NAcc,
which would affect estral cyclicity and vice versa (Thomp-
son and Moss, 1997; Becker, 1999). An unpredictable
length of time is required for regularization of cycle, and
the regeneration of neuronal process after this kind of lesion
takes no longer than 14 days (Wolterink et al., 1990). Hence,
the best model for this experimental design proved to be
ovariectomized rats.

The animals lived in housing facilities in Plexiglas cages
(45 x 30 x 30 cm, 10 animals per cage), with a light/dark
cycle of 12/12 h (lights on at 7:00 am), and access ad
libitum to water and food. The experiments were carried out
in accordance with the National Institute of Health’s guide
for the care and use of laboratory animals.

2.2. Surgery

Seven days after the ovariectomy, the animals were
randomly assigned to one out of four experimental groups.
A control group remained free of any surgical manipulation
(#1=10). In the sham-lesion group (n=9), the procedures
and manipulations were identical to those employed in the
lesion group (n=20) except for the substances injected into
the NAcc. The lesion and sham-lesion groups received an
injection of DMI HCI 30 min before stereotaxic surgery (25
mg/kg ip; Sigma, St. Louis, MO, USA) to prevent the
destruction of noradrenergic nerve endings (Jonsson,
1980; Kostrzewa, 1989). The animals were anaesthetized
with ethylic ether (J.T. Baker, S.A. de C.V. Xalostoc,
México) and then submitted to stereotaxic surgery. The
NAcc was located in the following stereotaxic coordinates
(Paxinos and Watson, 1982): AP=1.5 in front of bregma
suture; L=+1.0; H=5.5-7.5 mm beneath the surface of the
cerebral cortex. A small trephination was practiced and a
bilateral stainless steel guide cannula (needle 22 gauge x 32
mm) was descended. By means of a manual micromanipu-
lator (Stoelting 51218, Wood Dale, I, USA) coupled to a
Hamilton microsyringe, we injected 0.2 pl/min/rat of sub-
stances at a constant rate through a sterile dental needle (27
gauge, 0.40-mm external diameter) introduced into the
guide cannula. The sham-lesion group received a bilateral
microinjection of 2 ul of artificial cerebrospinal fluid (mM:
125 NaCl, 2.5 KCl, 2.0 CaCl,, 2.0 MgS0Qy, 25.0 NaHCO,,
1.25 NaH, POy, 11.0 glucose saturated with 95% of 0,,5%
CO-; pH of 7.4) with 0.2% ascorbic acid added, and the
lesion group received bilateral microinjections of 6-OHDA
(Sigma) 8 pg/2 pl/rat dissolved in artificial cerebrospinal
fluid with 0.2% ascorbic acid added.
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2.3, Treatments

Twenty-four hours after surgery, saline solution (0.9%
NaCl ip) was injected daily during 9 days in the control
group (control-saline, n=10) and the lesioned group (le-
sion-saline, n=10). The sham-lesion group (sham-lesion-
DMI, n=9) and another lesion group (lesion-DMI, n=10)
received DMI HCI (10 mg/kg ip, in 0.2 ml) daily during 9
days. The last DMI injection was applied 2 h before the
behavioral test. We decided not to include a sham-lesioned
saline-treated group as a real control for the 6-OHDA-
lesioned group because there are antecedents suggesting
that no differences exist between a group of rats with a false
lesion and a group of intact rats; whereas those animals
lesioned with the neurotoxin display a series of detectable
behavioral changes, e.g., those associated with locomotor
hypoactivity (Winn and Robbins, 1985; Taghzouti et al.,
1983; Kubos et al., 1987; Wolterink et al., 1990).

2.4. Behavioral tests

2.4.1. Open field test

In order to detect any association of immobility in the
forced swim test with changes in motor activity (Wieland
and Lucki, 1990), the number of times an animal crossed
any square with its four paws (crossing) was evaluated in
the open field test by using an opaque Plexiglas cage
(44 x 33 > 20 cm) with the floor divided into twelve squares
(11 x Il cm). A 5-min pretest was carried out 24 h prior to a
5-min videotaped test session. After each test, the cage was
carefully cleaned with a deodorant solution (0.5% ammo-
niac, 15% ethanol, 10% extran, 5% isopropanol, 10% pinol
and 59.5% water). Immediately after the test session, the
rats were submitted to the forced swim test.

2.4.2. Forced swim fest

We used the forced swim test (Porsolt et al., 1977) with
modifications in the size and shape of the pool (50 x 35 x 60
cm, rectangular) containing water at 25+ 1 °C, 21-23 cmin
depth depending on the length of the animal. Each rat was
first submitted to a pretest despair-inducing session (15 min)
discarded from data analysis. Twenty-four hours later, a 5-
min videotaped test session was carried out. For statistical
analysis, the duration of the behavioral activity, defined as
all attempts to escape from the test pool, was subtracted
from the 300 s of observation (Danysz et al., 1988).
Immobility was assumed when nonvigorous movements
allowed the animal to remain afloat and keep its head above
the surface of the water without any displacement (Porsolt et
al., 1977). Once the 5-min forced swim test was concluded,
the animals were removed from the water and placed at
room temperature in a cage with sawdust. About 30 min
later, the rats were anaesthetized and submitted to stereo-
taxic surgery to obtain LSN single unit extracellular record-
ings. All the experiments were carried out between 9:00 and
10:00 a.m.

2.5. Single unit extracellular recording

The animals were anaesthetized with ethylcarbamate
(urethane, 1 g/kg ip Sigma) followed by a tenth of this
dose every 60 min to sustain deep anesthesia. The head of
the animal was fixed in a stercotaxic frame (Stoelting) with
the incisor bar set at — 5.0 mm. The single unit extra-
cellular recordings from the LSN were obtained by means
of a glass micropipette filled with a solution of 1.0 M NaCl (5
M(2). The micropipette was descended through a hydraulic
micromanipulator (Trent Wells, So. Gate, CA) 3.00-5.00
mm beneath the surface of the cerebral cortex following the
coordinates for the LSN AP=0.2 mm (in front of bregma);
L=0.5 mm (from midline). The signal obtained by the

Fig. 1. Recording sites. (A) Representative scheme of a cercbral section
from a rat in which the path of the microinjection cannula for the
neurotrophic lesion of the NAcc (white bar) is illustrated. (B) Recording
sites of the single unit extracellular activity in the lateral septal nucleus
(white circles); and (C) trace of the single unit extracellular recording
illustrating the typical activity of the lateral septal nucleus, 100 mV, 500 ms
calibration.
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recording micropipette was sent to a preamplifier (Grass
P7511L, Quincy, MA, USA) with filters set at 300 Hz and 3
kHz connected in parallel to an oscilloscope (Tektronix
5111A, Beaverton, OR, USA). Each recorded spike coming
from the amplifier fed a Grass S88 stimulator, which
delivered a squared pulse of constant amplitude and dura-
tion (4 V, 1.2 ms) for each spike, was sent in parallel to an
audioamplifier and to the serial port (RS232) of a PC. The
firing rate was then analyzed on line for 9 min, and the
software delivered firing rate histograms, mean and stand-
ard error of firing rate (10 s epochs) and the variation
coefficient (the standard deviation divided by the mean
firing rate). On the average, seven cells were recorded per
rat.

At the end of the experiment, the last recorded site
was marked by direct current (10 mA, 30 s each
polarity). The rat was then perfused intracardially with
50 ml of 0.9% NaCl and thereafter with 20% formalde-
hyde. We only included data from recordings in which
histology properly identified the tips of the microinjector
cannula in the NAcc and the recording micropipette into

the LSN.
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2.6. Statistical analysis

Behavioral and electrophysiological data were analyzed
by means of the two-way ANOVA. We considered surgery
(control and lesion) and treatment (saline or DMI) as
factors. The criterion of significance included only differ-
ences of P <.05 in which case the Student—Newman—Keuls
was applied post hoc. The results are represented as the
mean £ S.E.

3. Results

The histological analysis (Fig. 1) showed that majority of
the 29 implanted cannulae were located within the core
portion of the NAcc. Six animals were eliminated from the
analysis due to erroneous microinjection site placement. The
location of the lesion site was verified both macroscopically
and by simple histological techniques. The gross morpho-
logical changes associated with the NAcc lesion indicated
the presence of a hypotrophy accompanied by an apparent
dilation of lateral ventricles.

O CONTROL
B LESION 8-OHDA

SALINE DMI

Fig. 2. Open field test. (A) Net effect of lesion. The lesion to the dopaminergic terminal of the NAcc caused a lowered crossing [ Fo.onpa(1,35)=6.108,
P<.01] of the animals (=20} as compared with the control animals (#=19), * P< .05 versus control groups (Student - Newman —Keuls's method). (B) Net
effect of treatment. No significant differences [ Fipqunen(1.35)=2.18, P<.148, 1s] were observed associated with the DM factor (saline groups, =20, and
DMI groups, n=19). (C) The lesion-saline and lesion-DMI-treated groups displayed the lowest crossing [ Fo.onpa « rreamend 1,.35)=0.88, P<.35, ns] but no

differences were observed in between.
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3.1. Behavioral study

3.1.1. Open field test

Only the surgery factor (6-OHDA lesion) significantly
influenced locomotor activity [ F(1,35)=6.10, P<.01]. In
the lesioned groups (17.1+2.3, n=20), a reduced crossing
was observed as compared to control groups (27.0+3.2,
n=19) tested on the 10th day after lesion. The lesion-
saline group displayed 43% of the crossings observed in
the control-saline group (Fig. 2A). A similar trend was
observed in the DMlI-treated groups. In short, the 6-
OHDA lesion significantly (P<.05) reduced crossing;
DMI also reduced crossing, but did not reach the criterion
of significance (Fig. 2B). The 6-OHDA-lesioned animals
displayed low crossing but no motor alterations such as
motor asymmetry, tremor in the limbs, rotation or circling
were detected. In addition, both groups with lesions in the
NAcc (247.3+5.81 lesion-saline group and 239.8+8.15
lesion-DMI group) regained weight in a manner identical
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to the sham-lesion rats (236.9+7.73 control-saline group
and 235.5+6.14 sham-lesion-DMI group) regardless of
DMI treatment, in accord with other reports (Winn and
Robbins, 1985).

3.1.2. Forced swim test

The global effect of the 6-OHDA lesion did not reach
the criterion of significance for influencing immobility in
the forced swim test (Fig. 3A); however, the analysis of
the treatment factor (Fig. 3B) did reach the criterion of
significance [ F(1,35)=7.87, P<.008] but, as interaction
analysis illustrated (Fig. 3C), at the expense of a reduced
immobility only for the DMI-treated sham-lesion group as
compared to the other groups [F(1.35)=5.74, P<.02].
Thus, the sham-lesion-DMI group displayed a lower total
time of immobility as compared with the control-saline
group (P<.001). There were no significant differences
between the lesion-saline group and the lesion-DMI
group.

[0 CONTROL
& LESION 6-OHDA

Fig. 3, Forced swim test: total time of immobility. (A) 6-OHDA lesion failed to produce differences in the total time of immaobility [ Fj, opa(1.35)=1.22.
P< 277, ns]. control groups. n=19; lesion groups, n=20. (B) Net effect of treatment. DMI (n=19) reduced the total time of immobility
[ Fucamem(1.35)=7.87, P<.008] as compared to saline groups (n=20), * P< .05 Dunnett's method. (C) Sham-lesion-DMI group (n=9) displayed a lower
total time of immobility [ Fionna « 1reamen(1.35)=5.74, P<.02] when compared with control-saline group (1= 10), * P<.05, Student - Newman - Keuls's

method.



Nid LG Gunierrez-Garcta o al,
2.2 LSN fiving rate

3.2.1. Single unit extracellular recording

We recorded a mean of seven LSN neurons in each rat for
a total amount of 252 recordings (control-saline group,
n=54; sham-lesion-DMI group, n="77; lesion-saline group,
n=76 and lesion-DMI group, n=45). General results illus-
trate that we recorded a similar sample of LSN neurons for
each group since histological reconstruction of the path
followed by electrodes showed that (a) all recordings were
made between 3.0 and 5.0 mm beneath the cortical surface;
(b) the mean amplitude of spiking was 143.7 pV (£2.33);
and (c) the variation coefficient proved to be similar among
the four groups: control-saline 36.9% (+1.7), sham-lesion-
DMI 44.0% (=1.15), lesion-saline 48.3% (£2.61), lesion-
DMI 41.9% (+1.78).

The NAcc lesion increased the spontaneous firing rate
significantly [ F(1,248)=6.45, P<.01, n=121]}, roughly by
21%, and DMI treatment, independently of lesion, further
increased the firing rate by about 32% [F(1,248)=10.67,
P<.001, n=122]. The interaction factor failed to reach the
criterion of significance (Fig. 4).

The two-way analysis of variance of the individual mean
firing rate (pooling all recorded neurons per rat) showed that
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the surgery factor did not modily the liing rate | /(1.35)
254, P<.12, ns] in the lesioned groups. The treatment
factor, however, significantly modified the neuronal firing
rate on the LSN [F(1,35)=5.29, P<.02] in DMI-treated
animals; the interaction factor did not prove to be significant
[£(1,35)=0.13, P<.71, ns]. The Student—Newman-Keuls
analysis post hoc confirmed the analysis of data using the
individual neurons recorded, i.e., DMI significantly
increased the neuronal activity of the LSN, regardless of
the 6-OHDA NAcc lesion.

4. Discussion

The aim of this study consisted in determining the
participation of NAcc dopaminergic terminals in the effects
of DMI on the forced swim test as well as on the firing rate
of the LSN. The lesion to NAcc dopaminergic terminals
reduced spontaneous crossing and canceled the DMI-
induced antiimmobility effect in the forced swim test, but
it did not affect the increased neuronal firing rate of the LSN
produced by the administration of DMI. Regarding the
ethical point of view, the behavioral models used in our
study have been employed by various researchers from 1977

6.00 O CONTROL

& LESION 6-0HDA

Fig. 4. Firing rate (ordinate) of the lateral septal nucleus in the difterent groups under treatment (abscissa). (A) Net effect of lesion. The NAcc lesion (n=20)
increased the spontancous firing rate significantly [ Fioii0(1,248)=6.451, P< 01] as compared with control groups (n=19), * P< .05 (Student—-Newman

Keuls's method). (B) Net effect of DMI treatment, which increased [ Fircanment 1.248)=10.67, P<.001] firing rate of the LSN (n=19); * P< .05 versus saline
group (#=20), Student - Newman - Keuls's method. (C) Note the increase of the nevronal firing rate in the groups treated with DMI independently of the 6-

OHDA lesion to the NAcc [ Fuonpa - weanent 1.248)=0.09, P<.76, ns).
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up to the present (Porsolt et al., 1977; Borsini et al., 1985;
Cervo and Samanin, 1987; Cervo et al., 1990; Contreras et
al., 2001) and so has the single-unit extracellular recording
(Contreras et al., 1989, 2001). Besides, all the animals were
handled gently and were never submitted to any suffering
beyond the requirements of the hypothesis. Likewise, we
used profound anesthesia (urethane) for single-unit extra-
cellular recording and a local anesthetic during surgery at all
those points where the stereotaxic frame made contact with
the animal, such as the auditory meatuses, for example.
Lastly, the experiments were carried out in accordance with
the National Institute of Health's guide for the care and use
of laboratory animals.

We found that the NAcc 6-OHDA lesion blocks the
effect of DMI on immobility, but the LSN firing rate
remains unchanged. Some masking action may be claimed
as a consequence of submitting rats to extracellular single
unit recordings after being previously forced to swim. In
fact, this experimental sequence reduces the LSN firing rate
by about 50% (unpublished observations); however, we
followed the same experimental sequence for all groups,
precisely to cancel such actions on the firing rate.

6-OHDA s a largely explored neurotoxin (Uretsky and
Iversen, 1970) that destroys both noradrenergic and dopa-
minergic endings when applied alone but destroys only
dopaminergic endings when animals are pretreated with an
NA-reuptake blocker, i.e., DMI (Kostrzewa, 1989). How-
ever, the behavioral consequences of a 6-OHDA lesion
depend on the extent and time of the lesion. For instance,
the almost total destruction of DA terminals in the central
nervous system leads to gross behavioral alterations lasting
at least 3 weeks (Wolterink et al., 1990); but thereafter a
complete recovery is observed due to neurochemical com-
pensations in the residual dopaminergic nerve terminals
(Zigmond et al., 1984) and to an increased DA tumover
rate, supersensitivity of postsynaptic receptors, reinnerva-
tion, or suppression of functionally antagonistic structures
(Angulo et al., 1991). In addition, 6-OHDA lesions to the
NAcc markedly reduced DA, dihydroxyphenylacetic acid
and homovanillic acid contents in the NAcc by about 20—
40% (Fink and Smith, 1979; Winn and Robbins, 1985;
Cervo et al.. 1990) reaching maximum effects 7 days after
the lesion (Wolterink et al., 1990). Consequently, the bilat-
eral injection of 6-OHDA into the NAcc induces motor
hypoactivity between 7 and 14 days after the lesion as
compared to sham-lesioned animals (Taghzouti et al., 1985;
Wolterink et al., 1990); thus, a suitable timing for exploring
the action of the 6-OHDA lesion falls between 7 and 21
days after lesion. Although we did not collect any neuro-
chemical or histological evidence of dopaminergic damage,
we collected data from the animals 9 days after the 6-OHDA
lesion, i.e., before any recovery process became evident, and
we observed a reduced crossing in the open field test
without ostensible alterations in motion; therefore, from a
behavioral point of view, our results must be due to an
effective lesion of the NAcc.

In regard to the selective destroying of NAce dopami-
nergic endings, it has long been accepted that a greater
selectivity of 6-OHDA for dopaminergic fibers is attained
by pretreatment of the animals with an NA reuptake inhib-
itor, such as DMI or protriptyline (Evetts and Iversen,
1970). DMI and imipramine inhibit the depletion of NA
produced by 6-OHDA but do not alter the depletion of
dopamine (Breese and Traylo, 1971). Greater destruction of
dopaminergic neurons is also promoted by treatment with a
MAO inhibitor, such as pargyline, prior to 6-OHDA (Breese
and Traylo, 1970, 1971). In our study, we pretreated animals
with a NA-reuptake inhibitor such as DMI 30 min before 6-
OHDA lesion in accord with the well-known method by
Jonsson (1980) and Kostrzewa (1989). Therefore, even
though we did not attain any histochemical control, our
assumptions are based on accepted literature.

DMI reduces immobility (Porsolt et al., 1977; Danysz et
al., 1988; Detke et al., 1995) and increases the neuronal
firing rate of the LSN (Molina et al., 1996) when acutely
administered (only one injection); however, clinical effects
are commonly observed only after several weeks of treat-
ment. The actions of either clomipramine (another tricyclic)
or fluoxetine (Contreras et al., 1990, 2001) increase the LSN
firing rate after the first administration, but these changes
become remarkable after 2 weeks of treatment; therefore, it
seems to be acceptable that the effects of acute administra-
tion of at least clomipramine or fluoxetine are representative
of initial effects. In order to avoid doubts as to the validity of
our results, in the present study, we applied DMI during 9
days with two objectives: first, to explore a long-term effect,
and second to avoid exceeding the limit of 2 weeks, the time
after which the regeneration process of NA axon terminals
begins after a 6-OHDA lesion (Nakamura, 1990).

The DA systems in the NAcc play a prominent role in
the mechanisms that mediate motor behavior (Kubos et al.,
1987). The injection of DA agonists directly into the NAcc
produces strong motor hyperactivity (Kelley et al,, 1989),
and the motor-stimulating effect of d-amphetamine or
apomorphine can be blocked by injecting DA blocking
agents into the NAcc (Spyraki and Fibiger, 1981). How-
ever, the goal-directed behavior seems to occur under the
influence of dopaminergic endings in the Nacc, that is, the
administration of sulpiride into the NAcc antagonizes the
DMI effect in the forced swim test (Cervo and Samanin,
1987). The results of the present study agree with those
reported by other authors (Cervo et al, 1990) indicating
that the dopaminergic lesion with 6-OHDA to the NAcc
significantly reduces the antiimmobility effects of DMI i
the forced swim test. Therefore, it is likely that the
dopaminergic terminals of the NAcc are essential for the
reduced immobility exerted by DMI to manifest itself in the
forced swim test.

The NAcc receives a DA input from the LSN (Louilot et
al., 1989). The blockage of the septal efferents by tetrodo-
toxin induces a marked increase in dopaminergic metabolism
in the NAcc, which suggests that dopaminergic transmission
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in the NAcc is regulated by an inhibitory septotugal path-
way (Louilot et al., 1989). However, since the projections of
the NAcc toward the LSN are scant at best (Heimer et al.,
1991), both NAcc and LSN may be considered two inde-
pendent systems connected only by dopaminergic fibers
coming from the tegmental area. Therefore, it must be
expected that any actions of DMI on the LSN and the NAcc
follow simultaneous but parallel processes; in such a case,
destroying dopaminergic terminals in the NAcc must lead to
alterations in locomotion and also in structures associated
with motivation, for instance the LSN. This is exactly what
happened. DMI treatment evenly increased the firing rate in
LSN neurons but failed to reduce immobility in the forced
swim.

In our study, we observed that the actions of DMI on the
LSN remained even after the 6-OHDA NAcc lesion, which
suggests that the increased firing rate exerted by DMI on the
LSN is independent of the NAcc dopaminergic function. In
fact, Willner et al. (1992) have proposed that the NAcc
represents a common final path for antidepressant actions.
In such a case, the LSN, among other limbic structures
where antidepressants exert their actions, requires the NAcc
to integrate and to send the information toward the mesen-
cephalic locomotor region, which then establishes direct and
indirect connections to different spinal cord levels (Kelley et
al., 1989) leading to the motor manifestation of antidepres-
sant actions. This suggests that there exists a common end
point for the motivated behavior manifestation associated
with antidepressant treatment, which necessarily implies a
motor component located in the NAcc (Plaznik et al., 1985;
Cervo and Samanin, 1987; Cervo et al., 1990; Willner et al.,
1992). However, there is a need for further studies for the
comparing of other antidepressants, including the selective
serotonin-reuptake inhibitors, in order to arrive at a general-
ization to determine the participation of the NAcc in motiva-
tional aspects associated with the antiimmobility effects of
antidepressants in the forced swimming test,

5. Conclusions

It has been consistently reported that some experi-
mental actions of antidepressants are as follows: no
changes or reduced locomotor activity (Porsolt et al.,
1977, Wieland and Lucki, 1990; Contreras et al..
1998), lowered immobility in the forced swim test
(Porsolt et al., 1977; Borsint et al., 1985; Cervo and
Samanin, 1987, Danysz et al., 1988; Detke et al., 1995)
and increased neuronal firing rate in the LSN (Contreras
et al., 1989, 2001; Molina et al, 1996). Consequently,
we conclude that the destruction of DA terminals in the
NAcc only blocks the antiimmobility effect of DMI,
suggesting that the NAcc should be intact so that the
motor expression of the motivational processes induced

by DMI may occur, at least in the adult ovariectomized
rat.
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Summary

IMe Lrain has an enzymatic ability to binsynthesize choles-
teral. which is a3 predecessor of alt steroids. Therefore, proges-
terane, g gonadal slerod. 1s aisu hosynthesized in the ner-
oy system by ghal cells, and possiniy by certain neuronal
popiationg as wail Progesierone and ds reduced melabo-
les exart a wine spoctun of biological activily on the central
and peripheral nervous system These effects not only affect
Ine reproductive regulation, tut also exert multiple actions on
the brain when acling directly on lhe membrane receplors,
this reproducing some actions of the neurotransmitters for
wihinch a series of effects associated with diverse behavior pat-
terns have heen proposed The presence of this steroid in dif-
ferent regions of the bran seems lo play a neurcmodulatory
uhysologeal role in Ine developmant of stress and aggres-
sion. and influence meod and sexual behavior Its designation
3s neurosteroids s justified. The effects ol progesterone on
the central nervous system involves both genomic and non
genonic dctions on different neurotransmission systems. Di-
«arsa clinical and experimental studies suggest that progest-
arone, hesides aexerting trophic funclions through paracrine/
autocnne aclions, 15 alse able o modulate syslems of mem-
urane receplors, such as he serolonergic, noradrenergic and
dopaminergic systems It is important to point oul thal these
four neurotransmitiers bave been involved in depression and
in e actons of antidepressants, particularly in the GABA,
anc aise in anxiely processes Theraefors, it has been sug-
gested that progesterone contributes to regulate emotional
disorders possibly exerting ils aclions on brain structures that
are part of the mbtie syslem, similarly as antidepressants. It
has hean shown that progesterane produces changes in use-
ful mehavieral tests for lesting anxionlic and antidepressant
cotnpounds. For instance some suggestive data on the in-
creased resislence of rats 1o despair oceurs in the phases of
tne eslraus cycle characterized by an increase in the surround-
ing levels of progestercoe, logether with an increase of the
neuronal activity of the iaterar septal nucleus, similarly to that
produced by clinically effective antidepressants. Thus, proges-
lerone seems to share some of the actions of the antidepres-
sants. Likewise, progeslercne and ils reduced metabolites de-
crease expenmentally induced anxiety. These effects are due
Iz therr actions as allosteric agonists of the GABAJ/benzodi-
arepines Cl- receplor complex simitar effect to that produced
by mest ot the known anxicivtics which have affinity for the
GABAreceptor These actions axpian the anesthete, hypnolic,
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and anxolytic elfects of some progestagens Haowever the
physiolegical significance of the effects of progesterone ang
its metabohtes on the central neurotransnussion sbil remains
unexplamned. This revision work describes the experimenta
evidences that have shown that progesterone, a gonadal hor
mong, s also hiasynthetized by the nervous tssue and L
modify the neuronal excitabilily modulating the activity of ths
GABA, receplor by acling on membrane receptors couplec (o
wnic channels, thus playing an important role in the eliclogy
of some psychiatric disorders associaled with changss in Ine
hormonal plasmalic levels, such as anxiety, postpartum e
pression and premenstrual syndrome

Key words: Anxicly, depression, neurosteroids, progesterone
GABA.

Resumen

La progesterona y sus metabolitos poseen un amplio espect-o
de aclividad biologica sobra el sistema nerviose cential y
periféricc. Estos efeclos incluyen su bien conocida parlicipa-
cion en la reproduccion, pero ademas, influyen en i regulacion
de etros aspeclos conductuales. Bl hallazgo de que |a pro-
gesterona se biosinteliza en diferentes regiones cercbrales
ha permitida concebirla como un newruestervide v considerat
su participaeion ¢n diversas funciones centrales. La accion
de lus esteroides a nivel neuronal se eslablece a través de
receptores intracelulares especificus ve alta alimdad y
mediante sus efeclos no gendmicos al mieractuar con los
receplores membranalas para reproducir algunas oo as
acciones de los neurolransmisores. LLa progesteroni interativa
especiaimente sobre el receptor GABA, y aumenta (a fre-
cuencia de aperlura del canal de cloro, a la vez que eslablece
una accion inhibitoria. Diversas evidencias clinicas vy
experimentales sugieren que la progesterona mocula olros
sistemas de receplores de membrana lales como e
seretonergico, el noradrenérgico y el dopamingrgicn, que son
los tres naurotransmisores que intervienen on la depresion y
en las acciones de los antidepresivos. Conviene destacar yue
eslos neurolransmisores, junto con el receptor GABA,
participan en los procesos de ansiedad, y que es bien conocaida
13 relacion que hay entre |la ansiedad y la deprasion, Por lo
tanto, se ha sugendo que la progeslerona contribuye a la
regulacion de los trastornes afectivos y posiblemente, nierza
sus acciones sobre las estructuras cerebrales gue forman paite
del sistema limbice, de munera semejante a como e nacen
los antidepresives. Dentro de esta linea de investiganion se
ha demostrado que la pragesterona produce cambios on b
ejecucion de las pruehas conductuales, que son utles parg
ensayar los compuestos ansiolilicos y antidepresivos. Por
ejemplo, los animales integros tienen un buena ejecucion en
los diversos modelos de ansiedad y depresidn en las fuses
del ciclo estral. que se caraclerizan por eincremento de los
niveles circulanles de progesterona, y que coincinen con el
aumento de la actividad neuronal del nucleo sepiai lateral er
forma semejante a lo que ocurre cuando se¢ administronr
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antidepresivos Diticainrenie choates. Asi, ) progesterona
panzee compattic agunas de as dcoones de los anidepre-
s, BN sintesis 1 progestarons y sus metaboilos reducidos
e comporlan como agumslas alosiéncos del compiejo recep-
tor GABA/Jbenzodiacepina!Ci-, ve igual furma que la mayoria
de los farmacos ansioliticns conocidos, 'o yue se relaciona
con los efectos aneslésicos. hipnoticos v ansialilicos de al-
qunos progestagenos. Sin embargo, el significado funcional
de las interacciones de 1a progesterona y de sus melabolitos
sobre la neurotransmision central todavia no se aclara. En
asta revision se describen fas pruebas experimentales que
demuestran gue la progesterona, que se cons:deraba
SIS CAmEente coma una normaona gonacal, lambien es
tosinelizada por el wpdo nervoso o que indica su posi
particpanion en aigunos v (os lroslemos conductuales
‘wracionados con los cambins de los niveles plasmalicos
normonales circulantes, como en el caso de la ansievad. la
depresion postparto y la tension premenstrual

Palabras clave: Ansiedan deprasian, neuroesteroides,
crogesterona. CABA

Introduccion

La progeslerona es un esteroide caracterizado como
una tipica hormona sexual femenina por producirse en
ol cuerpo luteo ovarico, durante la segunda parte del
ciclo menstrual. Esta hormona proviene del colesterol
y su funcidon mas conocida es la reproductiva (62). Sin
embargo, la progesterona v sus melabolitos también
son iosintetizades por las cclulas gliales en el sistema
nervioso central y por las celulas de Schwann en el
sistema periférico (1,2,29). Ademas, en repetidas oca-
siones se ha demostrado gue las neuronas del
hipotalamo, las del cuerpo estriado, las de la amigdala,
las del septum, las del cerebelo y las de la corteza ce-
rebral tambien sintetizan progesterona (1,2,28.38.43 44,
£3), lo cue sugiere que el espectro de la actividad
biclogica de esta hormona es mas amplio de lo que se
fabia supuesto. cicctivamente, en la actualidad, la pro-
geslerong se considera como un neuroesteroide acti-
vo que influye de diversas maneras en diferentes patro-
nes del comportamiento, y no s6lo en el reproductivo
{2.56)

Biosintesis neural de la progesterona

Los esteroides son biomcléculas cuya estructura qui-
mica consiste basicamente en el ciclo pentanoperhidro-
fenantreno (33.62) La progeslerona e¢s un esteroide
de 21 alomos de carbono que procede de |a pregnenc-
lona. la cual. a su vez. proviene del coleslerol (51). En
la biosintesis esteroidea inlervienen, fundamental-
mente. 1a citocromo P450 sce (la enzima desramificante
dei colesterol), la citocromo P450 17-¢-hidroxilasa, la
P450 aromatasa y Ia 3p-hidroxiesteroide deshidroge-
nasa (JPHSD) Eslas enzimas reguladoras participan
en la conversion del colesterol en pregnenoclona, de la
pregnenclona en progasterona y. fimalmente, de los
androgenos en estrogenos (42). A nivel neural estas
enzimas tambien se relacionan con la biosintesis
esteroidea (figura 1) Es por eilo que en el termino neuro-
esteroide intervienen lodos ayuellos esteroides que son
mosintelizados y almacenados en el cerebro a partir
dizl cotesterol (51) Los neuroesleroidas se clasifican
zomo activos e inactivos. Los primeros son aquellos
que provienen de tepde endocnne periférico. o bien. que

son sintelizados de novo por el cerebro a parlin del
colesterol y que tienen actividad biologica comprobada
sobre el lejido nedronal (43). El término neuroesteroide
inactiva se refiere a aquellos esteroides gque son
sintetizados en el cerebro pero que carecen de actividad
en el tgjido neuronal (42).

Mediante el uso de técnicas inmunocitoquimicas vy
de hibridacién in situ se ha logrado determinar la dis
tribucion de las enzimas gue participan en la biosintesis
esteroidogénica en una gran variedad de especies de
animales, independientemente del genero. Estas enzi-
mas se han localizado en el hipotalamo, el bulbo olia
torio, el cuerpo estriado, el septum, el hipocampa, 14
amigdala. el cerebelo y la corleza cerebrai (2,43). A su
vez, varios metabolilos de Ia progesterona se local zan
en la hipofisis anterior, el nucleo arcuato, ! Area
preventricular y los nucleos supraquiasmaticos (33.44),
asi como en el mesenceéfalo, la corleza cerebral, ¢l
talamo, el cuerpo estriado, el septum, la médula espinal,
el cerebelo y la glandula pineal (1.2,42 43 83).

Dadas las funciones ya establecidas, llama la aten-
cion la presencia de receptores de esteroides en el nu-
cleo septal lateral {28), ya que se ha implicado que esla
estructura interviene en el control de diversos estados
emocionales caraclerizados por ansiedad y miedo (59)
En efeclo, la estimulacién electrica continua del nucleo
septal lateral produce efectos similares a las bencodia
cepmas en lus paradigmas conductuales de ansiedad
(64), con la participacion de los receptores GABAergicos
(16) que también estan presentes en el nucleo septal
lateral (28, 45), en donde coexislen con los receptores
de benzodiacepinas (60) y con otros mas. Este hallazgo
resulta interesante porque el nucleo septal ha sido pro
puesto como uno de los "sitios blanco” de la accion de los
farmacos con potencia antidepresiva (8. 10). por lo que
la accion de los esteraides sobre esta estructura podria
contribuir a la regulacion del comportamiente emocional

Los efectos de la progesterona sobre el sistema ner-
vioso central se han atribuido a su accion soore ciertos
receptores especificos intracelulares, La naturaleza
lipofilica del esteroide le permite penetrar libremente
en la célula a través de la membrana plasmatica, vy
difundirse con facilidad en el citoplasma, por lo que su
eleclo bielogico ocurre tipicamente en perindos
relativamente largos, debido a que los procesos de
transcripcion (sinlesis de ARN mensajere) y traduccion
(sinlesis de proteinas) tardan varios nunutos. & incluse
horas, en llevarse a cabo (23). Por el contrario, las accio-
nes que se ejecutan cuando los neurotransmisores se
enlazan con los receptores de membrana. tardan milise-
uundos. La rapidez con la que se llevan a cabo ciertas
acciones de la progesterona sobre el sistema nerviosc
cenlral sugiere que son ajenas al genoma. es decir qus
ocurren sobre los receptores de membrana mediants
enlaces de alta afinidad (41) con receptores GABA .
membranales (7,34,41) ubicados en diversas regiones
cerebrales, lo que sefiala que la progesterona particips
en las funciones relacionadas con el GABA (36).

Acciones de la progesterona sobre el sistema nervioso

L.a prageslerona ejerce diversos efectos plasticos sobra
el sistema nervioso central, al mfluir en el crecimienta,
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Figura 1. Via ce piosinless y metabolsmo del neuroesteroide progesterona. Tambien se muestra el nombre oe las
crziunas invelucradas en cada una de 1as reacciones. |a actividad bioldgica de estas enzaimas sobre el lejido new-
ronal y su Incalizacion en & sistema nervioso central ha sidu delerminada a ravés de técnicas inmunocitoquimicas
y por hibridacion in stu [para mayor detalle consullar la revision de Mensah-Nyagan y colaboradores [ 43]).

la maduracion, la diferenciacion, y el funcionamiento
de las células nerviosas (2); en la regeneracion axonal
{29). en I3 reduccion del edema cerebral después de
un traumalismo (54), en la aclividad cognoscitiva (1),
en el estrés (58)y en olros procesoes.

Desde hace tiempo, se cree que la progesterona
nterviene en la diferenciacion sexual del sistema
~nervioso central, en el comportamiento reproductivo,
particulannente en la conducta de lordosis (37) y en la
conducta malernal (55). En efecto, la unién de la
progesterona a los receplores intracelulares ubicados
en el hipotalamo facilita la conducta de lordosis (40).
Tambien ha sido demostrada la funcién anestésica,
analgésica e hipnélica de vor lo menos uno de los
metabolitos de la progesterona, el esteroide 3u, Sir-
tetrahidroprogesterona (3u.ba-1H PROG = 3a-hidroxi,
Su-pregnano-2C-ona= alopregnanclona), lo que
también se lleva a cabe mediante la modulacién del
receptor GABA, (27,35.37)

La progesterona y sus metabolites pueden modular
el complejo receptor GABA . /benzodiacepinas influyen-
do asi en las concentraciones intracelulares a nivel
nanomolar del ion cloro (24,34,35). El receptor GABA
se encuentra en la membrana postsinaplica, es de lipo
wnolropico por pertenecer a la familia de los canales
unidos a icnes especilicos (figura 2), y esta conformado
por diferentes subunidades (u1 -6, 31-B3. y1 -y3 y &),
por lo que constituye canales selectivos al ion cloro (59).
Tiene por lo menos, lres silios de reconocimiento: uno
para el acidovaminobutirico (GABA), otro para las ben-
<odiacepinas y el tercero para los barbituricos (45). La
progesterona y algunos de sus metabolitos funcionan
como moduladores positivos al aumentar a afinidad e
receptor por el GABA con lo que se incrementa la
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frecuencia y la duracion de la apertura del canal de
cloro acoplado al receptor GABAérgico (7.34.38).
Algunas observaciones en l0s cullivos de las neuronas
del hipocampo y de la medula espinal han conlinmado
que los esteroides neuroactivos modulan la actvidad
del receptor GABA,. La aplicacion i vitro de bajas con
centraciones (rango submicromolar) de progesterora
potencian indirectamente la conductancia de cloro ¢n
el receptor, migntras que las altas concentraciones
(rango micromolar) estimulan directamente !a apertura
del canal de cloro incrementando asi la conduclancia
ionica (38,56). Lamberl y colaboradores (34) compara
ron los efeclos de la aplicacion intra y extracelular de
esteroides sobre la conductancia idnica de cloro en el
receplor GABA,. y observaron que los esteroides
neurcactivos pueden interactuar en distintos sitios
alostericos del complejo receptor GABA,, (56,59). Pui
esla razon se ha determinado un sitio de reconocimiento
al metabolito 3j3-hidroxi-5u-pregna-20-ona y a la
progesteraona en el complejo receptor GABA . /benzodia-
cepinal/Cl- (12,34 ,35), por lo que podria suponerse que
la interaccion de la progesterona con el receptor GABA,,
podria reproducir algunas de las acciones de este
neurolransmisor. Conviene destacar que los efectos dci
ncremento en la conduclancia de cloro en el receptor
GABA, cn presencia de GABA sélo se observan baju
concentraciones nanomolares de los esterowdes
neurpactives (10-30 nM), sin embargo a mayecres
concentraciones, estas hormonas pueden avti
directamente el canal de cloro acoplade al receplor
GABA,, (31,37). Por lo tanto, Ia accién neuromoduiadora
de los neurcestercides parece eslar mediada lanto por
una accion directa sobre el complejo receplor GABA.
en un sitio de reconocimiento diferente del de las



benzodiacepinas y los barbildricos, como en forma in-
diracta por medio de mecanismos que implican la
fosferilacion de las proteinas (34), ademas de su partici-
pacion como moduladores de la funcion del receptor
CABA, (56)

Baulieu y colaboradores (2) sugieren gue |a
progesterona actia sobre el sistema nervioso central
por medio de mecanismos paracrinoautécrinos (1,2,29)
debido a que sus metabolitos reducidos pueden ser
sintetizados de novo por el sistema nervioso central y
modular asi la actividad del complejo receptor
GABA,(29,34) e nfluir en la excitabilidad neuronal
{36.37) Majewska y su grupo de trabajo (37,38) lambién
har sugendo que |4 progesterona no actua directamente
sobre el receptor GABA,, sino gue, probablemente, sus
acciones estan mediadas por sus metabolitos redu-
cidos, lo que se apoya en el hecho de que los metabo-
iitos esteroidales de la progesterona son bioldgicamente
activos y tienen sitios especificos de reconocimiento
an el receptor GABA, (33,56).

Otro hecho mas que debe considerarse es que el
metabelismo del precursor de la progesterona, es decir,
la pregnenolona, se lleva a cabo en los astrocitos (1).
En los cuilivos de tejido de las céiuias gliales de las
ratas recién nacidas se ha encontrado [H”] mevalonato,
un precursor del coleslerol (2). La enzima 3u-hidroxies-
teroideoxiderreduclasa es abundante en los astrocitos
tipo-1, lo que indica que también las células gliales pue-
den hiosintetizar progesterona, y el hecho de que este
neuroesleroide incremente la expresion genetica ds las
proteinas mielinicas permite que las celulas gliales
centribuyan a la regulacion de la mielinizacion por medio
de la participacion de la progesterona (28.41).

Los estudios experimentales y las implicaciones
clinicas

La progesterona y sus metabolitos reducidos se
comportan como dagonislas alostéricos del complejo
receptor GABA/benzodiacepina (34), en el que aumen-
tan la frecuencia de apertura del canal del flujo idnico
(35). Como contraparte, los receptores GABA, consti-
tuyen un silio de reconocimiento de diversos compues-
tos ansioliticos, sedantes y anuconvulsivantes (30). En
etecto, la progeslerona y sus metabolitos pueden inducir
accicnes ansioliticas y antidepresivas (48) mediadas
por la activacidn del complejo receptor GABA, (5,6,37),
un efecto similar al producide por la mayoria de los
farmacos ansioliticos conocidos (cuadro 1). La interac-
cion de la progesterona con el receptor GABAeérgico se
ha establecido mediante diversos estudios farmaco-
logicos: la administracion de flumazenil (5 y 10 mg/Kg).
un antagonista especitico de las benzodiacepinas,
bloquea las acciones ansoliticas de la alopregnanolona
en ia prueba de enterramiento defensivo en las ratas
{19). Estos efectos tamtién pueden ser bloqueados por
la administracion de un antagonista GABAeérgico
inespecifico, como la picrotoxina (5). Asimismo, la
administracion exogena de progeslerona reduce los
niveles evaluados de ansiedad en las pruebas
conductuales de conflicto (53).

La progesterona y otras progestinas (los precursores
v los metabolitos de la progesterona) inducen la
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Figura 2. Esquema representativo de la estruclura del
complejo receplor GABA/ 'benzadiacepina/Cl - Este recepter
esta constituido por varias subunidades (ul-ab6. B1-43, ¥-42, &)

. que forman un canal ionico y contiene sitios de reconocimiento

especificos para varias sustancias como: el acido g-ami-
nobutirico (GABA), las benzodiacepinas (BZN), algunos
astaroides neuroactivos ( 7 ), los barbituricos ( 7 ). y la
picratoxina (j).

anestesia, la analgesia y la hipnosis (27) por su alta
afinidad con el complejo receplor GABA,, y por poten-
ciar la conductancia idnica de cloro de manera similar
alade los barbituricos y las benzodiacepinas (34.38.42).
Estas hormonas modifican la excitabilidad de grandes
poblaciones neuronales que desempefan un papel
importante en la epilepsia (37). En los experimentos en
animales de laboratorio se ha observado el efecto ansio-
litico de la progesterona (6,18), que se atribuye. princi-
palmente, a su metabolito reducido, la alopregnanolonz
(6.19). Sin embargo, el hecho de que se haya
identificado un receptor endogeno de los farmacos,
como las benzodiacepinas o les barbituricos, sugiere
que hay un compuesto endogeno para el compleio re-
ceptor GABA, vy, al parecer, los unicos compuestos
biosintetizados que parecen reunir estas caracleristicas
son la progesterona y sus metabolitos (52).

En el mismo sentido, diversos modelos para el estudio
experimental de la ansiedad y de la depresion han
sugerido que estos estados se modifican de acuerdo
con la fase del ciclo estral de larata (14,15); por ejemplo,
se ha encontrado que se reduce la ansiedad de las ra-
tas, evaiuada el dia 14 de gestacion, con la prugba de
enterramiento defensivo (48). Esto se relaciona con los
aitos niveles plasmaticos de progesterona en esta ela-
pa. Ademas, las ratas en proestro y estro eslan menos
tiempo inmaviles en la prueba de nado forzado (9). Oos
de |as fases del ciclo estral de la rata, caracterizadas
por altos niveles de estradiol y progesterona (22), y la
progesterona aplicada por via sistémica, disminuyen
significativamente la duracidn total de la inmovilidad de
manera dosis-dependiente en la prueba de nado
forzado (38). De igual manera, a lo largo del ciclo estral
es maxima la frecuencia de disparo neuronal del niicieo
septal lateral de |a rata durante ia fase de proestro (11)
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CUADRO 1
Efectos conductuales del neuroasteroide progesterona en diferentes imodcelos animales para el estudio experimental da |a
ansiedad y la depresion

Estugios conductuales en animaies

Referencia

ACCIONES ANSIOLITICAS

v el labennto de brazos elevanos

- Lu progesleruna y sus melazoiitos reduecen la ansiedad evaluada an el modelo de cnterrinnento defensivo th.6,14)

- En la rata hemora la alopregonanoiuna y la progeslerona a allas dosis (10 ug) procuce sedaclon. efecto que ' 15} |
. es blogueado por fa administracion de picrotoxina. | |
| . Reduccion de la ansiedad en 1a prueba de enterramiento delfensivo en ralas Jde 14 uias de gestacion i (48 |
- Las ratas hembras en la fase de proeslro muesltran una menor ansiedad en pruebas conductuales. A U 0 P T
- La adminislracion exogena de progesterona reduce los niveles de ansicdad evaluada en lo prueba de conllicla. ! (53
; i e 4 n | 1
ACCIONES ANTIDEPRESIVAS : |
] H
- La aplicacion de progesterona por via sisiemica deciementa la duracion total de la inmovilidad en 1a prucha 139)
de nado forzado.
- Ratas en proestro-astro. disminuyen el tiempo total de inmovilidad en la proeba de nadu foreado. 9
- La micrainyeccion de progesicrona ntra-seplal disminuye el kempo total de inmovilidad en la prueba
de nado forzado, de manera similar al antidepresivo imipramina. .
- La inyeccion subcutanea de progesterona durante 4 dias reduce la duracion wotal de la (3)
mmovilidad on la proeba de suspension de la cola en ralones evarneclomizadas.

‘Conlreras et al (fatos no noblinacos!

Esta es une accion semegjanie a la que producen
diversos farmaceos antidepresivos gue son clinicamente
aficaces (8.10). Las acciones ansioliticas y antidepresi-
vas del tricichico desmelilimipramina son dependientes
de ia fase dei ciclo estral (9,17], 10 cual sugiere que
estos farmacos estan interactuando, probablemente,
cen la progeslerona al igqual que sobre el sistema
GABA,/benzodiacepina (17).

Estos estudios apoyan |a observacion de que algunos
trastornos conductuales parecen estar relacionados con
lus cambios en los miveles hormonales. como |a
depresion postparto y la tension premenstrual. Una de
ias caracteristicas comunes de estos sindromes, radica
2n que los niveles plasmaticos minimos de estradiol y
de progesterona se correlacionan conductualmente con
estados transitorios de ansiedad y depresidn (26, 47).
En efeclo, algunos de los episodios caraclerizados por
distrés fisico, irritabilidad y cambios psicologicos o de
conducta que ocasionan problemas en las relaciones
nerpersonales o nlerlersncia con (2s actividades
normaies, han sido observacos al finai e la fase iulea
ael ciclo menstrual Estos estados pueden estar exa-
cerbados por olros sintomas clinicos, como las cetaleas,
la fatiga, el edema, mcluyendao las alteraciones dsl es-
tado de animo, la ansiecad, la bulimia, el abuso de sus-
lancias toxicas, e incluso los estados psicéticos (13,
47.50). Por ¢llo se supone que las hormonas gonadales
esleroidales intervienen cn ia etiologia de diversos tras-
tornos alectivos, debido a que las mujeres de cualquier
cdad corren mas riesgo de padecerlus que los hombres
Los estudios sobre el trastorno depresive mayor indi-
can que la prevalenctd en ia poblacion adulta en gene-
ral, es del 10 al 25% en las mujeres y del 5 a 12% an los
homores (49). Esta alta incidencia de depresion en as
mujeres se ha atribuido a las fluctuaciones de los
eslados endocnnos. Se ha observado que la placidez

s
o

v la mejoria del estado de animo de las mujeres
embarazadas, coincide con niveles ¢levados du pio-
gesterona y de otras hormonas. Por el contraria, ¢n o
puerperno, cuando las hormonas disminuyen diastica-
mente. es comun que se presente la depresion poslpar-
o (25). La depresion mayor postparto es relativamente
comun, con una prevalencia de 10 a 15%. v sus siGnos
y sinfomas son iguales a los de la depresion mayor no
asociada con la gestacion (57) Por lo anterior se cree
gue las hormonas gonadales pueden contrnibuir a 13 in-
tensidad y a ia aparicion de alleraciones alectivas
Las mujeres que presentan cuadros depresivos du-
ranle fa menouausiAa o sindrome |1remenslmat mejoran
de sus sintomas al ser tratadas con estradio! (26,37) v
con progestercna (13). Hace tiempo que Freeman y
colaboradores (21) observaron que 1a administracion
por via oral de 1200 mg de progesterona disminuye (s
sintcmas de ansiedad, depresion y estrés en las
mujeres con sindrome premenstrual. Se ha determinaan
que varios de los farmacos que promueven la actividad
serotonergica son efectivos en el tratamiento del so-
drome premenstrual. 1o que suglere que este neure
transmisor. gue supuestamente parucipa en la etiolngia
del trastorno depresivo, tambien inlerviene en algunus
de los sinlomas premenstruales (47), Por medio de
tecnicas de radioinmuncensayo se ha observado que
se reducen los niveles sanguineos de serolonina en las
mujeres que padecen el sindrome premenstrual (50,
lo cual sugiere que la neurotransmision serotonérgica
puede estar relacionada con algunos camuius en ids
concentraciones sanguineas de las hormonas gonada.cs

Conclusiones y comentarios

La progeslerona aclua por lo menos sebre el genoma
y en otras areas no genomicas. como es el caso de I



memtirana neurenal La pogesterona gjeree diversas
funciones neuronales, ademas de su conocida partici-
pacién en la reproduccion. Es una sustancia que se
sinteliza en diversas estructuras del cerebro, como lo
demuestiran sus acciones relacionadas con la conducta
y, de manera particular, con los estados de animo, por
medio de los mecanismos en los que interviene el
complejo de receptores GABA,/benzodiacepina/Cl,
entre otros. Por esta razon se puede sugerir que las
acciones de la progesteronas modulan la expresion de
las conductas relaciocnadas con la ansiedad y con los
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comunicacion quimica en ratas
y ratones de laboratorio.

Ana G. Gutiérrez-Garcia, Carlos M. Contreras.

Revision

Laboratorio de Neurofarmacologia, Instituto de Neuroetologia, Universidad Veracruzana e Instituto de
Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México. Xalapa, Veracruz, México.

RESUMEN.

La comunicacion quimica a través de las
feromonas, es fundamental para las relaciones
intraespecificas. Estas sustancias son particularmente
importantes para promover la reproduccion, el
apareamiento, la inhibicion o el desencadenamiento
del comportamiento agresivo, la identificacion entre
grupos y entre individuos, la organizacion social, el
marcaje territorial y el miedo, entre otras pautas
conductuales. Diversos estudios han determinado
que la presencia de sustancias de naturaleza volatil
en la orina de ratas, satisfacen los criterios de
feromonas, en tanto que: a) tienen efectos
conductuales inmediatos y no atribuibles a otro
estimulo sensorial; b) son sustancias especie-
especificas; ¢) existe minima influencia de la
experiencia; d) indican el estado social y
reproductivo de quien las produce y secreta; y €)
las ratas o ratones expuestos al olor de
conespecificos estresados muestran aversion por el
origen del olor. El estudio de las sefiales quimicas
constituye una herramienta fundamental para
investigar los aspectos morfoldgicos, fisiolégicos y

bioquimicos de los receptores olfatorios, el
mecanismo para el procesamiento de la informacion
odorifera, asi como el estudio de las distintas
conductas y cambios endocrinos asociados a la
comunicacion feromonal, todo lo cual hasta hace
relativamente poco tiempo se asociaba a ciertas
pautas conductuales presentes solo en los insectos.
La evidencia ha indicado con claridad que las
feromonas también estan presentes en los mamiferos,
incluido el humano, un hecho que abre expectativas
que aguardan ser exploradas para explicar pautas
de comportamiento en practicamente todas las
especies de animales.

(Rev Biomed 2002; 13:189-209)

Palabras clave: feromonas, sistema olfativo,
organo vomeronasal, olores aversivos, roedores.
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is basic for intraspecific relationships. These
substances are particularly important for provoking
reproduction, mating, inhibition or induction of
aggressive behavior, group and individual
recognition, social organization, delimitation of
territory, fear and stress, among other behavioral
patterns. Diverse studies have determined that the
presence of volatile substances in the urine of rats,
satisfies feromonal criteria, since: 1) they produce
immediate behavioral effects not attributable to any
other sensorial stimulus; b) they are species-specific
substances; c¢) there is minimum influence from
experience; d) they indicate the social and
reproductive state of whoever produces and secretes
them; and ¢) aversion is produced in rats or mice
exposed to the odor of their stressed conspecific.
The study of the chemical signals constitutes a
fundamental tool for the research of morphological,
physiological and biochemical aspects of olfactory
receptors, the mechanism for the processing of
odoriferous information, as well as the study of
different behavioral patterns and endocrine changes
associated with feromonal communication, which
until recently were associated with certain behavioral
patterns only displayed by insects. The evidence
has clearly indicated that feromones are also present
in mammals, including human beings, a fact that
leads to expectations remaining to be explored in
order to explain behavioral patterns in practically
all amimal species. (Rev Biomed 2002; 13:189-209)

Key words: Feromones, olfactory system,
vomeronasal organ, aversive odors, rodents.

Introduccién.

Las relaciones sociales que se establecen entre
individuos de la misma especie o de especies
distintas son interdependientes y permiten el
intercambio de informacién mediante complejos
sistemas de sefializacion, con el objeto de satisfacer
sus necesidades basicas y asegurar la sobrevivencia
tanto de los individuos como de las especies. De
manera particular, las sefiales quimicas son ftiles

Revista Biomédica

en la comunicacion intra e interespecifica.

Hace mas de cuarenta afios, Karlson y
Luscher, después de diversos estudios en insectos,
acufiaron el término de feromona para referirse a
algunas sustancias quimicas que son excretadas al
ambiente por un organismo y que tienen como
funcién crear vinculos de comunicacion
intraespecifica. Este concepto incluye las sefiales
quimicas especie especificas, las cuales provocan
un comportamiento claro e inmediato; estos
compuestos tienen efectos Gnicos en el sentido de
que sus influencias sobre el comportamiento no
pueden ser atribuidas a un alertamiento inespecifico
(1). Las sefiales quimicas son empleadas no sélo
por los animales mas primitivos en la escala
filogénetica, sino también en los mds
evolucionados, como los primates, incluyendo al
hombre. Tampoco son de dominio exclusivo de los
animales; el reino vegetal también las posee, en
donde reciben el nombre de fitohormonas.

Generalmente en los estudios que se han
llevado a cabo sobre las sefiales semioquimicas en
mamiferos, las feromonas se han implicado en el
comportamiento sexual y reproductivo,
demostrando por ejemplo, que el olor de un ratén
macho puede bloquear la gestacién de un ratén
hembra, o bien que existen olores que producen
sincronizacién de los ciclos estrales de ratones
hembras, lo cual posiblemente explique también la
sincronia de los ciclos menstruales en el ser humano
(2,3). Sin embargo, existen otras funciones
atribuidas a las feromonas, como lo es el
reconocimiento especifico de individuos de la
misma especie 0 camada, o bien la delimitacion del
territorio o el nivel jerdrquico de dominancia.
Asimismo, se ha demostrado la presencia de
sustancias que son liberadas en la orina y heces del
raton, las cuales pueden estimular o inhibir la
actividad general de otras ratas (4). En otros
estudios ¢l origen del olor de ratones estresados
ha sido obtenido de glandulas sudoriparas de las
patas, piel, o bien, del epitelio respiratorio el cual
puede liberar volatiles hacia la sangre o hacia el
medio exterior (5) y modificar el comportamiento
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de los animales que son expuestos a dichos olores.
En esta revision vamos a considerar, brevemente,
los sistemas de comunicacion quimica que utilizan
principalmente las ratas y ratones estudiados en el
laboratorio experimental. Se expondran algunos
ejemplos de los principales comportamientos
influenciados por feromonas y su relevancia en las
interacciones sociales que se establecen entre
individuos de la misma especie, lo cual podria
explicar algunas pautas de comportamiento
observadas en practicamente todas las especies de
animales, incluido el humano.

Semioquimica.

Las interacciones y la organizacion social entre
los individuos de una misma especie, se relacionan
con la eficacia de los mecanismos de comunicacion
que utilizan, como por ejemplo la visual, la tactil o
la quimica. De manera particular, la comunicacion
quimica es fundamental en las interacciones sociales
entre los individuos (6), ya que el olfato constituye
un sistema sensorial capaz de afectar de manera
directa la fisiologia o conducta de otros individuos,
por medio de un lenguaje de comunicacion
determinado por los sentidos quimicos. Asi, la
comunicacion animal es un proceso complejo,
moldeado filogenéticamente y vinculado al
desarrollo anatémico y fisiolégico de la especie,
de tal manera que un organismo debe ser capaz de
diferenciar en un entorno heterogéneo sefiales
relevantes para su sobrevivencia.

A diferentes niveles de la escala evolutiva, el
olfato es un sistema sensorial predominante en
torno al cual se integran complejas interacciones
conductuales determinadas ya sea genéticamente,
o bien, adquiridas mediante la experiencia y el
aprendizaje, como la bisqueda, la aceptacion, o el
rechazo de alimento, la predacion, las reacciones
de huida, el comportamiento sexual y las relaciones
sociales, entre otras (7).

Una de las mas recientes aproximaciones al
estudio del comportamiento social y la
comunicacién quimica entre mamiferos, es
denominada semioquimica (6). Este término (del
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griego semeion, seilal) se refiere a aquellos
compuestos o mezclas de compuestos que poseen
informacién y que median interacciones entre
organismos en el medio natural que comparten y
que pueden afectar la fisiologia y la conducta de
los mismos (8). Dentro de las moléculas
consideradas quimiosensoriales, las feromonas
constituyen sélo una categoria y juegan un papel
fundamental en las relaciones etologicas entre los
individuos. El término feromona (9) hace referencia
especificamente a las interacciones semioquimicas
que ocurren entre organismos de la misma especie,
los cuales liberan compuestos hacia el ambiente en
respuesta a sefiales quimicas y/o fisicas (del griego,
pherein, transportar, y de la terminacion de la
palabra hormon, excitar). Son ejemplos de
feromonas las sustancias odoriferas que muchos
mamiferos depositan con su orina o con secreciones
glandulares para marcar su territorio, o bien, para
proporcionar informacion sobre su estado
reproductivo. La mayoria de las feromonas son
detectadas mediante el olfato, pero algunas otras
son ingeridas o absorbidas por medio de la piel
(10), la cual contiene una serie de glandulas cuya
secrecién se encuentra involucrada en la
comunicacion quimica de muchas especies de
animales incluyendo el humano (11). Es decir, los
mamiferos liberan a su medio ambiente una amplia
variedad de olores a través de sus productos de
excrecion, que tienen valor de sefializacién. En los
roedores, por ejemplo, la mayor fuente de
feromonas es la orina (12), la cual, dependiendo
de su composicion y disposicién en el ambiente
puede actuar como feromona promotora,
liberadora o alarmogéna.

Aunque el término de feromona fue
inicialmente aplicado ¢ identificado en los insectos,
algunos de los estudios mas recientes muestran que
estos compuestos modifican el comportamiento de
diversos organismos, desde los protozoarios hasta
el hombre (13). Dentro de la primera clasificacion
de las feromonas se contaba con aquellas llamadas
feromonas liberadoras (“releaser”), las cuales
provocan una respuesta primariamente conductual
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instantanea y temporal en otro individuo de la
misma especie. Asi, existen algunos olores
corporales que llevan al animal receptor a evitar o
alejarse del sitio donde fue depositada la sustancia;
mientras que las feromonas llamadas promotoras
(“primer’), pueden ser producidas por uno o mas
individuos y provocar respuestas lentas que
involucran cambios en los estados por ejemplo,
endocrinos, en el desarrollo y en el
comportamiento.

Afios después, en 1968 Bronson (13) propuso
el término de seflaladores quimicos,
especificamente para referirse a la comunicacion
quimica entre roedores, en lugar del término
feromonas liberadoras, ya que sugirié que dicho
término denotaba una rigidez conceptual que
probablemente no se aplique a los mamiferos, en
los cuales las sefiales quimicas son menos claras y
las respuestas conductuales no se distinguen de
acuerdo a la definicion clasica. Estas feromonas
de sefializacion en los roedores han sido
relacionadas con la agresion, el apareamiento, el
reconocimiento de conespecificos, el status social,
la territorialidad, el cuidado parental y otras
funciones vitales durante las interacciones sociales
que se establecen entre individuos de la misma
especie (12-17). Otro tipo de feromonas que han
sido detectadas en los roedores y en otras especies,
son las llamadas alarmégenas, las cuales producen
respuestas rapidas de excitaciéon general
acompafiada de comportamientos de escape o de
defensa (18).

Como era de esperarse, un compuesto o
mezcla de compuestos puede pertenecer a mas de
una categoria de semioquimicos y actuar como
feromona liberadora, promotora o alarmégena. Es
decir, en condiciones naturales, las feromonas rara
vez son secretadas en ausencia de otras sefiales
sensoriales, y nunca actuan fuera de un contexto
ambiental. Por tanto, para que la comunicacion
quimica resulte efectiva, es necesario que se
encuentren presentes una serie de factores fisicos,
sociales y ambientales (19). Por ejemplo, dos
compuestos ampliamente reconocidos en el raton
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macho (Mus domesticus), €l dehidro-exo-
brevicomin y el 2-sec-butil-4,5-dihidrotiazol, han
sido implicados tanto en la sincronizacion del estro
y en la aceleracién de la pubertad, como en el
comportamiento social y agonistico, actuando
como inductores de la agresion entre machos; su
efecto sobre el comportamiento quizés asi depende
del contexto social en el que ocurre la exposicion
semioquimica. Adicionalmente, cada uno de los dos
compuestos antes mencionados es biologicamente
activo por separado, pero los dos se tornan
relativamente mas activos cuando se utilizan juntos,
es decir, producen un efecto sinérgico sobre el
comportamiento (12, 20-22).

Quimica de las feromonas en roedores.

En los roedores es posible clasificar a las
feromonas en funcion de su estructura quimica, de
sus propiedades fisicas, del tipo de glandula y
organo donde son producidas, por la familia
bioldgica donde se encuentran o bien, por su
funcién ya sea conductual o fisiologica. Ademas,
existen algunos mecanismos por medio de los
cuales la sefial feromonal puede hacerse mucho mas
especifica y efectiva, ya sea ajustando el tiempo
de desvanecimiento de la seilal, por expansion del
espacio activo, mediante el concurso de varias
glandulas exdcrinas o de una mezcla de feromonas
provenientes de la misma glandula, cambiando las
condiciones ambientales en que se da e incluso
variando la concentracion o la duracién de la sefial
(13).

Algunas sustancias como la 2-heptanona y
otras cetonas ciclicas de volatilidad semejante, han
sido encontradas en muchas especies de insectos.
Cuando estos compuestos y sus analogos son
bioensayados en cuanto a su capacidad
desencadenante de un comportamiento dado, el
umbral de percepcion -concentracidn minima-
requerida para inducir una respuesta, esta en el
orden de 107 a 10" moléculas por centimetro
cibico de aire. Para ser efectivas y comunicar los
riesgos en el momento preciso, estas feromonas
de alarma deben: a) ser moléculas volatiles con un
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peso de 100 a 200 KD; b) su espacio de actividad
moderadamente pequeiio (10 cm); y, ¢) su
expansion y ocaso, de tan solo unos minutos (23).
De esta manera, alrededor de veinte sustancias
elaboradas por insectos se han estimado como
feromonas de alarma, se trata de cetonas de 6-8
carbonos o ésteres (24).

La identificacion quimica de los mensajeros
quimicos en las secreciones, se ha efectuado
utilizando la combinacion de cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas, como
un sistema de gran sensibilidad y alto poder
resolutivo (25). La cromatografia de gases
representa un medio adecuado para la separacion,
caracterizacion y cuantificacion de las complejas
mezclas orgéanicas encontradas en los extractos de
tejidos. Esta técnica tiene un gran poder para la
separacion y estimacion de las concentraciones de
los componentes de mezclas complejas; mientras
que la espectrometria de masas tiene una gran
capacidad para la identificacion estructural de esos
compuestos (6).

Especialmente, la orina del raton contiene
numerosas sustancias volatiles, la unicidad
estructural de estas sustancias reside en su actividad
optica la cual a su vez esta relacionada con su
actividad biologica (17). Esta observacion es
relevante, dado que una de las hipdtesis que intenta
explicar la forma en que las sustancias odoriferas
actian en el individuo receptor se establece a través
de la teoria molecular o sitio esteroquimico. Es
decir, las moléculas estimulantes tienen una forma
determinada, la cual se fija dentro de un sitio
receptor complementario del érgano olfatorio
(teoria de Amoore). Novotny y colaboradores
(12,17) han propuesto que la estereoespecificidad
de la percepcion del olor, depende de la selectividad
enantiomera de la feromona, lo cual puede deberse,
por ejemplo, a un isomero optico individual del 3 4-
dehidro-exo-brevicomin (en presencia de un 2-sec-
butildihidrotiazol racémico); estas feromonas han
sido bioensayadas en pruebas conductuales,
demostrandose que ambas actian sinérgicamente
para promover comportamientos sociales y
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reproductivos (22).

Otros semioquimicos identificados en la orina
del raton, son aquellos que desempefian un papel
relevante como sefialadores de dominancia
asociada a la agresion y territorialidad (22). El
contenido de dos compuestos identificados como
terpénicos muestra un incremento dramético en la
orina sélo de ratones dominantes, comparado con
los subordinados; estas sustancias han sido
descritas como a-farneseno y B-farneseno (20).
Estos farnesenos estan ausentes en la vesicula
urinaria; sin embargo, son los mayores
componentes volatiles de la matriz lipidica de la
glandula prepucial del raton; mientras que el 3,4-
dehidro-exo-brevicomin y el 2-sec-
butildihidrotiazol son abundantes en la vesicula
urinaria. La combinacion de la secrecion de la
vesicula urinaria y de la glandula prepucial resulta
mas efectiva para promover la agresividad de los
animales dominantes o de aquellos que han sido
entrenados para luchar en modelos de agresion
(12).

Si bien el origen biosintético de las feromonas
no estd aun claro, parece existir una similitud
estructural entre algunos compuestos aislados e
identificados en las plantas y los compuestos
volatiles encontrados en la orina de los ratones.
Es posible preguntarse, entonces, si existe una
cierta secuencia evolutiva de las semejanzas
estructurales entre los compuestos hallados en
ambas especies, incluyendo a los insectos. Por
ejemplo, algunas de las sustancias volatiles que
confieren a las plantas y flores gran parte de su
fragancia son miembros de los compuestos
llamados terpenos. De hecho, el término terpeno
es derivado de trementina, un liquido volatil
obtenido de los pinos. Ademas, es reconocido que
algunos de estos compuestos excretados por
plantas repelen a los insectos y por consiguiente
actuan protegiendo a las mismas plantas (26). En
el ratdn, los farnesenos identificados por Novotny
y colaboradores parecen actuar como
semioquimicos aversivos para los animales
subordinados (22).
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El papel que los semioquimicos desempeiian
en la comunicacién quimica en diferentes especies
de animales posee una significancia biolégica
relevante para entender muchas pautas de
comportamiento, ademas de la habilidad que posee
el organo vomeronasal para reconocer dichas
moléculas y procesar esa informacién que
finalmente desencadenara una respuesta conductual
ligada a la comunicacién feromonal.

Recepcién de las sefiales quimicas.

La comunicacién quimica involucra tanto la
produccion como la recepcion de las seiiales
quimicas (13). En los mamiferos, la percepcion
sensorial olfatoria esta mediada anatomica y
funcionalmente por dos distintos dérganos
sensoriales: el epitelio olfativo principal y el 6rgano
vomeronasal (27). De manera particular, se ha
sugerido que las feromonas son detectadas a través
del 6rgano vomeronasal. Este 6rgano contiene
receptores acoplados a la familia de las proteinas
G. Cada receptor tiene 7 dominios
transmembranales, localizados sobre las
microvellosidades de neuronas olfativas sensoriales
bipolares, las cuales permiten el anélisis molecular
de distintas feromonas volatiles y no volatiles (28).
Los receptores vomeronasales activan la
fosfolipasa, la cual a su vez genera 1,4,5-trifosfato
de inositol (IP3) (29). Estos segundos mensajeros
abren los canales de Ca®* 0 Na* y modulan los
niveles intracelulares libres de Ca?', todo lo cual
promueve la comunicacion sinaptica desde el axén
de la neurona vomeronasal hasta el bulbo olfatorio
accesorio (30).

En la rata, la estimulacién del érgano
vomeronasal con preparados de orina de macho,
induce la activacion de los subtipos de proteinas
G (Gi y Gs), asi como una acumulacién de IP3
(29); la estimulacion con una molécula volatil
lipofilica es capaz de activar sdlo a las proteinas
Gi, en tanto que la activacion de la proteina Gs se
ve facilitada por la globulina alfa-2, una proteina
lipocalina presente en la orina de la rata (31), lo
que significa que existen receptores selectivos para
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cada una de las posibles moléculas odoriferas
presentes en la orina de los roedores. Incluso seis
feromonas que han sido detectadas en la orina de
ratones, como la 2,5 dimetilpirazina, el 2-sec-butil-
4,5-dihidrotiazol, el 2,3-dehidro-exo-brevicomin,
los farnesenos E E--farneseno y el E, -farneseno,
la 2-heptanona- y la 6-hidroxi-6-metil-3-heptanona,
provocan respuestas excitatorias s6lo en neuronas
vomeronasales con lo cual se genera un potencial
de accion que se asocia a la entrada de Ca*'.
Notablemente, se requiere de una cantidad muy
baja del sustrato para activar a los receptores
vomeronasales que responden a estas sustancias
(10" M), lo cual indica la gran sensibilidad del
organo vomeronasal para detectar feromonas
presentes en la orina de ratones (32). De esta
manera, s¢ han detectado dos familias de receptores
vomeronasales (VIR y V2R) los cuales estan
acoplados a la familia de las proteinas Gai2 y Gao,
respectivamente. Los receptores VIRs se localizan
en la porcion apical del érgano vomeronasal,
mientras que los V2Rs se encuentran expresados
en la porcién basal de este 6rgano. Asi, se ha
sugerido que las sefiales semioquimicas de la
hembra activan preferencialmente a los receptores
VIR del ratén macho (29).

Por otro lado, durante mucho tiempo se
considerd inexistente el érgano vomeronasal en
los humanos (33) y aunque todavia existe
incertidumbre de que este 6rgano en el humano
detecte feromonas, es muy posible que esa sea su
funcion. Se han recabado evidencias que indican
que el 6rgano vomeronasal esta presente en la
mayoria, si no es que en todos los humanos.
Garcia-Velasco y Mondragén (34) examinaron la
mucosa olfativa de 1000 pacientes durante
reconstrucciones quirurgicas de la nariz y
encontraron 0rganos vomeronasales en todos los
casos. Igualmente, Moran y colaboradores (35)
reportaron la presencia de residuos vomeronasales
en 200 sujetos, hombres y mujeres de diferentes
edades y razas. El andlisis ultraestructural del
organo vomeronasal realizado en fetos, cadaveres
y en pacientes que se sometieron a cirugia plastica,
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reveld la presencia de dos elementos receptores
potenciales que posiblemente constituyen un
sistema de deteccion feromonal en los humanos
(36). Por otro lado, la administraciéon de una
vomeroferina a humanos sanos, llamada PDD
(pregna-4,20-diona-3,6-diona), a concentraciones
de 107'° a 10* M, decrementa el ritmo de la
respiracion y de la frecuencia cardiaca, al tiempo
que se registra un aumento de las ondas cerebrales
alfa del electroencefalograma, indicando que el
sujeto se encuentra en un estado de relajacion.
Ademas, se observo un decremento significativo
de la hormona luteinizante y de la hormona foliculo
estimulante en el plasma de los sujetos que
participaron en dicho estudio (37). Finalmente,
Bulger y colaboradores (38) describieron dos genes
humanos muy parecidos a los responsables de la
sintesis de las proteinas receptoras del érgano
vomeronasal de las ratas, el lugar donde se acoplan
las feromonas. Asimismo, se ha demostrado que
existen ciertos cambios de voltaje en las células
del 6rgano vomeronasal humano, cuando al hombre
se le somete a una feromona femenina y viceversa
(39). Estos hallazgos permiten suponer la existencia
de una posible via funcional vomeronasal-hipéfisis
en adultos humanos y se ha sugerido que tal vez
sea posible crear medicamentos que tengan un
efecto directo sobre el 6rgano vomeronasal. Al
respecto, este grupo de investigadores apoyan la
idea de que los compuestos que actian sobre el
organo vomeronasal podrian algin dia emplearse
en lugar de los medicamentos que se usan ahora
para reducir la testosterona en enfermos de cancer
de prostata, o de los que disminuyen la hormona
luteinizante y la testosterona en las mujeres que
padecen de ovarios poliquisticos. Asimismo,
consideran que el uso de las llamadas
vomeroferinas podrian rociarse directamente en el
organo vomeronasal para el tratamiento de
trastornos emocionales como la ansiedad
generalizada, ya que inducen un estado inmediato
de relajacion (37,39,40,41). Estas evidencias,
soportan la idea de que esta estructura no ha
involucionado y muy posiblemente constituya un
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sistema de comunicacién feromonal en los humanos
(42).

Efectos de la comunicaciéon feromonal en
ratas y ratones estudiados en el laboratorio
experimental.

En el ratén doméstico Mus musculus, los
mensajeros quimicos parecen jugar un papel
relevante en el comportamiento social y
reproductivo (20). Aunque se ha determinado que
esta especie de raton tiene diferentes fuentes
potenciales y conocidas de mensajeros quimicos
provenientes de diversas glandulas, la orina
constituye una de las fuentes de feromonas mas
rica y estudiada. La sincronizacién del estro (43),
la aceleracion de la pubertad (44), el bloqueo de la
fecundacion (45), el reconocimiento entre grupos
¢ individuos (46), la agresién (47), el miedo y el
estrés (7,14), la histocompatibilidad relacionada
con la preferencia al apareamiento (48), entre
otros, parecen estar bien documentados y
relacionados con la orina como una fuente de
informacion quimica que modula la comunicacion
intraespecifica en los roedores (20).

Comunicacién feromonal en la conducta
reproductiva de ratas y ratones.

En los ratones han sido descritos
fundamentalmente cuatro efectos directamente
relacionados con la reproduccion, los cuales son
facilitados por medio de la orina que actia a su
vez como un vehiculo de la feromona promotora
y que va a actuar sobre el sistema enddcrino del
individuo receptor.

Desde hace tiempo se conoce que cuando se
alojan juntos cuatro o mas ratones hembras, en
ausencia de machos, sus ciclos de estro se vuelven
irregulares, se reducen y a la larga se detienen. A
este fendmeno se le conoce como efecto Lee-Boot
(49). Si este grupo de hembras es expuesto al olor
de un macho o, especificamente, de su orina, sus
ciclos estrales comienzan de nuevo, y tienden
ademas a sincronizarse. A este fendmeno se le da
el nombre de efecto Whitten (43). Ademas, si la
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orina del macho, en una dosis de 0.3 mL por dia
durante ocho dias es aplicada en la narina de una
hembra, el peso de su utero se duplica (50), lo que
significa que la comunicacion feromonal del macho
induce cambios fisiologicos en el sistema
reproductivo de la hembra.

Otro fendmeno provocado por feromonas, es
el efecto Vandenbergh, que consiste en el
aceleramiento del inicio de la pubertad de un raton
hembra inducido por la sola presencia del olor de
un ratén macho (43). Incluso, si se les aplican dosis
diarias de 0.001 mL de orina de macho a hembras,
se induce aceleracion de la pubertad y dicho efecto
no se pierde en una dilucion de 1:100,000; lo que
indica, que la sefial quimica es activa aiin a
concentraciones muy bajas (51). Por otro lado, el
efecto Bruce (45,52) es un fenémeno que tiene
lugar cuando una ratona recién prefiada encuentra
un raton macho distinto de aquel con el que copulo,
entonces es muy probable que sufra una
interrupcion de la gestacion. Este efecto es
provocado también por una sustancia presente en
la orina de machos intactos pero no en la de
aquellos que fueron castrados.

Tanto los efectos Whitten como Vandenbergh
son supuestamente provocados por una feromona
presente s6lo en la orina de los machos adultos
intactos, ya que la orina de un macho joven o
castrado no tiene estos efectos. Lo que se demostro
cuando la feromona aceleradora de la pubertad fue
encontrada de nuevo en la orina de machos
castrados, 60 h después de la aplicacion de 1.0 mg
de propionato de testosterona. Asimismo, la orina
de ratonas, que normalmente es inactiva, adquiere
actividad feromonal cuando son inyectadas con
testosterona (53). Pareciera entonces, que la
produccion de feromonas requiere de la presencia
de testosterona. Sin embargo, cuando a ratones
machos castrados se les extirpa el 6rgano
vomeronasal no es posible desencadenar los efectos
Lee-Boot, Whitten o Bruce a pesar de
administrarles propionato de testosterona (54, 55),
lo que indica claramente la participacion del olfato
en el proceso.
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En las ratas macho y ratones, la glandula
prepucial es la responsable de los olores en la orina
que resultan atractivos para las hembras (56-58).
Esta glandula es muy sensible a los androgenos y
se dilata de manera sobresaliente cuando se
aproxima la madurez sexual (59). Las fracciones
lipidicas de las secreciones de la glandula prepucial
contienen alquilacetatos, los cuales son atractivos
para las ratas hembras; mientras que el
dimetildisulfide y el dimetillsulfito, también
presentes en extractos de tejido prepucial, son
compuestos atractivos solo para las ratas y ratones
macho (6); pero, los ratones hembras gestantes no
son atraidos por los olores prepuciales de los
machos (60). Esto es de gran relevancia biologica,
ya que la orina del ratén macho contiene una
feromona promotora, la 2,5-dimetilpirazina, la cual
bloquea la fecundacién Esta misma sustancia se
encuentra ausente en hembras durante la gestacion
y la lactancia, pero su contenido urinario
incrementa significativamente en un grupo de
ratonas cuando viven juntas, en ausencia de un
macho (16).

Comunicacion feromonal en la agresion y
territorialidad en ratas y ratones.

El raton doméstico macho Mus musculus y
otras cepas de ratones como la C57BL/6J se
caracterizan por ser extremadamente agresivos y
territoriales (22, 61). La posibilidad de la conducta
agresiva existe siempre y cuando los intereses de
dos o mas individuos entran en conflicto. La
agresividad de un raton puede ser facilmente
inducida en ¢l laboratorio experimental por medio
de un modelo de agresiéon denominado “intruso-
residente” (61). El procedimiento metodolégico
empleado en este modelo, consiste en que a uno
de los machos se le permite el acceso exclusivo a
un territorio de vivienda. El concepto de territorio
hace referencia a aquel espacio que el animal ha
reservado para si, en donde se restringe su
comportamiento y cuyos limites son rigidamente
defendidos contra cualquier “intruso”
conespecifico que intente sobrepasarlos (62). Al
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estudiar colonias de ratones, se ha observado que
a pesar de las grandes densidades que llegan a tener
las poblaciones de ratones en ciertas areas, el
numero de territorios permanece constante, lo cual
obliga a los ratones jovenes a la migracion, pues
cada territorio usualmente esta constituido por
varias hembras en edad reproductiva y sus crias,
algunos machos subordinados y de un sélo macho
territorial dominante sobre todos ellos (63). La
comunicacion intraespecifica modulada por medio
del marcaje urinario tiene funciones potenciales
para mantener estos status sociales dentro del
grupo asi como la interaccion entre sus
conespecificos.

Novotny y colaboradores (12, 17, 21)
determinaron la presencia de dos compuestos
volatiles, los terpenos E, E-alfa y el E-beta
farneseno en la orina de ratones macho dominantes.
Al parecer estos dos compuestos desempefian un
papel importante en el marcaje territorial. Los
machos subordinados escapan de las secciones del
area de un campo abierto que ha sido marcado con
estos terpenos provenientes de la orina de un
macho dominante. Por lo cual se ha sugerido, que
estos farnesenos pueden ser considerados como
candidatos semioquimicos urinarios potenciales
para modular el comportamiento social y territorial
dentro del grupo y muy posiblemente estén
actuando como sefialadores aversivos para los
ratones sumisos o subordinados (22).

El comportamiento del marcaje territorial por
medio de la orina parece ser dependiente del status
social del macho, de su nivel de testosterona y de
un Organo vomeronasal intacto. Por ejemplo,
cuando se extirpa el érgano vomeronasal se
suprime totalmente la conducta agresiva de los
ratones machos forzados a luchar en el modelo
intruso-residente (64-66). Asimismo, el
comportamiento agresivo es eliminado por la
ablacion del bulbo olfativo (45), pero se conserva
en el ratéon al que se le han removido
quirurgicamente los ojos o las vibrisas (46). En
consistencia, cuando un grupo de ratas
bulbectomizadas son reunidas para vivir en grupo,
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carecen de respuestas agonisticas espontaneas
tipicas entre los machos, es decir, no establecen
territorialidad, ni luchas ritualizadas en las cuales
deben existir los dos componentes etologicos de
la agresion, la ofensa y la defensa (67), ya que no
despliegan un comportamiento social y no se
observan cicatrices en el cuerpo que indiquen el
antecedente de peleas para establecer jerarquias
(68). Asi, la olfacion parece jugar un papel critico
en el comportamiento social. En concordancia, se
ha determinado un incremento de la actividad del
gen que codifica para la proteina c-fos en el érgano
vomeronasal de animales sometidos a una
confrontacion social (69), lo que es un indicador
de una respuesta local al estrés posiblemente
relacionada con el miedo que cominmente ha sido
asociada con la agresion intraespecifica. Por
ejemplo, Miiller-Valten (14) en 1966 sugirié que
los cambios en el olor corporal entre conespecifcos
deben ser el resultado de las confrontaciones que
tienen en cada contienda (por ejemplo, victoria o
derrota); asi Carr y colaboradores (14)
demostraron que los ratones de la cepa C57BU/6)
prefieren olores de un ratén que resulta victorioso
en una confrontacion que los del perdedor.

Estos resultados indican que la expresion de
la agresion y de aquellos comportamientos que la
acompaiian, son dependientes de la presencia de
un sistema vomeronasal intacto modulado por
feromonas presentes en la orina de ratones (12,17).
En sintesis, existen diversos eventos conductuales
(cuadro 1) que son influenciados por feromonas
(fig. 1) dependientes de un érgano vomeronasal
intacto.

Asi, la comunicacion feromonal en la conducta
reproductiva y social parece estar estrechamente
relacionada con los niveles de androgenos y el
status social de los ratones machos (70,71). Lo
anterior quedé demostrado cuando un grupo de
ratones machos adultos fueron expuestos a otro
grupo de ratones entrenados para pelear por un
periodo de una semana. La orina de los luchadores
entrenados, que en todos los casos fueron
dominantes y la de los derrotados (subordinados),
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Cuadro 1

Compuestos quimicos con actividad feromonal en ratas y ratones, implicados en conductas reproductivas y
sociales dependientes de un sistema vomeronasal intacto,

Compuesto* Origen Funcién como seiial quimica Referencia
2-Heptanona Orina de ratones Aceleracién de la pubertad y prolongacion de 15, 16, 19, 32,
4-Heptatona hembra y machos la duracion del estro (efecto Vandenbergh)

2-Hexanona

2,5-dimetilpirazina  Orina de rata y Inhibicion de la pubertad en hembras 15, 19.
n-pentil acetato raton hembra puberes (Efecto Lee-Boot).

cis-2-acetil penteno

2-sec-butil-4,5- Vejiga urinaria de Actian sinérgicamente para: 19, 21.

dihidrotiazol
2,3-dehidro-exo-
brevicomin
E-E,-a-farneseno

E-B-farneseno

6-hidroxi-6-metil-
3-heptanona

7-exo-etil-5-metil-
6,8-dioxabiciclo
[3.2.1]-3-octeno

ratones machos

Glandula prepucial
de ratones machos

Vejiga urinaria de
ratones machos

Orina de ratones

macho (dependiente

de testosterona)

trans-4-hepten-2-ona Orina de ratones
trans-5-hepten-2-ona hembras

Dihidrofuranos
cis-2-penten-1-il
acetato

2,5 dimetilpirazina Orina de hembras

a)Promover la agresion entre machos
b) Promover la sincronizacion del
estro (efecto Whitten)
c) Aceleracion de la pubertad
(efecto Vandenbergh)
Actian como sefales aversivas para el 12, 19, 22, 32.
raton subordinado, provocando dismi-
nucién del husmeo y de la actividad locomotora.
Marcaje territorial
Aceleracion de la pubertad (efecto Vandenbergh)

Aceleracion de la pubertad 32.
(efecto Vandenbergh)

Aceleracién de la pubertad 20.
(efecto Vandenbergh)

Asociado al ciclo estral. Incrementan su 15,16.
concentracion en etapa de proestro-estro,

en la gestacién y en lactancia.

Se encuentra ausente durante la 16.

gestacion y la lactancia y se reduce
significativamente en el estro
(sustancia inhibitoria).

*Identificados por métodos de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC capilar/MS).

.

Unicamente la orina de los ratones dominantes
acelero el comienzo de la pubertad en las ratonas;
mientras que la orina de los ratones subordinados
careci6 de efectos (72). En otro estudio, se clasifico
a los machos como dominantes, de segundo y

fue aplicada en la narina de ratones hembra puberes.
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tercer grado, y los subordinados. Igualmente se
encontré que la orina de los machos dominantes
provoco aceleracion de la pubertad; los machos
de menor rango tuvieron un efecto intermedio; y
la orina de los machos subordinados no tuvo efecto
para provocar el comienzo de la pubertad en las
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Figura 1.- Estructura quimica de algunos de los compuestos urinarios que poseen actividad semioquimica en el raton
(para mayor informacion, ver 19). Se han identificado algunas cetonas como: a) 2-hexanona, 2-heptanona, 4-heptanona

y € -hidroxi-6-metil-3-heptanona; b) pirazinas como la 2,5-dimetilpirazina; ¢) ésteres como: n-pentil acetato, cis-2-pen-
1-yl acetato; d) algunos terpenos como: E-E-a-farneseno y E-f-fareseno; e) tiazoles como el 2-sec-4,5-dihidrotiazol; y

f) otros como el 3,4-dehidro-exo-brevicomin,

hembras (73). Al respecto, se ha demostrado que
las hembras tienden a evitar aquellas areas donde
se localizan los ratones subordinados o no
agresivos, exhibiendo preferencias por
deposiciones de ratones agresivos o dominantes;
mientras que los machos tienden a evitar olores de
ratones no agresivos (74). Esto sugiere que los
semioquimicos relacionados con el
comportamiento agresivo y la capacidad sexual,
estan relacionados con el funcionamiento testicular;
mismos que las hembras detectan por medio de la
olfacion, lo cual influye decisivamente en sus
preferencias y probablemente en la eleccion de un

compailero sexual.

Los efectos de los factores sociales sobre los
ciclos ovaricos no estadn limitados a los ratones.
Es probable que también el olfato sea un
componente importante en la conducta sexual
humana. Existe al menos un informe clinico sobre
mujeres con ausencia congénita de bulbos
olfatorios que revelo una incidencia notablemente
superior de hipoplasia ovarica (75). Otro sindrome
llamado de Kallman, que se presenta principalmente
en hombres, se caracteriza por hipogonadismo
hipogonadotropico acompaifiado de anosmia (76).
Estos sujetos son estériles y en su caso, su déficit
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sensorial no resulta afectado directamente por las
hormonas, sino mas bien por una afeccion
congénita que bloquea el desarrollo normal tanto
de los bulbos olfatorios como de la funcion
endocrina.

En tanto que, las' mujeres que viven juntas
durante periodos prolongados a la larga sincronizan
sus ciclos menstruales, aquellas que pasan un
tiempo regular en presencia de hombres tienden a
tener ciclos menstruales mas breves que aquellas
que pasan menos tiempo con hombres (2). De
manera particular, los estimulos sociales,
especialmente los que se perciben como
estresantes, pueden influir en los ciclos menstruales
de las mujeres. Por ejemplo, los eventos que
producen tension, desde el inicio de cursos
estudiantiles al encarcelamiento, pueden asociarse
a la suspension de los ciclos menstruales (77). Asi,
un estudio de mujeres premenopdusicas
condenadas a muerte en espera de la ejecucion, se
comprobé que no experimentaban ciclos
menstruales (78). Estas observaciones, sugieren
que durante situaciones estresantes se emiten
estimulos que son percibidos por medio del olfato,
los cuales desencadenan alteraciones en las
funciones fisiolégicas y como consecuencia
cambios en el comportamiento.

Comunicacion feromonal de alarma en ratas de
laboratorio.

Otras funciones que se le han atribuido a las
feromonas en roedores sugieren que el olor de las
ratas de laboratorio, puede influir en la ejecucion
de las pruebas conductuales que se emplean en
diversos paradigmas de aprendizaje. Por ejemplo,
los olores liberados por las ratas durante las fases
de recompensa y de extincién en experimentos de
aprendizaje pueden interferir con la ejecucion de
otro animal subsecuente (79). Morrison y
Ludvingon (80), trabajando con ratas en un
laberinto en “T”, lograron que la eleccién
dependiera de la capacidad para discriminar un
aroma de reforzamiento o de no reforzamiento en
el punto de la eleccion. Si el olor -de existir- es un

Revista Biomédica

estimulo discriminativo, el animal deberia escoger
un corredor particular del laberinto cuando el olor
estuviera presente y recibir reforzamiento por ello.
Los resultados indicaron que solamente aquellos
grupos que tuvieron el olor de ausencia de
recompensa como indicador, mostraron
aprendizaje por discriminacion. Al parecer la
ausencia de reforzamiento tiene asociado consigo
un olor distintivo que el reforzamiento no tiene.
Ademas, parece que el olor del no reforzamiento
es aversivo, y los animales procuran evitarlo.
Collerain y Ludvigson (81) llevaron a cabo una
serie de experimentos que demostraron que las
ratas aprenden a escapar de un compartimento en
el que otra rata ha experimentado ausencia de
reforzamiento, por lo que dieron €l nombre de
“aroma de frustracion” al olor que se produce
durante el no reforzamiento, el cual quiza pueda
tratarse de un sefialador quimico aversivo.

Para que estas sustancias sean reconocidas
como sefialadores aversivos es necesario que exista
un reconocimiento entre individuos, que también
es mediado por sefiales quimicas. Se ha demostrado
que los animales aprenden a temprana edad a
discriminar olfativamente las caracteristicas de sus
conespecificos de una manera analoga a lo que seria
la impresion visual (82). Todrank y colaboradores
(83), han sugerido que las interacciones sociales
entre los individuos que forman un grupo son
necesarias para discriminar olores entre individuos
conocidos. Luego entonces, los ratones forman una
imagen quimica que incluye la distribucion espacial
y ambiental de sustancias quimicas para la
transferencia de informacién entre sus
conespecificos (6), lo cual sugiere que existe una
sensibilizacion del sistema olfatorio a los olores
propios de la especie; de esta manera el adulto
puede reconocer el sexo y el parentesco con otro
sujetos € incorporar en las sefiales que permiten
este reconocimiento otro tipo de pistas tales como
las vocalizaciones ultrasonicas y algunas pautas
conductuales.

Uno de los descubrimientos mds reconocidos
con relacion a las seflales quimicas es que los
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ratones de cepas consanguineas pueden discriminar
olores de ratones que difieren genéticamente en
una region cromosomal ocupada por genes que
también codifican para el sistema inmune (48). Es
decir, el olor que desprende un animal esta
determinado en parte por sus genes. Este complejo
de genes, conocido como Complejo Mayor de
Histocompatibilidad, no sélo comparte funciones
inmunologicas importantes para el reconocimiento
de la superficie de la célula en desarrollo (84), si
no también la fuente de informacién
quimiosensorial presente en la orina que permite a
los ratones identificar a uno u otro como individuo
(85). Esto es, aquellos ratones que difieren
genéticamente solo en una regiéon cromosomica
implicada en funciones inmunoldgicas, se
reconocen unos a otros por el olor, lo que significa
que los genes de histocompatibilidad confieren un
olor caracteristico y por tanto, permiten el
reconcimiento y enriquecimiento del acervo
genético, asi como el reconocimiento de sefiales
especie-especificas. Hayashi y Kimura (86) han
mostrado que en ratones el aprendizaje infantil de
los olores esta asociado a la evitacion del incesto,
es decir, las hembras eluden aparearse con machos
que huelan como sus padres o hermanos. Entonces,
los olores determinados por los genes del complejo
mayor de histocompatibilidad juegan un papel
importante en las interacciones familiares en
muchas especies, incluyendo el humano. La
investigacion reciente ha demostrado el papel que
estos genes desempefian para el reconocimiento
madre-infante en los humanos, lo cual en parte esta
mediado por la olfacién. Ademas de que existe el
reporte de antecedentes de abortos recurrentes
espontdneos en parejas que comparten antigenos
del complejo mayor de histocompatibilidad (85,87).

Asi mismo, es reconocido que las ratas liberan
de manera innata olores que son reconocibles para
sus conespecificos en respuesta a una variedad de
eventos aversivos naturales y no naturales (88,89);
por ejemplo, en respuesta a choques eléctricos en
las patas, las ratas liberan olores que sus
conespecificos son capaces de discriminar de
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aquellos olores de ratas no estresadas (90). Las
ratas de la cepa Sprague-Dawley, cuando son
expuestas a olores de ratas estresadas por choques
eléctricos en las patas, despliegan reacciones de
evitacion y tienen mayor preferencia por los olores
de conespecificos no estresados (91). Asi mismo,
los ratones de la cepa C57B1/6] prefieren los olores
de ratones que no han sido estresados con choques
eléctricos en las patas pero no es asi con un raton
que recibi6é 10 choques (ImA, 5 seg) durante 5
min, en un periodo de diez dias consecutivos (14).
En este mismo sentido, Fanselow (92), demostro6
que en las ratas que son expuestas a olores de ratas
que recibieron choques eléctricos en las patas, se
produce analgesia que es revertida por la
administracion de naloxona, un antagonista no
especifico a receptores a opiodes; asi, estos
mecanismos analgésicos endégenos son activados
como parte del componente defensivo de los
sistemas motivacionales de proteccion ante eventos
aversivos,

Recientemente, se ha demostrado que la
produccion de opioides endégenos en el sistema
nervioso es particularmente sensible a las
influencias feromonales (93). Los opioides tienen
un papel importante en la modulacion inmune, y al
parecer la exposicion a los olores de animales
estresados induce la secrecion de opioides
endbgenos, acompaiiada por un incremento en las
respuestas antigeno-anticuerpo. Por ejemplo, los
ratones BALB/c expuestos a olores emanados por
ratones estresados por medio de choques eléctricos
en las patas incrementan las respuestas de
anticuerpos y la producciéon esplénica de
interleucina (IL)-4 después de la inmunizacion con
células T dependientes de antigeno en comparacion
con los ratones expuestos a olores de
conespecificos que no fueron estresados (94).
Cocke y Thiessen (95) concluyeron al respecto,
que los olores emanados de ratas estresadas por
choques eléctricos en las patas, incrementan la
actividad del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal de
las ratas conespecificas expuestas a dicho olor, este
incremento a su vez suprime la funcion inmune,
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inhibiendo la produccion de interleucina (IL)-2 y
la proliferacién de linfocitos T. Estos estudios
explican el porque los ratones que son expuestos
a olores de conespecificos estresados son mas
vulnerables a sufrir enfermedades atribuidas a
condiciones de estrés prologado y constituyen un
modelo para el estudio del estrés psicosocial en
roedores (96).

Con estas evidencias, de manera general,
podemos considerar a las sustancias bioquimicas
de intercomunicacién que advierten de un riesgo
o informan de un peligro, como alarmégenas ya
que tienen un efecto directo, inmediato y reversible
en el comportamiento de otros individuos de la
misma especie y pueden producir, entre otros,
cambios enddcrinos y evocar un comportamiento
defensivo y evasivo ante un enemigo en potencia.
Este tipo de comunicacion de alarma ha sido
observado principalmente en los insectos (31), en
ciertos peces (7) e incluso en las lombrices (97).
Las feromonas de alarma tienen una gran
trascendencia para los insectos sociales, ya que
estas sustancias les comunican la presencia de un
peligro (28), por ejemplo.

Una evidencia clasica demostrativa de la
existencia de las citadas sustancias, la debemos a
las experiencias de Karl von Frisch (24) con un
pez, Phloxinus leavis, el cual al separarlo de un
banco normal comunitario, se le lesiond
ligeramente, y al intentar retonarle a su comunidad,
se observo dispersion del grupo, posiblemente por
la simple presencia del herido. En una serie de
observaciones, Frisch demostrd que el estimulo de
dispersién en Phloxinus es una sustancia
hidrosoluble, llevada por las aguas y que la
intensidad dispersiva -es decir la respuesta a la sefial
bioquimica- varia con la concentracion de la misma
y también con el estado fisioldgico del receptor.

Aunque Von Frisch fue el primero en describir
una sustancia de alarma en el pez y posteriormente
otros estudios llevados a cabo en insectos indicaron
la presencia de este tipo de sustancias, en los
mamiferos ha sido poco explorado. Causa sorpresa
la escasez de estudios criticos disponibles sobre la
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presencia y caracterizaciéon quimica de las
feromonas de alarma en los mamiferos, tanto mas
cuando el comportamiento evasivo en muchas
especies se conoce desde antafio y se le induce con
relativa facilidad, haciendo posible un ensayo
bioquimico especifico (24).

Los primeros estudios relacionados con las
sustancias de alarma en ratas y ratones son los de
Miiller-Velten (14) que muestran como el raton
puede evitar areas o compartimentos que aun
tengan el olor de animales que hayan sido
estresados y prefieren dreas que no contengan
aromas. Los ratones despliegan una reaccion de
huida en respuesta al olor de conespecificos
estresados, pero no del de otras especies.
Asimismo, cuando un area ha sido impregnada con
la orina de una rata estresada, continta evocando
una reaccion de huida por otros animales de la
misma especie, inclusive varias horas despues.
Existen otras evidencias de que la orina de un raton
estresado es suficiente para causar en un raton de
prueba la eleccion de una via no olorosa (7, 91) e
incluso las ratas albinas son capaces de discriminar
entre el olor de una rata estresada por choques
eléctricos en las patas del de otras no estresadas
(90).

Por otra parte, las ratas estresadas emiten
olores que pueden estimular o inhibir la actividad
general de otras ratas (4,98, 99). Por ejemplo, Abel
y Hannigan (100), han sugerido la existencia de
feromonas de alarma en la prueba de nado forzado.
Cuando las ratas son forzadas a nadar, emiten una
conduca de inmovilidad, la cual ha sido interpretada
como una conducta de desesperanza, ya que las
pautas conductuales indicadoras de la busqueda de
una salida, bien pueden considerarse como un
indicador del estado motivacional de los animales
para resolver una situacion de apremio (101). Asi,
la inmovilidad se reduce cuando los animales son
pretratados con farmacos antidepresivos como los
triciclicos, los inhibidores de la monoaminooxidasa,
los antidepresivos atipicos, e incluso con los
tratamientos no farmacolégicos como el
electrochoque (101-104). En la prueba de nado
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forzado, las ratas exhiben un decremento en la
inmovilidad cuando no se cambia el agua del
estanque entre una prucba y otra, es decir entre
una rata y otra (105). Abel y colaboradores (1, 100,
105) suponen la existencia de una feromona de
alarma, cuyo concepto incluye aquellas sefiales
quimicas especie-especificas las cuales propician
un comportamiento claro ¢ inmediato, con un
minimo de la experiencia y cuyos efectos no se
deben a un alertamiento inespecifico. Este grupo
apoya la idea de que la inmovilidad en la prueba
de nado forzado, mas que representar una
desesperanza conductual constituye una respuesta
de afrontamiento al estrés, ya que cuando las ratas
han pasado por una sesion de estrés previa al nado
forzado, por choques en las patas o por ruido
intenso, la inmovilidad tiende a decrementar (105),
lo que ha sido interpretado como una alta
reactividad o miedo (1). Por lo tanto, la
disminucion de la inmovilidad en las ratas que
nadan en un estanque donde previamente han
nadado otras, puede deberse a un estado de
ansiedad o miedo favorecido por la presencia de
una sustancia de alarma de baja volatilidad presente
en el agua (1). El incremento de la actividad
observada en la prueba de nado forzado no parece
constituir una respuesta exploratoria, sino una
respuesta de escape, similar a la respuesta de huida
que exhiben los animales que son sometidos a otros
contextos en donde estan presentes feromonas de
alarma (106), por ejemplo, las respuestas de escape
que exhiben las ratas cuando se les introduce en
un 4rea que previamente fue ocupada por ratas

estresadas por choques eléctricos en las patas (5,7,
18, 106).

Comentarios y conclusiones.

En ratas y ratones, se han bioensayado e
identificado estructuralmente una gran cantidad de
sustancias, algunas de ellas de naturaleza volatil,
que tienen como funcion mediar la comunicacion
quimica entre individuos de la misma especie. Asi,
se les ha involucrado en la agresion, en el
apareamiento y la reproduccion, en la identificacion
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entre grupos y entre individuos, en la organizacion
social, en el marcaje territorial, en respuestas de
huida ante situaciones aversivas, entre muchas otras
conductas. Estas sustancias quimicas no s6lo estan
presentes e influencian la vida de los roedores, sino
también al parecer la del hombre. Si bien, aun no
existen muchas evidencias que indiquen que el
o6rgano vomeronasal humano en realidad cumpla
funciones fisiolégicas importantes, su presencia en
la cavidad nasal sugiere una actividad biologica.

En la actualidad se conoce la ultraestructura de la
mucosa olfativa y su excepcional morfologia, la
cual ha sido estudiada, incluso mediante
microscopia electronica. Sin embargo, cuando se
realiza un balance de los conocimientos sobre la
integracion de la informacion olfativa en el sistema
nervioso central atn resulta incompleto, pues atin
es dificil relacionar los estudios moleculares y
electrofisiologicos con el comportamiento (107).
Sin embargo, a pesar de estas limitaciones es
importante reconocer que la fisiologia de la olfacion
ha sido un modelo para ¢l estudio de los numerosos
sistemas sensoriales. Ademas, la entrada olfatoria
fue una de las primeras vias de acceso conocidas
para ¢l sistema limbico, la base organica de nuestras
emociones. Y si bien, hoy en dia se sabe que
muchas de las estructuras que conforman el
llamado rinencéfalo (la amigdala, el hipocampo,
la corteza entorrinal y la corteza pericallosa), todas
ellas tienen funciones de integracion multisensorial
y no solo la olfacién (107); no obstante, existen
evidencias de que muchos comportamientos muy
primitivos como la conducta sexual, la agresion,
la furia y la huida estan mediados por sustancias
quimicas odoriferas que necesariamente tienen su
recepcion en el sistema olfativo para después ser
procesadas por estructuras limbicas que modulan
estos comportamientos. Cabe mencionar que el
sistema olfativo tiene proyecciones importantes
directas hacia el sistema limbico y pocas hacia la
neocorteza, es decir, la comunicacion olfativa
existe, atn, cuando no nos demos cuenta, lo cual
sugiere que una variedad de sustancias odoriferas
pueden estar asociadas a muchos estados afectivos
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en todos los animales incluyendo al hombre.

Estos estudios explicarian en parte, por qué
en la orina y en la piel del humano se han
encontrado compuestos que podrian estar
desempeiiando un papel importante en la
comunicacion feromonal y en los estados afectivos.
Un ejemplo claro lo constituyen algunas
anormalidades metabolicas que modifican ¢l olor
del cuerpo y de la orina. Esta alteraciéon conocida
como “sindrome del olor a pez”, provoca un olor
extremadamente aversivo y desagradable para los
individuos que rodean al paciente, quienes los
rechazan socialmente. Muchas de éstas personas
mueren, no por su alteracion metabolica, sino por
las reacciones psicosociales que el olor les provoca,
al grado de que muchos de ellos han llegado al
suicidio (108). Asimismo, existen casos que
demuestran como algunas patologias como la
esquizofrenia y la depresion, principalmente la de
tipo endogeno, estan asociadas con una alteracion
conocida con el nombre de “sindrome derilante
olfatorio” (109). Las ideas delirantes y
alucinaciones olfativas desagradables que
experimentan estos pacientes se exacerban en
situaciones sociales, las cuales son revertidas
cuando se administran tratamientos combinados de
fenotiazinas con antidepresivos triciclicos como la
imipramina. Se reconoce que ambos trastornos son
biolégicamente heterogéneos y se desconocen
diversos aspectos de su fisiopatologia; sin embargo,
en ambos existen alteraciones que involucran a
varios sistemas de neurotransmision y estructuras
limbicas, por lo que la esfera afectiva se encuentra
gravemente alterada.

Por altimo, a pesar de que la aromaterapia es
cuestionada, la historia guarda una infinidad de
anécdotas donde los olores tienen un papel
importante. Es sabido desde los tiempos de los
griegos, que Teofrasto, considerado como el primer
aromaterapeuta, escribié un tratado de lo “relativo
a los olores™, en el cual analizaba los efectos de
los distintos aromas sobre el pensamiento, el
sentimiento y la salud. Otro ejemplo es Jean-
Baptiste Grenouille, el protagonista del libro “El
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perfume”, quien se obsesiona por lograr el aroma
ideal que hechizara a la humanidad. Un relato que
hace despertar las sensaciones olfativas mas
desagradables y agradables, sugestionando al
lector; o el “mundo feliz” de Huxley, quien describe
una atmosfera de aromas de bienestar y relajacion
para sus habitantes.

Hemos revisado algunas de las explicaciones
cientificas sobre la quimica que producen los olores
en las ratas y ratones de laboratorio, pero aun es
motivo de estudio su participacion en el mundo
sensorial del humano, €1 cual ha sido sometido al
imperio de las imagenes y los sonidos, donde uno
de los sentidos més primitivos, como lo es el olfato,
ha quedado muchas veces relegado.

AGRADECIMIENTOS.

Se agradece a Irene Marquina por revisar el resumen
en el idioma inglés. Asimismo, AGG-G recibié una beca
para estudios de Posgrado del Consejo Nacional de Ciencia
y Tecnologia (CONACYyT), con registro 150023, asi como
un apoyo parcial de la Direccion General de Estudios de
Posgrado de la Universidad Nacional Auténoma de México

(DGEP-UNAM).

REFERENCIAS.

1.- Abel EL. Alarm substance emitted by rats in the forced-
swim test is a low volatile pheromone. Physiol Behav 1991;
50:723-7.

2.- McClintock MK. Menstrual synchrony and suppression.
Nature 1971; 229:224-45.

3.- McClintock MK. On the nature of mammalian and
human pheromones. Ann N Y Acad Sci 1998, 855:390-2.

4.- Zalaquett C, Thiessen D. The effects of odors from
stressed mice on conspecific behavior. Physiol Behav 1991;
50:221-7.

5.- MaCkay-Sim A. The sources of odors from stressed
rats. Physiol Behav 1981; 27:511-3.

6.- Albone ES. Mammalian semiochemistry. The
investigation of chemical signals between mammals.
Chichester (New York): John Wiley & Sons; 1984.

7.- Rottman SJ, Snowdon CH. Demonstration and analysis



205

of an alarm pheromone in mice. J Comp Physiol Psychol
1972; 81:483-90.

8.- Regnier FE. Semiochemicals-structure and function.
Biol Reprod 1971; 4:309-26.

9.- Karlson P, Liisher M. “Pheromones" a new term for a
class of biologically active substances. Nature 1959; 183:55-
6.

10.- Carlson N. Fundamentos de Psicofisiologia Fisiologica.
3a. ed. México: Prentice-Hall Hispanoamericana; 1996. p.
376-7, 394-405.

11.- Miiller-Schwarze D. Scent glands in mammals and
their functions. En Eisenbergh JF, Kleiman DG, editores.
Advances in the study of mammalian behavior.
Washington: American Society of Mammalology; 1983. p.
150-97.

12.- Novotny M, Harvey S, Jemiolo B. Chemistry of male
dominace in the house mouse, mus domesticus, Experientia
1990; 46:109-13.

13.- Vanderbergh JG. Pheromones and mammalian
reproduction. En Knobil E, Neil JD, editores. The
Physiology and reproduction. 2nd. ed. New York: Raven
Press; 1994. p. 343-56.

14.- Carr WJ, Martorano RD, Krames L. Responses of mice
to odors associated with stress, J Com Physiol Psychol 1970;
71:223-8.

15.- Schwende FJ, Wiesler D, Novotny M. Volatile
compounds associated with estrus in mouse urine: potential
pheromones. Experientia 1984; 40: 213-5.

16.- Andreolini F, Jemiolo B, Novotny M. Dynamics of
excretion of urinary chemosignals in the house mouse (Mus
musculus) during the natural estrous cycle. Experientia
1987; 43:998-1002.

17.- Novotny MV, Xie TM, Harvey S, Wiesler D, Jemiolo
B, Carmack M. Stereoselectivity in mammalian chemical
communication: male mouse pheromones. Experientia
1995; 51:738-43.

18.- King MG, Pfister HP, DiGiusto EL. Differential
preferences for and acctivation by the odoriferous
compartment of a shuttlebox in fear conditioned and naive
rats. Behav Biol 1975; 13: 175-81.

19.- Novotny M, Jemiolo B, Harvey S. Chemistry of rodent

Feromonas y neuroetologia.

pheromones: molecular insights into chemical signalling
in mammals. En MacDonald DW, Miiller-Schwarze P,
Natynczuk SE, editores. Chemical signals in vertebrates.
Oxford: Oxford University Press; 1990. Vol. 5:1-22.

20.- Novotny M, Schwende FJ, Wiesler D, Jorgenson JW,
Carmack M. Identification of a testosterone-dependent
unique volatile constituent of male mouse urine: 7 exo-
etil-5-metil-6,8-dioxabiciclo(3.2.1(-3-octano. Experientia
1984; 40:217-20.

21.- Novotny M, Harvey S, Jemiolo B, Alberts J. Synthetic
pheromones that promote inter-male aggression in mice.
Proc Natl Acad Sci USA 198S5; 82:2059-61.

22.- Jemiolo B, Xie TM, Novotny M. Urine marking in
male mice: responses to natural and synthetic
chemosignals. Phisiol Behav 1992; 52:521-6.

23.- Wilson DE, Bossert WA. Chemical communication
among animals. Recent Prog Horm Res 1963; 19:673-710.

24.- Verdejo-Vargas G. Las Feromonas. México: Almaria;
1978.

25.- Darbio AK. Cromatografia de gases Il. Espaiia:
Alhambra; 1973.

26.- Pine HS, Hendrickson JB, Cram DJ, Hammond GS.
Quimica organica. 2a ed. México: McGraw-Hill; 1993,
p.892-8.

27.- Liman ER, Corey DP, Dulac C. TRP2: A candidate
transduction channel for mammalian pheromone sensory
signalling. Proc Natl Acad Sci USA 1999,96:5791-6.

28.- Dulac C. Molecular biology of pheromone perception
in mammals. Semin Cell Dev Biol 1997, 8:197-205.

29.- Keverne EB. The vomeronasal organ. Science 1999;
286:716-20.

30.- Shipley MT, McLean JH, Ennis M. Olfactory System.
En Paxinos G, editor. The rat nervous system. New York:
Academic Press, 1995, p. 899-926.

31.- Krieger J, Heinz B. Olfatory reception in invertebrates.
Science 1999, 286:720-3.

32.- Leinders-Zufall, Lane AP, Puce AC, Ma W, Novotny
M, Shipley MT, Zufall F. Ultrasensitive pheromone
detection by mammalian vomeronasal neurons. Nature
2000; 405:792-6.

Vol. 13/No. 3/Julio-Septiembre, 2002



206

AG Gutiérrez-Garcia, CM Contreras.

33.- Crosby EC, Humphrey T. Studies of the vertebrate
telencephalon. 1. The nuclear configuration of the olfactory
and accessory olfactory formation and of the nucleus
olfactorius anterior of certain reptiles, birds, and mammals.
J Comip Neurol 1938; 71:121-213.

34.- Garcia-Velasco J, Mondragon M. The incidence of the
vomeronasal organ in 1000 human subjects and its possible
clinical significance. J Steroid Biochem Mol Biol 1991,
39:561-3.

35.- Moran DT, Jafek BW, Rowley JC. The vomeronasal
(Jacobson’s) organ in man: ultrastructure and frequency
of occurrence. J Steroid Biochem Mol Biol 1991; 39: 545-
52.

36.- Stensaas LJ, Lavker RM, Monti-Bloch L, Grosser BI,
Berliner DL. Ultrastructure of the human vomeronasal
organ. J Steroid Biochem Mol Biol 1991; 39:553-60.

37.- Berliner DL, Monti-Bloch L, Jennings-White C, Diaz-
Sanchez V. The functionality of the human vomeronsal
organ (VNO): evidencie for steroid receptors. J Steroid
Biochem Mol Biol 1996; 58:259-65.

38.- Bulger M, Von Doorninck JH, Saitoh N, Telling A,
Farrell C, Bender MA, et al. Conservation of sequence and
structure flanking the mouse and human -globin loci; the -
globin genes are embedded within an array of odorant
receptor genes. Proc Natl Acad Sci USA 1999; 96:5129-
34,

39.- Monti-Bloch L, Diaz-Sanchez V, Jennings-White C,
Berliner D. Modulation of serum testosterone and
autonomic functions through stimulation of the male
human vomeronasal organ (VNO) with pregna-4,20-diene-
3,6-dione. J Steroid Biochem Mol Biol 1998; 65:237-42,

40.- Grosser BK, Monti-Bloch L, Jennings-White C,
Berliner DL. Behavioral and electrophysiological effects
of androstadienone, & human pheromone.
Psychoneuroendocrinology 2000; 25:289-99.

41.- Monti-Bloch L, Grosser BI. Effect of putative
pheromones on the electrical activity of the human
vomeronasal organ and olfactory epithelium. J Steroid
Biochem Mol Biol 1991; 39:573-82.

42.- Zbar Rl, Zbar L1, Dudley C, Trott SA, Rochrich RJ,

Moss RH. A classification schema for the vomeronasal
organ in Humans. Plst Reconstr Surg 2000; 105:1284-8.

Revista Biomédica

43.- Whitten WK. Ocurrence of anestrus in mice caged in
groups. J Endocrinol 1959; 18:102-7.

44.- Vandenbergh JG, Witsett JM, Lombardi JR. Partial
isolation of a pheromone accelerating puberty in female
mice. J Reproduc fertill 1975; 43:515-23.

45.- Bruce HM. A block to pregnancy in the mouse caused
by proximity of strange males. J Reproduc fertill 1960; 1:96-
103.

46.- Ropartz P. The relation between olfactory stimulation
and aggressive behaviour in mice. Anim Behav 1968,
16:97-100.

47 .- Archer J. The effect of strange male odor on aggressive
behavior in male mice. ] Mammalogy 1968, 49:572-5.

48 .- Yamazaki K, Boyse EA, Mike V. Control of mating
preference in mice by genes in the major histocompatibility
complex. J Exp Med 1976; 144:1324-30.

49.- Van der Lee S8, Boot LM. Spontaneous
pseudopregnancy in mice. Acta Physiol Pharmacol
Néerland 1955; 4:442-4.

50.- Vandenbergh JG, Coppola D. The physiology and
ecology of puberty modulation by primer pheromones. En
Rosenblatt JS, Beer C, Busnel M, editores. Advances in
the Study of Behavior. New York: Academic Pres; 1986.
p. 71-107.

51.- Drickamer LC. Effects of very small doses of urine on
acceleration and delay of sexual maturation in female house
mice. J Reprod Fertil 1984; 71: 475-7.

52.- Bruce HM. Further observations of pregnancy block
in mice caused by proximity of strange males. J Reprod
fertill 1960, 2:311-2.

53.- Lombardi JR, Vandenbergh JG, Whitsett JM.
Androgen control of the sexual maturation pheromone in
house mouse urine. Biol Reprod 1976, 15:179-86.

54.- Rowe FA, Edwards DA. Olfatory bulb removal:
influences on the aggressive behavior of male mice. Physiol
Behav 1971; 7:885-90.

55.- Halpern M. The ortanization and function of the

vomeronasal system. Annu Rev Neurosci 1987, 10:325-
62.

56.- Bronson FH, Carrom D. Preputial gland of the male



207

mouse: attractant function. J Reprod Fertil 1971; 25:279-
82,

57.- Gawienowski A. Chemical attractants of the rat
preputial gland. En Miiller-Schwarze D, Mozell MM,
editores. Chemical signals in vertebrates. New York:
Plenum Press; 1977. p. 45-60.

58.- Gawienowski AM, Orsulak PJ, Stacewicz-Sapuntzakis
M, Joseph BM. Presence of sex pheromone in preputial
glands of male rats. J Endrocrinol 1975, 67:283-8.

59.- Ebling FJ. Hormonal control of mammalian skin
glands. En Miiller-Schwarze D, Mozell MM, editores.
Chemical signals in vertebrates. New York: Plenum Press;
1977. p. 17-33.

60.- Marchlewska-Koj A. Pregnancy blocking by
pheromones. En Vanderbergh JG, editor. Pheromones and
Reproduction in Mammals. New York: Academic Press;
1983. p. 151-73.

61.- Blanchard DC, Blanchard RJ. The colony model of
aggression and defense. En Dewsbury DA, editor.
Contemporary issues in comparative psychology.
Sunderland, Massachusetts: Sinauver Associates, Inc; 1991.
p. 410-30.

62.- Hinde RA. Bases biologicas de la conducta social
humana. México: Siglo XXI; 1977. p. 259-302.

63.- Poole TB, Morgan HDR. Social and territorial
behaviour of laboratory mice (Mus musculis L.) in small
complex areas. Anim Behav 1976; 24:476-80.

64.- Clancy AN, Coquelin A, Macrides F, Gorski RA, Noble
EP. Sexual behavior and aggression in male mice:
involvement of the vomeronasal system. J Neurosci 1984;
4:2222-9.

65.- Maruniak JA, Wysocki CJ, Taylor JA. Mediation of
male mouse urine marking and aggression by the
vomeronasal organ. Physiol Behav 1986; 37:655-7.

66.- Guillot PV, Chapouthiera G. Olfaction, GABAergic
neurotransmission in the olfactory bulb, and internal
aggression in mice: modulation by steroids. Behav Genet
1996; 26:497-504.

67.- Gutiérrez-Garcia AG, Contreras CM. El
comportamiento sumiso: una estrategia conductual

defensiva en los animales y en ¢l humano. Psicologia de la
Salud 2000; 10:201-13.

Feromonas y neuroetologia.

68.- Liebenauer LL, Slotnick BM. Social organization and
aggression in a group of olfactory bulbectomized male mice.
Physiol Behav 1996, 60:403-9.

69.- Guo J, Zhou A, Moss RL. Urine and urine-derived
compounds induce c-fos mRNA expression in accesory
olfactory bulb. Neuroreport 1997, 8:1679-83.

70.- Tollman J, King JA. The effects of testosterone
propionate on aggression in male and female C57BL/10
mice. Anim Behav 1956; 4:147-9.

71.- Barkley MS, Goldman BD. The effects of castration
and silastic implants of testosterone on intermale aggression
in the mouse. Horm Behav 1977; 9:32-48.

72.- Lombardi JF, Vandenbergh JG. Pheromonally induce
sexual maturation in females: Regulation by the social
environment of the male. Science 1977, 196:545-6.

73.- Drickamer LC. Effect of period of grouping of donors
and duration of stimulus exposure on delay of puberty in
female mice by a urinary chemosignals from grouped
females. J Reprod Fertil 1983; 69:723-7.

74.- Sandnabba NK. Differences in the capacity of male
odours to affect investigatory behavior and different urinary
marking patterns in two strains of mice, selectively bred
for high and low agressiveness. Behav Process 1985;
11:257-67.

75.- Mosier HD, Grossman HJ, Dingman HF. Physical
growth in mental defectives. A study in an institutionalized
population. Pediatrics 1965; 36 (Suppl 3):465-519.

76.- Schwanzel-Fukuda M, Bick D, Paff DW. Luteinizing
hormone-releasing hormone (LHRH)-expressing cells do
not migrate normally in an inherited hypogonadal
(Kellmann) syndrome. Brain Res Mol Brain Res 1989,
6:311-26.

77.- Bachmann GA, Kemmann E. Prevalence of
oligomenorrhea and amenorrhea in a college population.
Am J Obstet Gynecol 1982; 144:98-102.

78.- Petterson F, Fries H, Nillius JJ. Epidemiology of
secondary amennorrhea. I. Incidence and prevalence rates.
Am J Obstet Gynecol 1973; 117:80-6.

79.- Wasserman EA, Jensen DD. Olfactory stimuli and the
“pseudo-extinction” effect. Science 1969; 166:1307-9.

80.- Morrison RR, Kudvigson HW. Discrimination by rats
Vol. 13/No. 3/Julio-Septiembre, 2002



208

AG Gutiérrez-Garcia, CM Contreras.

of conspecific odors of reward and nonreward. Science
1970; 167:904-5.

81.- Collerain Y, Ludvigson W, Hundle-jump responding
in the rat as a function of conespecific odor of reward and
noreward. Anim Learn Behav 1977; 5:177-83.

82.- Nyby J, Whitney G. Experience affects behavioral
responses to sex odors. En Miiller-Schwarze D, Silverstein
RM, editores. Chemical signals. New York: Plenum Press;
1980. p. 173-192,

83.- Todrank J, Heth G, Johnston RE. Social interaction is
necessary for discrimination between and memory for
odours of close relatives in Golden Hamsters. Ehology
1999, 105:771-82.

84 .- Goldstein NI, Cagen RH, The major histocompatibility
complex and olfactory receptors. En Cagen RH, Kare MR,
editores. Biochemistry of Taste and Olfactorion. New York:
Academic Press; 1981, p. 93-107.

85.- Yamazaki K, Beauchamp GK, Curran M, Bard J, Boyse
A. Parent-progeny recognition as a function of MHC
odortype identy. Proc Natl Acad Sci USA 2000; 97:10500-
2.

86.- Hayashi S, Kimura T. Degree of kinship as a factor
regulationg preferences among conespecifics in mice. Anim
Behav 1983; 31:81-5.

87.- Penn D, Potts W. How do major histocompatibility
complex genes influence odor and mating preferences? Adv
Immunol 1998; 69:411-36,

88.- Brown RJ. Mammalian social odors: A critical review.
En Rosenblatt R, Hinde L, Berr |, Busnel M, editores.
Advances in the study of behavior. New York: Academic
Press; 1979. Vol. 10:103-160.

89.- Brown RE, Bruce R, Singh PB. The MHC and
individual odours in rats. En MacDonald DW, Miiller-
Schwarze D, Natynczuk SE, editores. Chemical signals in
vertebrates. Oxford: Oxford University Press; 1990. Vol.
5:228-243.

90.- Valenta JG, Rigby MK. Discrimination of the odor of
stressed rats. Science 1968; 161:599-601.

91.- Williams JL, Groux ML. Exposure to various stressors

alters preferences for natural odors in rats (Ratfus
norvegicus). ] Comp Psychol 1993; 107:39-47.

Revista Biomédica

92.- Fanselow MS. Odors released by stressed rats produce
opioid analgesia in unstressed rats. Behav Neurosci 1985,
99:589-92.

93.- Moynihan JA, Karp JD, Cohen N, Ader R. Immune
deviation following stress odor exposure: role of
endogenous opioids. J Neuuroimmunol 2000; 102:145-53.

94.- Moynihan JA, Karp JD, Cohen N, Cocke R. Alterations
in interleukin-4 and antibody production following
pheromone exposure: role of glucocorticoids. J
Neuroimmunol 1994; 54:51-8.

95.- Cocke R, Thiessen D. Alarm chemosignals suppress
the immune system. En MacDonald DW, Miiller-Schwarze
D, Natynczuk SE, editores. Chemical signals in vertebrates.
Oxford: Oxford University Press; 1990. Vol. 5:125-131.

96.- Cocke R, Moynihan JA, Cohen N, Grota LJ, Ader R.
Exposure to conspecific alarm chemosignals alters immune
responses in BALB/c mice. Brain Behav Immun 1993;
7:36-46.

97 .- Ressler RH, Cialdini RB, Ghoca ML, Kleist SM. Alarm
Pheromone in the earthworm Lombricus terrestris. Science
1968; 161:597-9.

98.- MaCkay-Sim A. Discrimination of odors from stressed
rats by non-stressed rats. Physiol Behav 1980; 24:699-704.

99.- MaCkay-Sim A. Rats's responses to blood and body
odors of stressed and non-stressed conspecifics. Physiol
Behav 1981; 27:503-10.

100.- Abel EL, Hannigan JH. Effects of chronic forced
swimming and exposure to alarm substance: physiological
and behavioral consequences. Physiol Behav 1992; 52:781-
85.

101.- Porsolt RD, Pichon ML, Jalfre M. Depression: a new
model sensitive to the antidepressant treatment. Nature
1977; 266:730-2.

102.- Cervo L, Samanin R. Evidence that dopamine
mechanisms in the nucleus acumbens are selectively
involved in the effect of desipramine in the forced
swimming test. Neuropharmacology 1987, 26:1469-72.

103.- Danysz W, Plaznik A, Kostowski W, Malatynska E,
Jarbe TU, Hiltunen AJ, et al. Comparison of desipramine,
amitriptyline, zimeldine and alaproclate in six animal
models used to investigate antidepressant drugs. Pharmacol
Toxicol 1988; 62:42-50.



APENDICE H

Evaluacion del acicalamiento en la prueba de actividad locomotriz en campo abierto en
animales sometidos a estrés psicosocial y a choques electricos en las patas en una caja de

comunicacion de dos compartimentos.
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Resumen

El acicalamiento cumple diversas funciones y puede ser provocado bajo distintas circunstancias medio
ambientales. Sin embargo, se desconoce si esta conducta se manifiesta de manera diferencial en un modelo de
estrés psicosocial. Por tanto, el objetivo del presente analisis consistio en evaluar los cambios en el acicalamiento
en la prueba de actividad locomotriz en campo abierto en ratas macho (cepa Wistar) sometidas a estres
psicosocial inducido en una caja de comunicacion de dos compartimentos. En esta caja, una rata recibe choques
eléctricos en las patas; mientras que otras es colocada en el compartimento contiguo (grupo testigo-presencial) y
sometida solo a la estimulacion olfativa y auditiva emitida por las ratas que reciben choques. En un primer
experimento despuées de 10 min de esta situacion experimental, las ratas de ambos grupos fueron evaluadas en
la prueba de actividad locomotriz en campo abierto. En un segundo experimento, los animales colocados en el
compartimento seguro (grupo testigo) solo fueron expuestos a los aromas de un animal estresado, sin que
existiera otro estimulo sensorial. De esta forma, las ratas inhalaron el aroma durante10 min en un periodo de 35
dias. A los 21 dias de haber estado sometidas a esta situacion, recibieron imipramina en una dosis de 2.5 mg/Kg
y otro grupo 5.0 mg/Kg durante 14 dias més. Los resultados mostraron que las ratas que recibieron los choques
eléctricos en las patas mostraron un decremento significativo en la latencia (p<0.05) y en el tiempo total de
acicalamiento (p<0.05) en una sola sesion de choques 0 a lo largo de 21 dias. La imipramina (5.0 mg/Kg) redujo
significativamente el tiempo total de acicalamiento y alargé la aparicion de esta conducta. El grupo que presencio
en una sesion la aplicacion de choques eléctricos a su compaiiero no difirié en estas dos variables a corto 0 a
largo plazo al ser comparado con animales control. Estos resultados sugieren un anélisis adicional a la
evaluacion de la actividad locomotriz, para determinar otras conductas emitidas durante la locomocion que

pudieran explicar los resultados previos encontrados bajo estas dos condiciones experimentales.

Palabras clave: autoacicalamiento, estrés psicosocial, choques eléctricos en las patas, dolor, imipramina, olores,
feromonas.



Introduccion

En un trabajo previo encontramos que aquellas ratas que presencian (grupo testigo-presencial) las
reacciones emocionales de un conespecifico sometido a choques eléctricos en las patas (grupo choques)
incrementan de manera significativa su actividad locomotriz comparada con la que despliegan los animales
control y aquellos que reciben choques eléctricos en la patas. Al respecto, existen algunos antecedentes que
indican que cuando una rata es colocada en areas saturadas con olores de conespecificos que han sido
estresados despliegan reacciones de huida o evitacion e incremento de la locomocion en general sugerentes de
una busqueda de escape (Zalaquett y Thiessen, 1991). Asmismo, las sefiales ultrasénicas (20-25 KHz) emitidas
por conespecificos estresados pueden inducir conductas de dispersion en una colonia de ratas (Miczek et al.,
1991). En general, se asume que aquellos animales que son sometidos a olores de animales estresados,
despliegan conductas activas de escape mas que conductas de congelamiento; mientras que la aplicacion de
otro tipo de estresores, como los choques eléctricos en las patas genera un miedo condicionado que facilita
respuestas de congelamiento (Inoue et al., 1994) y déficits conductuales en pruebas de actividad locomotriz (Van
Dijken et al., 1992). Estos datos concuerdan en parte con lo que observamos en nuestro estudio (ver pag. 37), el
cual nos indicd que los animales que presencian una sesion de castigo a un conespecifico, incrementan su
locomocién; sin embargo, los animales que reciben choques eléctricos en las patas no muestran cambios
significativos en su actividad locomotriz al ser comparadas con un grupo control.

Por otro lado, cuando los animales son expuestos de manera prolongada a oler aromas provenientes de
animales estresados por choques eléctricos en las patas, su actividad locomotriz se modifica a lo largo del
tiempo, es decir, se observa un incremento significativo de la actividad locomotriz a partir de 14 dias de
exposicion a los aromas. La imipramina en dosis de 2.5 mg/Kg restablece la actividad locomotriz a niveles del
primer dia de exposicion a partir de 7 dias de iniciado el tratamiento y se mantiene hasta por 14 dias. En tanto
que, en el grupo choques, la actividad locomotriz decrementa de manera significativa a los 7 dias de estrés y este
decremento se mantiene hasta por 21 dias (tiempo de observacién). La imipramina en dosis de 2.5 y 5.0 mg/Kg
administrada durante 7 y 14 dias reduce esta conducta de manera significativa. Asimismo, en el grupo control la
actividad locomotriz se ve incrementada de manera significativa a los 7 dias, pero regresa a valores control a los
14 y 21 dias de su registro. La imipramina a dosis de 2.5 mg/Kg durante 7 y 14 dias de administracion no tiene
ningin efecto sobre la locomocion de estos animales; sin embargo, la dosis de 5.0 mg/Kg reduce de manera
significativa la locomocién. Estos cambios en la locomocion sugieren que las condiciones a las que fueron
expuestos los tres grupos modifican de manera diferencial la actividad motora.

El término locomotor significa movimiento de un sitio a otro. En roedores Ia locomocién constituye un
componente importante de la exploracion espacial y puede verse influenciada por factores como la motivacion y
el estrés (Kelley, 1993). El método observacional més comunmente empleado para el registro de la actividad

motora general son las pruebas en campo abierto. Una prueba en campo abierto tipica emplea una arena lo



suficientemente grande como para que el animal se desplace alrededor de ella (aproximadamente 1m x 1m).
Esta area se encuentra dividida en una unidad periférica y central, y la locomocién (nimero de cruces) y el
rearing (conducta vertical) pueden ser registradas en estas areas. El registro de la actividad en areas centrales o
periféricas aporta informacién acerca de la distribucién espacial del comportamiento desplegado por los animales
durante un registro de 10 a 20 min. El acicalamiento y otras conductas como los movimientos estereotipados, la
alimentacion y el contacto con objetos, pueden ser también evaluados (Kelley, 1993).

De manera particular, se ha propuesto que el acicalamiento parece modificarse en animales ansiosos y
en situaciones de estrés agudo (Moyaho y Valencia 2002), un efecto que es revertido a valores control por el
tratamiento con farmacos ansioliticos y antidepresivos (Hata et al., 1988; D"Alquila et al., 2000). Sin embargo, el
estrés prolongado reduce el acicalamiento por debajo de los valores control (Van Dikjien, et al., 1922). Por tanto,
el objetivo del presente analisis consistio en evaluar la conducta de acicalamiento durante el registro de la
actividad locomotriz en campo abierto en animales que fueron sometidos a choques eléctricos en las patas y a
estrés psicosocial inducido en una caja de comunicacion de dos compartimentos en una sola sesion (estrés
agudo). Asimismo, se evalud el acicalamiento a largo plazo (estrés cronico) en animales expuestos a olores de
animales estresados y en los animales sometidos a choques eléctricos en las patas.

Material y método

Animales

Se utilizaron 97 ratas albinas macho de la cepa Wistar, de tres meses de edad, con un peso entre los
300y 350 g al inicio de los experimentos. Las ratas se mantuvieron en un bioterio de estancia en cajas de acrilico
trasltcidas (45 x 30 x 30 cm) en grupos de 8 animales por caja, con ciclo de luz/oscuridad de 12 x 12 hrs (la luz
se encendio a las 7:00 a.m.) y con libre acceso al agua y alimento. Los animales fueron asignados aleatoriamente
a cada uno de los grupos experimentales y fueron manipulados diariamente una semana previa al experimento.

Grupos experimentales y tratamientos

Las ratas fueron asignadas a tres grupos independientes. El grupo control fue constituido por animales
intactos que fueron sometidos a la prueba de actividad locomotriz. Otro grupo fue denominado chogues y un
tercer grupo testigo-presencial. Los animales de estos dos ultimos grupos fueron sometidos a una caja de dos
compartimentos (30.0 x 25.0 cm de base y 30.0 cm de altura), con el piso electrificado compuesto por barras de
acero inoxidable de diametro de 0.5 cm y 1.3 cm entre una y otra barra. Los compartimentos (15.0 cm x 12.5 de
base y 30.0 cm de altura) estuvieron divididos a la mitad por una placa de vidrio opaca de 0.2 cm de espesor de
tal forma que los animales no pudieron tener contacto visual. Por tanto, el rango de distancia entre una rata y
otra, debido a la particion, fue de 0.2 a 10.0 cm dependiendo de la posicion de la rata dentro de la caja. Se coloco



una placa de plastico sobre el piso de uno de los dos compartimentos para prevenir que los animales recibieran
choques eléctricos en las patas (compartimento seguro); mientras que en el compartimento contiguo, el piso
contenia barras electrificadas las cuales a través de un generador de pulsos eléctricos (Grass Instruments S44,
Quincy, Mass, USA.) emitieron choques eléctricos en las patas ((1 mA, 0.5-s duracién, 0.5 c/s CD).

Estrés agudo

Por pares cada una de las ratas fue colocada en uno de dos compartimentos. Después de un periodo de
5 min de habituacion (pre-prueba), una de cada par de ratas recibidé 40 choques por minuto (1mA, 0.5 s: grupo
choques) durante 10 minutos. La otra rata, permanecié en el compartimento contiguo sin recibir choques, pero
expuesta a la estimulacion auditiva y olfativa proveniente de la rata del grupo choques (grupo testigo-presencial).
El grupo control fue colocado en el compartimento seguro de la caja de dos compartimentos, pero sin que
existiera estimulo sensorial alguno. EI grupo choques fue sometido a la prueba de actividad locomotriz en campo
abierto después de que recibié durante 10 minutos choques eléctricos inescapables en las patas, en tanto que el
grupo testigo se sometio después de haber presenciado durante los mismos 10 minutos la aplicacion de choques
eléctricos a la rata del compartimento contiguo.

Estrés crénico

Se formaron otros seis grupos, tres de ellos recibieron una dosis de 2.5 mg/Kg de imipramina (IMI)
durante 14 dias después de 21 dias de prueba conductual; mientras que los tres grupos restantes recibieron el
mismo régimen, pero con otra dosis del friciclico (5.0 mg/kg). Veinticuatro horas después de una sesion de 5 min
de habituacion, cada una de las ratas que integraron el grupo choques (n=8, para el grupo choques 2.5 mg/Kg y
n=8, para el grupo choques 5.0 mg/Kg IMI) fueron colocadas en el compartimento electrificado de la caja para
recibir durante 10 minutos, 40 choques por minuto (1mA corriente directa, 0.5 s), diariamente durante 35 dias.
Pasados los 10 minutos de estimulacion eléctrica, cada rata fue retirada y devuelta al bioterio de estancia.
Posteriormente, cada una de las ratas del grupo testigo (n=8 para el grupo testigo 2.5 mg/Kg IMI y n=8 para el
grupo testigo 5.0 mg/Kg), fueron colocadas durante 10 minutos en el compartimento seguro de la caja de
comunicacion de dos compartimentos. En la parte basal de compartimento seguro, se coloco la orina de una rata
que previamente habia recibido choques eléctricos en las patas. De tal forma, que las ratas testigo-presenciales,
no recibieron choques, pero fueron expuestas a la estimulacion olfativa emanada por la rata del grupo choques,
en un periodo de 35 dias. Asi, el grupo testigo solo recibi¢ el estimulo olfativo y se evitd la estimulacion auditiva
proveniente de la rata que recibid choques. El grupo control (n=9, para el grupo control 2.5 mg/Kg y n=8 para el
grupo control 5.0 mg/Kg), sélo fue colocado en el compartimento seguro de la caja de comunicacién durante los
mismos 35 dias sin ser expuesto a estimulacion sensorial alguna. Cada una de las ratas de los grupos antes
mencionados fue sometida a la prueba de actividad locomotriz los dias 1, 7, 14, 21. Después de la sesion 21,



todos los animales recibieron una inyeccion diaria de imipramina (2.5 mg/Kg o 5.0 mg/Kg, ip.) y fueron
nuevamente evaluados en la prueba de actividad locomotriz los dias 28 y 35 de tratamiento (7 y 14 dias después
de iniciado el tratamiento farmacoldgico).

Pruebas conductuales
Actividad locomotriz en campo abierto

Las ratas fueron depositadas individualmente en una de las esquinas de una caja de acrilico (44 x 33
cm) con paredes de 20 cm de altura y con el piso dividido en 12 cuadros de 11 x 11 cm. Se llevo a cabo una
preprueba de 5 min, sin valor estadistico dado que su unica finalidad fue la de habituar al animal a la caja de
prueba. Veinticuatro horas después, se realizé el registro de prueba. La duracion de la prueba fue de § min y se
evalud la latencia al acicalamiento definida como el tiempo en segundos que transcurrid una vez colocada la rata
en la caja de prueba hasta que emiti6 el primer acicalamiento y el tiempo total de acicalamiento. Se considerd
como acicalamiento cualquier conducta autodirigida de aseo que incluyera el lamido de las patas anteriores y la
emision de giros elipticos amplios de las patas anteriores sobre las orejas, la cabeza, el cuerpo y la cola; asi
como cualquier movimiento eliptico de amplitud pequefa limitada a las vibrisas de forma unilateral o bilateral
(Berridge, 1989). Despues de cada prueba por rata, la caja fue limpiada cuidadosamente con una solucion
conteniendo amoniaco 0.5%, etanol 15%, extran 10%, isopropanol 5%, pinol 19% y agua 59.5%.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos durante el estrés agudo fueron analizados por medio de un ANOVA de una via para
grupos independientes y para indicar las diferencias estadisticas entre los grupos experimentales y el grupo
control se utilizo la prueba post-hoc de Dunnett. El criterio de significancia sélo incluyé diferencias de p<0.05.
Para los datos obtenidos en el estrés cronico se empleo un ANOVA de dos vias considerando como primer factor
la manipulacién experimental, es decir, al grupo al que pertenecian los animales: control, testigo o choques; y
como segundo factor, se consider¢ el tratamiento farmacolégico con IMI (2.5 mg/Kg y 5.0 mg/Kg). Cuando se
encontraron significancias de p<0.05 se hicieron comparaciones multiples pareadas utilizando la prueba de
Student-Newman-Keuls.

Resultados
Estrés agudo

El anlisis de varianza de la latencia al acicalamiento (figura 1A) mostro diferencias significativas entre
los grupos [F:2,45=4.84, p<0.01]. La prueba post-hoc de Dunnett indico que en el grupo choques Ia latencia al
acicalamiento se acortd de manera significativa al compararse con el grupo control (p<0.05); en la figura 1B, se
muestra el tiempo total de acicalamiento. Obsérvese que el grupo choques desplegd el mayor tiempo total de



acicalamiento [F:2,45=8.87, p<0.0006] al ser comparado con el grupo control (p<0.05) y que el grupo testigo se
mantiene con valores semejantes al control.
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Figura 1. Prueba de actividad locomotriz: acicalamiento. A) La latencia al acicalamiento se acorté de manera
significativa en el grupo que recibié choques eléctricos en las patas en una sola sesion de 10 min. B) Asi mismo,
el grupo choques desplegd el mayor tiempo total de acicalamiento después de 10 min de ser sometido a esta
condicion. Cada barra representa el promedio de 16 animales + el error estandar. *p<0.05 vs grupo control,
prueba post-hoc Dunnett.

Estrés cronico

Latencia al acicalamiento
El andlisis de varianza de dos vias indicd diferencias significativas entre los grupos. El factor
manipulacion experimental resulté significativo [F:2,285=48.58, p<0.0001]. Asi los animales que integraron el

grupo choques mostraron un acortamiento significativo de la latencia al acicalamiento (n=16, p<0.05) al ser



comparados contra el grupo control (n=17) y grupo testigo-presencial (n=16), independientemente del tratamiento
farmacolégico con imipramina. Por otro lado, el factor tratamiento farmacoldgico también ilustrd diferencias
significativas [F:2,245=13.66, p<0.0001]. Solo la dosis mas alta de imipramina (5.0 mg/Kg) alargd
significativamente el acicalamiento en los tres grupos independientemente de la maniobra conductual. La
interaccion de factores no fue significativa [F:4,285=0.839, p<0.501, NS]. Los datos globales indicaron que en el
grupo choques la latencia al acicalamiento se acorté de manera significativa y la imipramina en una dosis de 5.0
mg/Kg revirtié este efecto (ver figura 2A).

Tiempo total de acicalamiento

El andlisis de varianza de dos vias indico diferencias significativas entre los grupos. El factor
manipulacion experimental provocod cambios significativos [F:2,285=76.17, p<0.0001]. Asi, los animales que
integraron el grupo choques mostraron un incremento significativo en el tiempo total de acicalamiento (n=186,
p<0.05) al ser comparados contra el grupo control (n=17) y grupo testigo-presencial (n=16), independientemente
del tratamiento farmacolégico con imipramina. Por otro lado, el analisis del factor tratamiento farmacologico
también ilustré diferencias significativas [F:2,245=36.71, p<0.0001]. Solo la dosis méas alta de imipramina (5.0
mg/Kg) redujo significativamente el acicalamiento en los tres grupos independientemente de la maniobra
conductual. La interaccién de factores no fue significativa [F:4,285=1.84, p<0.121]. Los datos globales indicaron

que el grupo choques desplegd un mayor tiempo total de acicalamiento y la imipramina revirtié dicha conducta a
valores control (ver figura 2B).
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Figura 2. Prueba de actividad locomotriz; evaluacion del acicalamiento a lo largo del tiempo (abscisa, en
semanas). a) La latencia al acicalamiento se acorté de manera significativa en el grupo que recibié choques
eléctricos en las patas, mientras que el grupo testigo-presencial y control no difirieron a lo largo del tiempo en la
latencia al acicalamiento; sin embargo, en los tres grupos experimentales la imipramina alargd de manera
significativa dicha conducta con la dosis de 5.0 mg/Kg. B) El grupo choques desplegé el mayor tiempo total de
acicalamiento y la imipramina en dosis de 2.5 y 5.0 mg/Kg redujo esta conducta de manera significativa.
Nuevamente, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo testigo-presencial.
Cada punto representa el promedio de 16-17 animales = el error estandar. Abrev.:Ctrl (grupo control); Tp (grupo
testigo); Ch (grupo choques).

Discusion

De este analisis concluimos que las ratas del grupo chogues son las que desplegaron un mayor tiempo
total de acicalamiento tanto en una sola exposicion a choques eléctricos en las patas (10 min), como a largo
plazo durante 7,14 y 21 dias de aplicacion, y que la dosis mas alta de imipramina (5.0 mg/Kg) redujo
significativamente esta conducta desde el séptimo dia de administracion. Sin embargo, en el grupo testigo y
control, no se observaron diferencias significativas entre los grupos en una sola sesion o a largo plazo; la
imipramina (5.0 mg/Kg) redujo significativamente el tiempo total del acicalamiento. Por tanto, es necesario
realizar un anélisis minucioso de la actividad locomotriz de los tres grupos experimentales para definir que otra
conducta se modifica en los animales testigo-presenciales durante la prueba en campo abierto, que pudiera
explicar el antecedente previo del incremento de la locomocion. Sin embargo, existen algunos antecedentes de
otros grupos de investigadores donde se han realizado analisis exhaustivos de diversos comportamientos
desplegados durante el registro de la actividad locomotriz bajo diferentes condiciones.



Las conductas generalmente evaluadas incluyen la locomocion (nimero de cuadros cruzados), el
‘rearing’ (conducta vertical), el husmeo, la inmovilidad y el autoacicalamiento a través de programas
computarizados para calcular la duracion total de estos parametros conductuales. van Dijken y colaboradores
(1992) reportaron que a los 7 y 14 dias después de la exposicién a choques eléctricos en las patas, los animales
muestran un decremento significativo de la locomocion, de la conducta vertical, del husmeo y del
autoacicalamiento. En cuanto a este Ultimo parametro conductual, nuestros resultados resultan ser opuestos,
dado que encontramos un incremento significativo de esta conducta tanto en una sola sesion como a largo plazo.
Las diferencias encontradas pueden estar determinadas en parte por la metodologia empleada, dado que estos
investigadores utilizaron una arena en campo abierto con dimensiones de 1.0 m para evaluar dichas conductas.
Ademas, ellos emplearon una caja de plexiglas de 32x32x44 cm para aplicar los choques eléctricos en las patas
(1 mA, 6s duracion, intervalo 90s, en un rango de 24-244 s) y expusieron a sus animales a 15 min de choques.
Ademas, no compararon sus datos con otras condiciones de estrés.

El incremento del acicalamiento en nuestros animales del grupo choques, podria responder a una
autoadministracion de estimulacion de la piel ante el dolor inducido por los choques eléctricos en las patas. A
nivel clinico, existen algunas evidencias que sugieren que la estimulacion vibratoria, el rozamiento, la presion o el
refrescamiento de un area de la piel con dolor, tiene efecto analgésico (Rosenzweig y Leiman, 1992). Asumiendo
alguna implicacién etolégica, esto explicaria por qué cuando se recibe un golpe con algin objeto o nos
lesionamos accidentalmente, se tiende a emitir movimientos vigorosos de frotamiento en la zona lesionada para
aliviar el dolor. Spitznagel y colaboradores (2001), demostraron que la administracion intraventricular de
substancia P (25, 100 y 500 pmol) en ratas induce un excesivo autoacicalamiento (lavado intenso de la cara y de
las extremidades anteriores) y un incremento en la expresion de la proteina c-Fos en el ndcleo paraventricular,
dorsomedial, parabraquial y en el talamo medial. Asimismo, se ha determinado que los choques eléctricos
inducen un incremento significativo de los niveles plasmaticos de corticosterona. La administracion de
corticosterona a nivel intracerebroventricular (1 pg) induce un incremento excesivo del autoacicalamiento (Dunn
et al., 1980). Estas respuestas son consistentes con las respuestas fisiologicas y neuroendocrinas inducidas en
ratas ante estimulos nocivos y dolorosos. Varios estudios han demostrado cambios en los niveles de sustancia P
y de sus receptores en varias regiones cerebrales relacionadas con el estrés agudo. Estos datos indican que la
sustancia P y otras taquicininas, no solo intervienen en las vias de transmision del dolor a nivel de la médula
espinal, sino que a nivel del encefalo intervienen como neurotransmisores y neuromoduladores actuando como
mediadores de circuitos relacionados con las respuestas al estrés (Bressers et al., 1995; Culman et al., 1995).

Sin embargo, se ha determinado que el acicalamiento evaluado en una prueba en campo abierto
pueden diferir dependiendo del estresor empleado y los farmacos antidepresivos pueden tener efectos opuestos
sobre esta conducta. Por ejemplo, el estrés por restriccion de espacio incrementa significativamente el
acicalamiento y la desipramina revierte este efecto pero decrementa la actividad exploratoria, en tanto que este
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triciclico administrado en animales sometidos a estrés ligero incrementa significativamente el acicalamiento de los
animales (D'Alquila et al., 2000). Estos hallazgos sugieren que el acicalamiento parece tener un caracter
plurifuncional que puede ser provocado bajo distintas circunstancias ambientales y el efecto farmacoldgico de los
antidepresivos parece ejercer un efecto opuesto a las modificaciones conductuales inducidas por el estres, es
decir, una accion protectora.

Por ofro lado, Pijiman y van Ree (2002) sugieren que el estrés fisico y el estrés emocional pueden tener
efectos opuestos a largo plazo sobre el comportamiento de los animales en pruebas en campo abierto. El estrés
fisico producido por choques eléctricos en las patas, en general promueve a largo plazo un decremento
significativo de la actividad locomotriz mientras que el estrés emocional generado en ratas testigos del estrés
fisico inducido a conespecificos, incrementa la actividad locomotriz. Estos cambios en campo abierto pueden ser
el resultado de varios factores como incremento de la ansiedad, un cambio en la estrategia para afrontar el estrés
0 simplemente un cambio en la actividad locomotriz. Estos autores sugieren que los choques eléctricos en las
patas promueven mas comportamientos pasivos de enfrentamiento; mientras que el estrés emocional incrementa
significativamente la actividad locomotriz per se (Pijiman et al., 2002). Estos hallazgos y las observaciones
realizadas en nuestro estudio son consistentes, pareciera entonces, que los estresores fisicos y emocionales son
fundamentalimente diferentes. Sin embargo, las bases que sustenta estas observaciones alin no son del todo
conocidas. La investigacién clasica sobre la formacién de Glceras en monos ejecutivos realizada por Brady (1958,
ref. en Rosenzweig y Leiman, 1992) hace méas de 50 afios demuestran que las diversas condiciones estresantes
a las que son sometidas diferentes especies de animales pueden tener un significado biologico diferente. El valor
adaptativo y de sobrevivencia de los individuos y de las especies podria explicar las diversas estrategias emitidas
durante diferentes tipos de estresores.

Dennis y Melzack (1983) sefialan que ciertos aspectos de la expresion del dolor parecen servir como
sefial social para otros animales. Consideran que esta expresion es probablemente significativa para la
sobreviviencia de la especie y de los individuos. El chillido sefiala el dafio potencial a otros miembros cercanos de
la misma especie; ademas, puede dar lugar a conductas de cuidado de los conespecificos, tales como
acicalamiento, defensa y alimentacion, que aumentan la posibilidad de sobrevivencia de la victima. En este
sentido, no solo trabajos realizados sobre las vocalizaciones emitidas durante estimulos nocivos han sugerido el
papel que la expresion del dolor pudiera tener sobre la sobrevivencia del individuo y de la especie. Los trabajos
de Zalaquett y Thiessen (1991) demuestran que los aromas emanados de animales que reciben choques
eléctricos en las patas promueven el incremento de la vigilancia en conespecificos expuestos a dichos olores.
Estos investigadores realizaron un analisis minucioso de los diferentes comportamientos emitidos en una prueba
en campo abierto. Ellos demuestran que los animales expuestos a areas saturadas de olores de ratones
estresados por choques eléctricos en las patas, produce un incremento significativo de la locomocion en general,
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escalamiento hacia las paredes de la caja de prueba, conducta vertical, autoacicalamiento y husmeo hacia el
origen del olor,

En nuestro estudio, encontramos que la actividad locomotriz per se incrementa de manera significativa
en los animales testigo presenciales; sin embargo, el acicalamiento no difirié al emitido por animales control. Es
probable que las diferencias encontradas en la evaluacién de esta conducta se deban a la metodologia
empleada. Zalaquett y Thiessen (1991), realizaron varios experimentos utilizando diferentes dispositivos para
hacer llegar el olor de animales estresados a otros ratones. Incluso, en un primer experimento utilizando una caja
tubular, donde el movimiento de los animales fue mas restringido, encontraron un incremento significativo de la
locomocion y respuestas de escape de las areas donde se originaba el olor del animal estresado, pero no
encontraron incremento del acicalamiento; mientras que en un segundo experimento, utilizando una caja hogar
mucho méas amplia y compleja, observaron que los comportamientos desplegados por ratones expuestos a olores
de animales estresados son mas complejos. Asimismo, Kikisui y colaboradores (2001) observaron que un grupo
de animales control y un grupo de animales expuestos a olores de animales estresados por choques eléctricos en
las patas no difieren en el acicalamiento y en la conducta vertical, pero si difieren en la locomocion y en el
husmeo y, que los aromas de animales estresados promueven hipertermia e incremento de la expresion de la
proteina c-fos en células mitrales del nucleo olfatorio accesorio e incremento de la locomocion.

En conclusion, los datos encontrados en el analisis del acicalamiento parecen ser controversiales a lo
hallado por otros investigadores y resulta atractivo investigar las diferencias encontradas en la prueba de
actividad locomotriz en campo abierto empleando dos tipos de estresores, el estrés fisico consistente en choques
eléctricos en las patas y el estrés psicosocial, consistente en presenciar las reacciones emocionales de
conespecificos estresados y en inhalar los aromas provenientes de animales estresados. Se sugiere el analisis
de los comportamientos emitidos durante la actividad locomotriz para determinar el efecto de ambos estresores
sobre esta variable, o cual amerita otro disefio experimental. Para los objetivos de la presente investigacion, los
resultados generales encontrados sobre la actividad locomotriz indican ser consistentes con otras observaciones
realizadas por diversos investigadores en donde se ha determinado que la exposicién a olores de animales
estresados o el presenciar el dolor de un conespecifico, promueve el incremento de la actividad locomotriz, pero
que en el animal que recibe los choques ocurre un decremento de la locomocion aunado a un incremento del
acicalamiento, conducta autodirigida, la cual es disminuida por la imipramina.
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