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RESUMEN

Es comunmente aceptado que en los mamiferos, los receptores GABAAa juegan un papel
preponderante en la modulacion de la ansiedad y que en ésta, la amigdala tiene una
participacion fundamental. En el presente trabajo se exploré la posibilidad de que los
receptores GABA(, que comparten algunas caracteristicas estructurales y funcionales con
los receptores GABAAa, pudieran también estar involucrados en la modulacion de la
ansiedad. Para ello, se estudiaron los efectos de la inyeccion bilateral intra-amigdalina del
acido (1,2,5,6-tetrahidropiridina-4-il) metilfosfinico (TPMPA), un antagonista selectivo de
los receptores GABA(, sobre los niveles de ansiedad en las ratas utilizando para ello el
paradigma experimental de Laberinto Elevado en Forma de “signo de mas” (+) y
comparandolos con los efectos de un antagonista selectivo para los receptores GABAA,, €l
alcaloide Bicuculina. Los resultados de este trabajo sugieren la existencia de receptores
GABAc en la amigdala de la rata e indican que pudieran estar involucrados en la
modulacion de la ansiedad por parte de la amigdala. Nuestros hallazgos, también sugieren
que los receptores GABAc blogueados por el TPMPA, pudieran estar presentes en sitios
anatomicos diferentes a los que poseen receptores GABAA. Finalmente, se sugiere que el
TPMPA ejerce sus efectos modulatorios sobre la ansiedad alterando el flujo de impulsos

nerviosos entre el ndcleo basolateral y el central de la amigdala.



1. INTRODUCCION

El receptor GABAc, es un miembro de la familia de los receptores-canal activados por
ligando que ha sido muy poco estudiado en otras zonas ademas de la retina de las aves y
mamiferos (Chebib, 2004), sobre todo en cuanto a su participacion sobre la conducta.
Dentro de los tipos de receptores GABAEérgicos existen otros receptores como los GABAAa
de quien se sabe tienen una importante participacion en los sistemas que modulan distintas
funciones fisioldgicas y conductuales, como la ansiedad (Flores Gracia, 2005), y por ello ha
funcionado hasta el momento como uno de los objetivos principales tanto para la
investigacion sobre el funcionamiento de estos sistemas como para el desarrollo de
farmacos mas efectivos y seguros.

La ansiedad, por su lado, es una respuesta adaptativa fundamental para la supervivencia de
un individuo pero, en su forma patologica es uno de los trastornos del estado de animo que
afectan a una gran parte de la poblacién, sin que aun se hayan podido establecer sus
mecanismos etioldgicos y sin que hasta el momento se haya encontrado un farmaco lo
suficientemente potente y selectivo para ser usado en el tratamiento de los trastornos de
ansiedad sin ningdn efecto colateral indeseado.

El presente estudio representa una aproximacion hacia estas dos vertientes, intentando
responder a la pregunta de si existen receptores GABAc en la amigdala del I6bulo
temporal, si estos receptores participan en los procesos de miedo y ansiedad que tienen
lugar dentro de dicha estructura que es una de la zonas del cerebro que méas se ha
relacionado con este trastorno (Adolphs et al., 1995) y con ello también contribuir al
estudio de la participacion de este tipo de receptor tanto en el plano conductual como en la

funcién amigdalina.



2. ANTECEDENTES

2.1 ANSIEDAD

En ciscunstancias normales, el sistema nervioso humano se encuentra preparado
para advertir y movilizar al individuo en una de tres dirrecciones frente a una amenaza
objetiva y fisicamente peligrosa. Podemos luchar (atacar o defendernos), huir (abandonar el
campo) o quedarnos bloqueados (paralizados); sin embargo, el rasgo caracteristico del
paciente ansioso es la percepcién de una amenaza poderosa y la activacion de los
elementos fisiologicos asociados cuando no existe un peligro objetivo real (Stein y
Hollander, 2006).

El concepto de ansiedad ha sido motivo de mdltiples discusiones, esto por la
dificultad para distinguirla de otras respuestas parecidas como el miedo o el estrés, de
hecho es posible que juntos formen parte de un sistema de alarma que alerta al organismo
ante diversos sucesos que lo pueden poner en desventaja (Flores Gracia, 2005).

A este respecto se ha llegado a algunos consensos: el miedo se entiende como una
respuesta a un estimulo concreto y real, mientras que la ansiedad es una vivencia del temor
ante algo difuso, vago, inconcreto, indefinido, que a diferencia del miedo, tiene una
referencia explicita o linguistica. Comparte con el miedo la impresion interior de temor, de
indefensién, pero mientras en el miedo esto se produce por algo real, en la angustia (o
ansiedad) se produce por algo que no representa un peligro inmediato y puede ser que ni
siquiera sea real (Rojas, 1998). De esta forma, La ansiedad patoldgica se diferenciaria de
la normal sélo por su intensidad y su anacronismo, pero no por la cualidad de la emocion en
si misma ni por las reacciones fisioldgicas observadas. Asi, la ansiedad como sintoma,

representa un continuo desde la emocidn normal hasta la ansiedad patolégica, la cual supera



los limites adaptativos y afecta de forma negativa al rendimiento y al funcionamiento

psicosocial (Vallejo y Gastd, 2000).

De acuerdo con lo anterior, la ansiedad y el estrés resultarian términos sinénimos y
el miedo una variante de ellos, en la que el estimulo que la provoca es conocido.
Eventualmente, la ansiedad podria diferenciarse del estrés por la frecuencia en la que se
presentan los estimulos. En la ansiedad bastaria que se presentara el estimulo ansiogénico
una sola vez para que la respuesta se diera, en tanto que en el estrés el sujeto estaria por

largo tiempo bajo la accion del estimulo “estresante” (Flores Gracia 2005).

La ansiedad es una experiencia humana universal y, desde luego, una emocion
humana corriente, su evocacién no implica necesariamente la presencia de un trastorno con
repercusion clinica (Stein y Hollander, 2006). Sin embargo, cuando la ansiedad es excesiva
0 aparece como consecuencia de acontecimientos que no presentan un peligro real, es
considerada un estado patolégico sobre todo si es persistente (Kandel et al., 2001). Dicho
trastorno implica una duracion, una frecuencia, un nimero y una intensidad de los sintomas
gue deben resultar suficientemente significativos para mermar la calidad de vida de la
persona; la ansiedad no es un trastorno unico, sino que forma parte de un espectro de

trastornos de ansiedad (Stein y Hollander, 2006).

2.1.1 Aspectos clinicos de la ansiedad

Desde el punto de vista clinico, los trastornos de la ansiedad se presentan de
diversas maneras. A manera de ejemplo, segin el DSM-IV una crisis de ansiedad o de
angustia es definida como: “la aparicion subita de sintomas de aprehension, miedo

pavoroso o terror, acompafiados habitualmente de sensacion de muerte inminente. Durante



estas crisis aparecen sintomas como falta de aliento, palpitaciones, opresion o malestar
torécico, sensacion de atragantamiento o asfixia y miedo a “volverse loco” o a perder el
control (Lopez-Ibor Alifio, 1997). La principal caracteristica de una crisis de angustia es la
aparicion aislada y temporal de miedo o malestar de caracter intenso, que se acompafia al
menos de 4 de un total de 13 sintomas somaticos o cognoscitivos. De acuerdo también con
el DSM-1V, existen tres tipos caracteristicos de crisis de angustia que se diferencian por el
modo de inicio y la presencia o ausencia de desencadenantes ambientales:
Crisis de angustia inesperadas.- no relacionadas con estimulos situacionales, es decir,
aparecen sin ningn motivo aparente.
Crisis de angustia situacionales.- desencadenadas por estimulos ambientales, aparecen
inmediatamente después de la exposicion o anticipacion de un estimulo desencadenante.
Crisis de angustia mas o menos relacionadas con una situacion determinada.-
simplemente tienen mas probabilidades de aparecer ante el estimulo, pero pueden aparecer
después de cierto tiempo de la exposicion a éste.

Se consideran asi mismo como trastornos de la ansiedad: a las crisis de angustia con
o0 sin agorafobia, a la fobia especifica y social, al trastorno obsesivo compulsivo, por estrés
post-traumatico, por estrés agudo, al trastorno de ansiedad generalizada, al trastorno de
ansiedad debido a enfermedad médica, o inducido por sustancias, y al trastorno de ansiedad
no especificado (Lépez-Ibor Alifio, 1997).

Cabe sefialar que una proporcion significativa de los pacientes con trastornos de
angustia presentan alguna predisposicion genética y que la mitad de los pacientes con crisis
de angustia padecen de depresién, lo que ha llevado a sugerir que las crisis de angustia

pueden ser una variante de la enfermedad depresiva o antecederla (Kandel et al., 2001).



La encuesta nacional de epidemiologia psiquiatrica en México (ENEP) realizada en
2003 (Medina-Mora, et al. 2003) indica que en nuestro pais, los trastornos
neuropsiquiatricos ocupan el quinto lugar dentro de las enfermedades mas comunes, al
considerar como indicadores a la muerte prematura y a los dias vividos con discapacidad,
encontrandose el trastorno obsesivo compulsivo entre las primeras diez enfermedades mas
discapacitantes.

Medina-Mora et al. (2003) encontraron que dentro de los padecimientos
neuropsiquiatricos, los trastornos de ansiedad fueron los mas frecuentes en la poblacion
mexicana no-institucionalizada (14.3%), seguidos por el uso de sustancias de abuso y los
trastornos afectivos. Un analisis general de esta encuesta permite observar que los
trastornos afectivos y de ansiedad son mas frecuentes en las mujeres, mientras que los
trastornos por el uso de sustancias de abuso son més frecuentes en los hombres.

Los datos de la ENEP muestran que uno de cada 5 individuos presenta al menos un
trastorno mental en un momento de su vida, en donde los trastornos de ansiedad son los
mas prevalentes y los mas cronicos, los trastornos individuales méas comunes fueron la
depresion mayor, la fobia especifica, la dependencia al alcohol y la fobia social.

En cuanto a la edad de inicio de estos trastornos, segun los datos de Medina-Mora et
al. (2003) (Figura No. 1), tanto la fobia especifica como la social aparecen antes de los 15
afios, mientras que el trastorno de ansiedad generalizada se inicia hacia la tercera década de
la vida. La agorafobia y los ataques de panico aparecen, en cambio, hacia la quinta década
y el estrés postraumatico después de la tercera edad. Es interesante notar que los trastornos
de ansiedad estan presentes ya de forma significativa entre los 5 y los 10 afios de edad en la
poblacion del pais, con excepcion del trastorno de ansiedad generalizada y el estrés

postraumatico que aparecen en etapas posteriores.



Segun el DSM-1V, los estudios de seguimiento efectuados en persona tratadas en centros de
asistencia terciaria sugieren que al cabo de 6-10 afios de tratamiento cerca del 30% de los
individuos se recuperan, entre el 40 y el 50% han mejorado, y entre el 20% y el 30%

restante permanece en igualdad de condiciones o incluso ha empeorado (Medina-Mora et

al. 2003).
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FIgU ra NO.1 incidencia de los trastornos de ansiedad en la Republica Mexicana. La encuesta nacional de epidemiologia
psiquiétrica en México (ENEP) describe la prevalencia de los trastornos psiquidtricos, la comorbilidad, las variaciones en la distribucion
geografica de los trastornos, los correlatos sociodemogréaficos y la utilizacién de servicios en la poblacién urbana adulta. La ENEP se
basa en un disefio probabilistico, multietapico y estratificado para seis regiones a nivel nacional, cuya poblacion blanco fue la poblacién
no-institucionalizada, que tiene un hogar fijo, de 18 a 65 afios de edad. La ENEP proporciona diagnésticos de acuerdo la CIE-10. Se
utilizé el método de Kaplan-Meir para generar las curvas de edades de inicio y las tasas (HAZARDS) presentadas en las graficas, usando
el paquete SAS. Los datos que se reportan aqui estan basados en un total de 2,432 entrevistas.

Los picos que se observan se interpretan como los momentos de mayor actividad en el reporte de las edades de inicio. Se observan un
gran nimero de altas y bajas en los “HAZARDS” que, sin embargo, tienden a concentrarse en las edades jévenes (antes de los 15 afios)
(Medina-Mora et al. 2003)

En cuanto al tratamiento, un grupo de farmacos particularmente eficaz en el
manejo del trastorno de ansiedad generalizada esta constituido por las benzodiacepinas,
como el clordiazepoxido (Librium) y su derivado el diazepam (Valium), que actian

facilitando la accion del acido gama-aminobutirico (GABA) en los receptores GABAA,,



Otros farmacos que al parecer han dado resultados también benéficos en estos trastornos
son los antidepresivos triciclicos y los inhibidores de la monoaminoxidasa (MAO) aunque
cabe sefialar que ni estos ni las benzodiacepinas estén libres de efectos adversos como son:
tolerancia al farmaco, somnolencia y/o trastornos cognitivos y de memoria (Kandel et al.,
2001; Flores Gracia, 2005). Adicionalmente, los tratamientos de tipo conductual que
funcionan ensefiando a los pacientes a identificar y controlar mediante el condicionamiento
clasico, sus sefiales y funciones auténomas, (v.g. retroalimentacién bioldgica o

biofeedback) son también de gran utilidad.

2.1.2 Aspectos bioldgicos de la ansiedad

Hacia 1939 Heinrich Kluver y Paul Bucy fueron pioneros en mostrar la relacion
entre el sistema limbico y particularmente uno de sus componentes, la amigdala, con la
ansiedad. Sus estudios con monos mostraron que las lesiones bilaterales del l6bulo
temporal, que incluian a la amigdala en su totalidad (Figura No.2), producian una
disminucion de la ansiedad acompafiada de alteraciones en la conducta sexual, hiperfagia,
déficit de memoria, apatia, imposibilidad para reconocer objetos o caras, entre otros
sintomas (Kluver y Bucy 1997). Por otro lado, tanto en pacientes que padecen la
enfermedad de Urbach-Wiethe!, como en aquellos que poseen diferentes lesiones en el
I6bulo temporal, se ha observado que la estimulacion de la amigdala produce sensaciones
de miedo y que la lesion de ésta produce alteraciones en la emocionalidad de los pacientes,

gue se manifiestan como apatia, letargia, insensibilidad emocional y disminucion de

! La proteinosis lipoidea (LiP), también conocida como “*hialinosis de cutis y mucosa" o enfermedad de Urbach-Wiethe es un sindrome
autosémico recesivo muy raro que produce almacenamiento de lipoide con multiples infiltraciones de un material céreo en la piel y
membranas mucosas de la boca, faringe y laringe que impide el llanto. No hay aparentemente anormalidades viscerales, pero dentro del
SNC produce calcificaciones, especialmente en la amigdala de los I6bulos temporales mediales, hasta en un 75% de los casos. La
enfermedad suele ir asociada a ataques de epilepsia, y a retraso mental (IQB, Medciclopedia, 2007)



respuestas emocionales (Adolphs et al., 1995; Adolphs y Damasio, 1998; Adolphs et al.,
1999; Torras y Morgado, 2001; Siebert y Bartel, 2003; Adolphs et al., 2005;). Las lesiones
amigdalinas, por otro lado, parecen dificultar la capacidad para reconocer o recordar el
significado afectivo de diferentes expresiones faciales, especialmente las referentes al
miedo (Adolphs et al., 1994; Hamann et al., 1996; Adolphs et al., 1999; Bechara y
Damasio, 2003; Dolan y Vuilleumier, 2003; Vuilleumier et al., 2004; Phelps y LeDoux,
2005; Sander et al., 2005; Vuilleumier, 2005; Vuilleumier y pourtois, 2007) pues al parecer
la lesién de esta estructura deteriora el reconocimiento de estimulos emocionalmente
activadores o de sus recuerdos, independientemente de la modalidad sensorial con la que se
presentan (LeDoux y Milner, 1991; Zald y Pardo, 1997; LaBar et al., 1998; Adolphs et al.,
2000; Royet et al., 2000; Torras y Morgado, 2001; Miranda et al, 2002; Majak y Pitké&nen,
2003; Zald, 2003).

A pesar de la informacién anterior es importante tomar en cuenta el concepto de
sistema funcional establecido por A.R. Luria (1988), pues nos aclara que las funciones
psiquicas superiores sélo pueden existir gracias a la interaccion de estructuras cerebrales
altamente diferenciadas, cada una de las cuales hace un aporte especifico propio al todo
dinamico y participa en el funcionamiento del sistema cumpliendo funciones propias; es
por esto que a pesar de la importancia de esta estructura, se debe tomar en cuenta los
numerosos estudios que han mostrado que no existe una region Unica encargada de la
integracion y modulacion de la ansiedad, sino que existen diferentes centros nerviosos que
participan en su produccion y modulacion. Ademéas de la amigdala varias regiones del
sistema limbico han sido implicadas: septum lateral, hipocampo, hipotalamo, sustancia gris
periacueductal (SGP), nucleos del rafé dorsal y locus ceruleus, entre otros (Pérez de la

mora, 2003). Debido a que no podemos localizar a la ansiedad en una Unica estrutura, es



importante tomar en cuenta que existen sistemas de interconexion que pueden afectar la
funcion amigdalina de forma directa o indirecta; al igual que otras funciones complejas que
comparten una o varias estructuras con el sistema que modula la ansiedad, como la
atencion, la vigilia, o la motricidad, y que podrian verse afectadas o afectar a su vez a este

sistema.

2.2 SISTEMA AMIGDALINO

Acorde con estudios de tomografia por emisidn de positrones (PET) y resonancia
magnética funcional (fMRI) en humanos, asi como de paradigmas probados en roedores y
primates, una de las mayores funciones de la amigdala es la formacidn de asociaciones y/o
recuerdos que involucran eventos emocionalmente activadores (Cahill et al., 1995; Adolphs
y Damasio, 1998; Cahill y McGaugh, 1998; LaBar et al, 1998; Vazdarjanova y McGaugh,
1999; McGaugh, 2002; Pitkanen et al., 2003; McGaugh, 2004). A este respecto, se ha
sugerido que la amigdala podria ser clave en el proceso por el cual los estimulos adquieren
carga emocional o motivacional y en la generacién de respuestas adecuadas (Cahill et al.,
1995; Cahill et al., 1999; LeDoux, 2003; McGaugh, 2004). En otras palabras, para que se
produzca el aprendizaje clasico del condicionamiento al miedo, tienen que converger, en
alguna zona del cerebro, las vias que transmiten la informacién del estimulo condicionado
(EC) con las que transmiten la informacion del estimulo incondicionado (El), la amigdala

es al parecer la estructura que posibilita la formacion de asociaciones entre estos estimulos



ayudando a establecer el significado emocional de diferentes situaciones (Torras y
Morgado, 2001).

Aunque parece confirmado que la amigdala tiene una funcién en la modulacion de
este tipo de aprendizaje y su consolidacion en la memoria, esto no necesariamente debe ser
compatible con el hecho de que esta estructura sea un lugar de almacenamiento de las
memorias emocionales. Existen, por ello, evidencias contradictorias al respecto pues
mientras algunos piensan que esta estructura funciona como almacén de memoria, otros
afirman que actua s6lo como un modulador potenciador, 0 como un lugar de asociacién
entre diferentes aferencias sensoriales (Cahill y McGaugh, 1998; Cahill et al., 1999;
LeDoux, 2000; McGaugh, 2002; McGaugh, 2004; Vazdarjanova y McGaugh, 1998;

Wilensky y LeDoux 2000; Wilensky et al., 2006).

Figura No. 2 Localizacion de la amigdala en el cerebro humano (imagescope.org)



2.2.1 Filogenia y ontogenia

Desde el punto de vista filogenético, la amigdala esta constituida por dos partes: la
amigdala medial (MeA) y la central (CeA) que representan la parte mas temprana; y las
porciones basal (BA), lateral (LA) y cortical (CoA) que fueron adquiridas con posterioridad
(McDonald, 2003).

Tanto el nacleo CoA como el basolateral (BLA), constituido por el nucleo lateral
(LA), el basal (BA) y el basomedial (BM), parecen estar asociados anatdmicamente con
una fisura prominente a la que se le llamé la fisura amigdaloidea. Esta parte caudal del
surco entorrinal separa al nlcleo cortical de la corteza piriforme adyacente. Caudalmente,
esta fisura rodea el polo caudal de la amigdala y es separado de ésta por la corteza
entorrinal. Se ha sugerido, que tanto los nicleos BA como LA fueron formados por
neuronas que emigraron de las regiones corticales a esta region (McDonald, 2003).
Estudios subsecuentes indicaron que por el contrario, esta situacion fue mas bien el
resultado de neuronas del mismo grupo que no migraron a la superficie cortical. La fisura
amigdaloide es un rasgo caracteristico del cerebro de los mamiferos, aunque ha sido
encontrada una fisura similar en reptiles y lisencéfalos (McDonald, 2003).

Segun Rainnie (2003), a lo largo de la evolucion, el volumen del ndcleo BLA se
incrementd desproporcionadamente en comparacion con el CeA. Este incremento en el
volumen del nucleo BLA, podria reflejar un aumento en la complejidad de los procesos
emocionales.

A lo largo de la filogenia de los mamiferos, Price (2003), considera que la

conectividad de la amigdala esta relacionada con tres grandes sistemas:



- El sistema de fibras que viene de la base del cerebro y provee de informacion
sensorial a la amigdala. Dicho sistema tiene su origen en la corteza olfativa
ascendente, en las vias que transportan informacion visceroceptiva y gustativa, en el
talamo posterior y en las areas de asociacion cortical.

- Los sistemas de proyeccion de la amigdala hacia el tallo cerebral (la via
amigdalofugal ventral y la estria terminal), que se extienden principalmente al
hipotalamo y a la médula espinal y estan implicadas en la respuesta visceral a los
estimulos emocionales.

- Las conexiones reciprocas que se establecen entre la amigdala con areas de la base
del l6bulo frontal ventromedial, la insula rostral, la corteza temporal rostral, el
talamo medial y los ganglios basales ventromediales.

Respecto al desarrollo ontogenético del complejo amigdalino se sabe que éste se
deriva de la eminencia ganglionar, que proviene de una delgada zona proliferativa del
telencéfalo y es discernible durante todo el periodo prenatal (Ulfig y Bohl, 2003). El
desarrollo fetal de la amigdala se observa desde el quinto mes de gestacion en donde el
primordio del BLA surge de la llamada eminencia ganglionar. Entre el sexto y séptimo mes
de gestacion las columnas de células del BLA tienen su mayor periodo de crecimiento y
comienzan a perder contacto con la eminencia ganglionar. Al octavo y noveno mes de
gestacion, los bultos de las columnas celulares no son ya detectables y se alcanza a observar
un grupo de células que claramente separa al nucleo lateral de la eminencia ganglionar.
Cabe resaltar que el nacleo corticomedial (CoAm) revela sinaptogénesis desde el quinto
mes, a diferencia del BLA que la revela hasta el séptimo mes. Esta desincronia podria estar
asociada con la temporalidad con que la que aparecen sus conexiones especificas con la

corteza de asociacion. (Ulfig y Bohl, 2003).



2.2.2 Anatomia

A principios del siglo XIX, Karl Friederich Burdach, mediante una inspeccion
visual de tipo topografico, discrimind a lo que hoy conocemos como el nucleo BLA del
complejo amigdalino, nucleo que segun él, tenia un gran parecido con una almendra, por lo
que decidié llamarlo amigdala (Swanson, 2003). No mucho tiempo después, otro gran
anatomista, Meynert, hizo notar que la amigdala de Burdach es sélo una extension del
claustro del 16bulo temporal, que representa a la capa méas profunda de la corteza cerebral.
(Swanson, 2003).

Hacia 1923 Johnston, introdujo una descripcién fundamental, al proponer que la
amigdala estaba formada por un grupo mas “primitivo” de células asociado con el sistema
olfativo que corresponde a los nucleos central (CeA), medial (MeA), cortical (CoA) y del
tracto olfativo lateral (NLOT); asi como por un grupo filogenéticamente maés tardio: el
nucleo lateral (LA) y el basal (BA). Johnston también describe y nombra las masas o islas
intercaladas (ITC) y menciona que el NLOT tiene una relacion muy cercana con los otros
nucleos amigdalinos (McDonald, 2003).

Existen otras clasificaciones un tanto menos utilizadas, por ejemplo, la de Edinge y
Kappers; que dividen al encéfalo en paleoestriado, paleocorteza, arquiestriado,
arquicorteza, neoestriado y neocorteza, dentro de ésta clasificacion se ubica a la amigdala
dentro del arquiestriado (McDonald, 2003). Otras clasificaciones la refieren simplemente
como parte del rinencéfalo o del sistema limbico (McDonald, 2003).

Price, por su lado, propone que la amigdala es una entidad ciscunscrita que posee 4

divisiones: basolateral (BLA), corticomedial (CoAm), nucleo central (CeA) y nucleo



anterior (AA) (McDonald, 2003), ésta clasificacion es la mas aceptada y la que tomaremos
en cuenta en este trabajo.

Swanson y Petrovich (1998) sugieren que Meynert estaba en lo correcto en asignar
al BLA, como una extension del claustro pero, dorsalmente adyacente al nucleo
endopiriforme (Figura No.3). Swanson sugiere también que el BLA forma por lo menos
parte de la subplaca que forman las cortezas temporal, piriforme y quizas, frontal; pero que
estd separada de las capas mas superficiales de la corteza por una lamina de fibras

denominada cépsula externa, que recientemente ha sido llamada también cépsula

amigdalina (Figura No.3).

Flgura. NO. 3 Localizacién de los nicleos amigdalinos en el cerebro de la rata (tincion de cuerpos celulares de

Nissl). Observese la forma de almendra de ambos nicleos basolaterales (BLA), misma que sirviera para dar nombre a ésta estructura.
Note también la disposicion dorsalmente adyacente del BLA al nicleo endopiriforme dorsal (Den), asi como la separacion entre dicho
nlcleo y la amigdala por la cépsula externa (EC). Del lado izquierdo se puede observar claramente la disposicion de las islas de células
intercaladas (ITC). Las ITC laterales se encuentran entre los nlcleos BLA y central (CeA), asi como las mediales entre el niicleo medial

(MeA) y el CeA. Abreviaturas: CTX corteza, Cpu caudoputamen, MGP globo pélido medial, LGP globo pélido lateral, Pir corteza
piriforme, VL nucleo talamico ventrolateral. Seccion coronal representativa a nivel de -2.30mm acorde con el atlas de Paxinos y Watson

(1998).



Flgura.No. 4 Distribucién de los nicleos amigdalinos en el cerebro de rata. Se presentan distintos métodos de
tincién que muestran a los ndcleos amigdalinos desde distintas perspectivas. De izquierda a derecha: tincién de cuerpos celulares de
Nissl, tincion de acetilcolinesterasa y tincion de reticulina. Observese la distribucion de los ndcleos amigdalinos medial y central mas
cercana al estriado asi como la parte basolateral mas cercana a la corteza cerebral.
Abreviaturas: AB nucleo basal accesorio, B nlcleo basal, Ce n(cleo central, Ic islas de celulas intercaladas, La nicleo lateral,
M, nlcleo medial, CO ndcleo cortical, AST, area de transicion amigdalo-estriatal; CPu, caudo putamen; CTX, corteza cerebral.

Los hemisferios cerebrales estan constituidos por dos macroestructuras: las regiones
corticales caracterizadas por poseer neuronas glutamatérgicas de proyeccion, y regiones
palido estriadas caracterizadas por contener neuronas principalmente GABAérgicas
(Swanson, 2003).

McDonald, enfatizé que las neuronas de proyeccion en el BLA tienen apariencia de
células corticales de proyeccion, y sugiere, al igual que Swanson, que la region amigdalina
esta claramente dividida en una parte cortical y una parte estriatal (McDonald, 2003)
(Figura No 4).

Swanson (2003) propone que los grupos de células de la amigdala estan asociados
por lo menos con 4 sistemas funcionales directamente interrelacionados: el cortical, el
olfativo, el autonémico y el frontotemporal, lo que hace dificil para ellos, y para muchos
otros autores, ver a la amigdala como una sola unidad estructural o funcional, sino que mas

bien se le concibe como una coleccion de células adyacentes. En concordancia con esto los



nacleos amigdalinos, a diferencia del talamo, reciben aferencias directas de todas las
modalidades sensoriales (Swanson, 2003).

Por otro lado, en los ultimos afios se ha considerado a otras partes de la base del
cerebro como constituyentes de una amigdala mas grande denominada por de Olmos y
Heimer (1999) como la amigdala extendida (EA), que basicamente consiste de 3 partes: la
parte caudal del ndcleo sublenticular (SN), la substancia innominata (SI) y la cama del
nucleo de la estria terminal (BST), cada uno de ellas forma divisiones mediales y laterales,
que se encuentran asociadas con los nucleos medial y central de la amigdala,

respectivamente.

En resumen, segiin Swanson (2003), la mayor parte de la amigdala esta formada por
componentes del sistema olfativo accesorio y principal. EI CeA seria entonces una region
especializada del estriado que proyecta a los centros viscerales del tallo y recibe sefiales de
la corteza prefrontal, insular, temporal y areas temporales olfativas. Los nlcleos LAy BLA
aparecen a su vez como una extension ventromedial del claustro que reciben informacion
de amplias regiones de la corteza frontal y temporal, proyectando al cuerpo estriado,
(caudoputamen y nucleo accumbens (N Acc)) asi como por supuesto al nacleo CeA

(Swanson y Petrovich, 1998).

2.2.3 Conexiones, vias aferentes y eferentes
La amigdala es parte del circuito orbital que incluye la corteza prefrontal medial
(mPFC), tallamo medial, N Acc y péalido ventral, éste circuito proyecta al hipotdlamo y a la

sustancia gris periacueductal (SGP) (Price, 2003).



El N acc, llamado también estriado ventral, manda proyecciones GABAérgicas a la
sustancia innominata (palido ventral y rostral) quien a su vez envia fibras al nucleo
talamico medio dorsal (MD). En este ndcleo, las fibras GABAérgicas provenientes de la Sl
terminan en las mismas neuronas que las fibras glutamatérgicas que vienen del BLA,
porque el MD es un ndcleo talamico que tiene conexiones reciprocas con el circuito orbital.
Dado que el tdlamo medial proyecta a la mPFC, estas ultimas aferencias constituyen una
via adicional por medio de la cual la amigdala puede influenciar la funcién de esta region
cortical y viceversa (Price, 2003). La corteza medial prefrontal se divide en 22 zonas
citoarquitectonicas que se pueden dividir en dos redes principales: La red orbital, que
implica areas de la corteza prefrontal medial (mPFC), asi como &reas de la corteza orbital
lateral y ventromedial (gyrus rectus); y la red medial que estd conectada con areas
polisensoriales en el giro y el surco superior temporal y envia eferencias a hipotalamo y a la
SGP. Las conexiones reciprocas de la amigdala, en primates, se unen con ambas redes,

aungue predomina la interconexion con la red medial (Price, 2003).

Las mayores aferencias corticales que llegan a la amigdala provienen de la corteza
de asociacion sensorial, es decir, de la corteza témporo-parieto-occipital (TPO), de la
corteza temporal anterior (informacion auditiva) y de la insula (informacién visceral). En
todos estos casos las fibras cortico-amigdalinas terminan principalmente en regiones del
BLA (Price, 2003).

Tanto en primates como en roedores, las proyecciones mas importantes que van
desde la amigdala hasta la formacion hipocampal y parahipocampal se originan en el BLA.
El nicleo BA proyecta fuertemente a las areas CA1 y CA3 del hipocampo. Las eferencias

amigdalinas mas importantes a las cortezas entorrinal, perirrinal, y postrrinal, se originan en



el BLA. El parasubiculo es inervado principalmente por los nucleos LAy BA. Aunque
existen conexiones reciprocas entre el hipocampo y la amigdala, las aferencias que llegan a
la amigdala son mas numerosas que las eferencias que llegan al hipocampo provenientes
del CeA (Majak y Pitkdnen, 2003).

Un rasgo comdn del complejo BLA, el nucleo endopiriforme y el claustro, es la
existencia de extensas proyecciones que regresan a la region cortical que las inerva. Dicho
rasgo trae consigo relaciones topoldgicas basicas. Swanson propone que el nicleo BM y el
nucleo BLA, son componentes subcorticales que corresponden a las regiones de asociacion
del orbito frontal, insular y ventral temporal. Por otro lado estudios anatémicos sugieren
gue tanto el nucleo LA como el BA, representan, como ya se ha mencionado antes, una
extension ventromedial del claustro relacionada méas cercanamente con el 16bulo temporal y
los l6bulos frontales. Ambos nucleos, forman conexiones bidireccionales con el sistema
olfativo y las regiones prefrontales e insulares. El ndcleo LA inerva directamente al CeA, e
indirectamente a BM posterior y BLA posterior, al tiempo que se distingue por sus
conexiones con la corteza temporal y con regiones hipocampales. De la misma forma, el
nicleo BLA cuenta con conexiones que alcanzan areas somatosensoriales y motoras en las
cortezas frontal y parietal. Ambos inervan al caudoputamen, asi como al N Acc (Swanson 'y

Petrovich, 1998).

El CeA representa la porcion medial del estriado y constituye la estacion de salida
de la amigdala, pues sus dos grandes eferencias, la via amigdalofugal ventral y la estria
terminal, alcanzan a una gran variedad de ndcleos autonémicos entre los que se incluyen al
hipotalamo lateral, al nicleo motodorsal del vago, al ndcleo del tracto solitario (NTS), al

nucleo parabraquial, a la SGP y al nucleo reticulopontino. EI CeA recibe a su vez un gran



rango de informacion sensorial proveniente de aferencias corticales, tdlamicas, del tallo
cerebral, del sistema olfativo principal, y del tdlamo ventricular (Swanson y Petrovich,

1998).

2.2.4 Las islas de células intercaladas (ITC) como una interfase entre el

BLA Y el CeA.

Las islas intercaladas de la amigdala (ITC) son grupos de células GABAérgicas
interconectadas e interpuestas entre el nicleo BLA y el CeA. Dichas islas reciben
aferencias glutamatérgicas del complejo BLA y proyectan sus fibras al CeA y a otras islas
vecinas, esto ha sido mostrado en la rata, el gato, el cuyo y el mono (Royer y Pare, 1999).
Estas islas o grupos de células representan una interfase inhibitoria entre las estaciones de
entrada (LA Y BA) y de salida (CeA) de la amigdala (Royer y Pare, 1999). Tanto la isla
intercalada principal (Im), como las intercaladas paracapsulares, laterales y mediales (Ip),
son ricas en receptores dopamineérgicos del tipo 1 (D1) comparados con otros nucleos
amigdalinos. De la misma manera el RNAm que codifica para estos receptores es tambiéen
expresado en estas estructuras. Hay que destacar sin embargo que dentro de la Im coexisten
tanto receptores D1 como D2 (Scibilia y Kilts, 1992).

Marowsky et al. (2005) demostraron que las ITC laterales se parecen a las mediales
en aspectos fisiologicos y funcionales, lo que provee evidencia de que la conectividad de
las ITC constituye una red especial de interneuronas que funcionan para comunicar a los
nacleos amigdalinos. Dichos autores usaron ratones que expresan GFP (Green Fluoresce
Protein) en interneuronas GABAérgicas con lo que pueden identificar a las ITC en

rebanadas y estudiar su conectividad ademas de la respuesta a la dopamina (DA). Sus



estudios junto con los de Pare et.al. (2003) indicaron que las ITC forman un sistema
interconectado que provee de inhibicion al BLA y al CeA y que muestra una modulacion
por DA que se ejerce sobre los receptores D1 que no se encuentran en otras neuronas en la
amigdala (Marowsky et al, 2005). Es importante sefialar que las ITC estan polarizadas en
direccion lateromedial siendo el ndcleo central su principal sitio de proyeccion (Royer y
Pare, 2000) y que sus propiedades intrinsecas de membrana, las posibilita a actuar como
una puerta dependiente del contexto que puede inhibir o potenciar el impacto de los
impulsos del BLA en las neuronas del CeA (Fuxe et al., 2003; Rainnie, 2003; Pare et al.,
2003; Pare et al., 2004).

Pare et al. (2003) sugieren que fuertes redes dentro de la amigdala pueden distinguir
entre aferencias sensoriales de distintas fuentes, y que esto puede variar la respuesta de la
amigdala acorde a la exigencia de cada tipo de estimulo. Esto puede ser ventajoso para
separar la actividad entre el complejo BLA y el nlcleo CeA porque podria ayudar a
responder idealmente al entorno. Dado que las aferencias del estimulo incondicionado y el
condicionado convergen en neuronas del LA (Pare, 2003), el incremento de las aferencias
glutamatérgicas a las células GABAEérgicas intercaladas paracapsulares (Ip) situadas en
posiciones rostromediales, podria inhibir a las islas mas caudales y mediales, resultando en
una desinhibicion del CeA (Figura No. 5) y esto a su vez, en el desarrollo de un miedo
patolégico (crisis de ansiedad) (de la Mora et al, 2005). En este sentido, el aprendizaje y la
memoria al miedo pueden tener lugar en las ITC, lo que permitiria el establecimiento de
respuestas adecuadas a éste. Parece ser que la transmision dopaminérgica, sinaptica y
perisinaptica mas eficiente y rapida puede favorecer fuertemente el aprendizaje y la
formacion de la memoria a largo plazo en las ITC (Fuxe et al., 2003). Lo anterior es

importante, no sélo para la consolidacion de la memoria al miedo y de la expresion a éste,



si no también para la consolidacion de la extincion de éste tipo de respuestas. Existe
evidencia de que la corteza prefrontal medial (mPFC) y la corteza infralimbica (IL) (Figura
No. 6) participan en el almacenaje de la memoria de extincién (Phelps et al., 2004).

Estudios recientes en pacientes con trastorno por estrés postraumatico (PTSD)
muestran un decremento en la actividad de la corteza prefrontal medial (mPFC) y del
cingulo
anterior, correlacionando con un incremento de la actividad en la amigdala (Bremner, 1999;
Bremner et al., 1999; Koenigs et al., 2007). Dado que la extincidn es la base de la terapia de
exposicién para el PTSD, una estrategia obvia de terapia, de acuerdo con Pare et al. (2004),
seria la consolidacion de la extincion.

Ante la importancia de este tipo de control cortical sobre la amigdala, Quirk et al.
(2003) estudiaron el efecto de la pre-estimulacion de la mPFC sobre la actividad del ndcleo
centro-medial (Cem) y encontraron que la respuestas de salida de este nucleo se ven
significativamente reducidas. Dado que estas dos estructuras tienen muy pocas conexiones

reciprocas, Likhtik et al. (2005) se dieron a la tarea de investigar si esta inhibicién se daba
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EC estimulo condicionado; El estimulo incondicionado, BS Tallo cerebral,
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Flgura NO 5. Las islas intercaladas paracapsulares (ITC) como una interfase entre los nicleos BLA y CeA. Nétese que las
ITC de naturaleza GABAérgica, se encuentran polarizadas, en forma tal, que los estimulos provenientes del ndcleo LA, al que llegan
diversos tipos de informacion sensorial, alcanzan a islas localizadas en las posiciones mas laterales del espacio paracapsular. Dichas islas,
envian eferencias a otras islas situadas dentro del mismo espacio paracapsular pero mas medialmente dispuestas, las que a su vez
proyectan al CeA, en donde dado su carécter inhibitorio mantendrian bajo control a las neuronas de dicho ndcleo. Dado que las neuronas
del CeA proyectan a distintos nicleos autonémicos, la activacion de estos nicleos por la eferencias amigdalinas seria la responsable de la
instalacion de una respuesta ansiosa acorde a las circunstancias que la provocan. Esquema tomado de Pare et al.(2004).

por la mediacion del nucleo BLA y encontraron que la actividad del BLA no era la
responsable de ésta inhibicion, sino que probablemente son las ITC quienes mantienen
tonicamente inhibido al CeA y reciben aferencias de la mPFC. Marowsky et al. (2005) por
su lado, apoyan la idea de que las ITC localizadas entre las fibras de la capsula externa (Ip)
estan involucradas en la inhibicién de la mPFC sobre la salida ansiogénica de la amigdala
mediada por la actividad del CeA, pero a diferencia de lo discutido por Litkhik et al.(2005)
suponen que esto no ocurre por una accion inhibitoria directa de las ITC sobre el CeA sino
provocando una desfacilitacion de las células de proyeccion del BLA (Marowsky et al.,
2005). Esto es apoyado por los datos sobre la inervacion en BLA, donde se observa que
mPFC manda fuertes proyecciones a las ITC del BLA (McDonald et al., 1996), y éstas a su
vez al Cem (Royer et al., 1999).

En resumen, es posible que la mPFC inhiba a las células del Cem a través de la
activacion de una o mas poblaciones de células GABAérgicas como las ITC, quienes
reciben impulsos desde mPFC y proyectan al BLA y al Cem. Existe la posibilidad de que
la adquisicidn de las respuestas condicionadas al estimulo condicionado por neuronas de la
mPFC durante el aprendizaje de extincidn sirva para generar suficiente depolarizacion en
las ITC para lograr la potenciacion a largo plazo (LTP) dependiente de receptores NMDA

(Figura No. 6);
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Flgura NO. 6 El aprendizaje de extincion incrementa la actividad en la corteza infralimbica (IL), esto puede inhibir la
expresion del miedo via las células intercaladas (ITC). Izquierda: esquema de un corte coronal de cerebro de rata que muestra la
proyeccion de la IL hacia las ITC. La excitacion de las ITC por los axones de IL produce una inhibicién hacia adelante de las neuronas
del Cem, quienes a su vez proyectan al tallo cerebral. Derecha: histograma de la actividad evocada en IL por tonos auditivos
condicionados a un choque eléctrico antes (izquierda) y 24 horas después (Derecha) del entrenamiento de extincién. La linea punteada
indica el momento en que se aplico el tono auditivo durante 50mseg. Tomado de Paré et al. (2004).

como resultado de ello, durante las presentaciones subsecuentes del estimulo condicionado,
el BLA evoca relativamente mas inhibicion que excitacion en las neuronas de salida del
Cem. Esto permite eventualmente la supresiéon de las respuestas al miedo condicionado

(Likhtik et al., 2005).

2.3 LOS RECEPTORES GABAERGICOS C

2.3.1 El GABA y su importancia en la ansiedad

El &cido y — aminobutirico (GABA) es un aminoacido neurotransmisor de bajo peso
molecular encontrado a lo largo de todo el SNC y el SNP. El precursor del GABA es el
acido glutamico o glutamato (principal aminoacido excitador del SNC), quien luego es

descarboxilado por la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) para convertirse en GABA,



aungue in vivo se ha observado que el piruvato y otros aminoacidos también sirven como
precursores (Flores Gracia, 2005). Aproximadamente el 30% de las sinapsis del SNC son
GABAérgicas (Haefely et al., 1992), donde el GABA tiene una accion principal como
inhibidor y es esencial para mantener el balance entre la excitacion y la inhibicién neuronal.

Dentro del SNC el GABA se localiza de forma extensa en las neuronas locales de la
neocorteza (Galarreta y Hestrin, 2002), en hipocampo (lvanova et al., 2004) y ganglios
basales (Di Cara et al., 2003; Kirouac et al., 2004). En el hipotadlamo se han encontrado
niveles mas altos sobretodo en la region predptica y en las areas anteriores (Herman et al.,
2004), asi como en el cerebelo (Chavas y Marty, 2003), los nucleos del Rafé (Kirouac, et
al., 2004), la amigdala (Swanson y Petrovich, 1998; Pare et al., 2003; Delaney and Sah,
1999), la médula espinal (Riedel et al., 2002), Etc.

El GABA juega un importante papel en la analgesia, la anestesia, la percepcién del
dolor, la depresion, la memoria, la regulacion hormonal y la secrecién neuroendocrina del
tracto gastrointestinal, asi como en la ansiedad y los trastornos relacionados (chebib, 2004).
Los primeros hallazgos que ayudaron a relacionar al GABA con la ansiedad se observaron
en 1975 cuando distintos laboratorios postularon simultaneamente la posible accion de las
benzodiacepinas a través de mecanismos GABAérgicos (Costa et al., 1975; Fuxe et al.,
1975; Haefly et al., 1975); accion que fue confirmada con la identificacion de los sitios de
reconocimiento para estos farmacos (Mdolher, 1977; Squires y Bastrup, 1977).

Después de dichos hallazgos, la investigacion en torno a la relacién del GABA y la
ansiedad ha sido extensa, con lo que se puede afirmar que las estructuras involucradas en la
ansiedad contienen las mayores redes de interneuronas GABAérgicas, asi como en algunos

casos también, neuronas de proyeccion (Cherubini y Conti, 2001; Mody, 2001).



Desde luego la actividad cerebral producida por la ansiedad no esta reducida a éste
aminoacido, sino que se requiere de la interaccion de varios agentes neurotransmisores
como el glutamato, que produce efectos ansiogénicos en las ratas bajo distintas pruebas
conductuales (Jardim y Guimaraes, 2004; Pérez de la Mora et al., 2006); las catecolaminas
(NA y DA) quienes al parecer tienen papeles contrarios en la modulacion de la ansiedad
(Cameron et al., 2004; Rozog et al., 2004); asi como también la acetilcolina (ACh) presenta
actividad ansiolitica (Battaglia et al., 2001), mientras que la colecistokinina (CCK) se
correlaciona con conductas de mayor ansiedad en el laberinto elevado en forma de “+”
(Hernandez-Gémez et al., 2002), y al parecer modula los mecanismos glutamato-
GABAGérgicos por medio de los receptores CCK-2 (Pérez de la Mora et al., 2007).

Se sabe que las vias GABAGérgicas ejercen una influencia inhibitoria sobre la
liberacion de diferentes neurotransmisores por lo que es posible que el resto de los sistemas
de neurotransmision tengan como funcion principal modular a su vez a sistemas primarios,
como el glutamatérgico y el GABAérgico, en aquellas regiones del cerebro implicadas en la

ansiedad (Flores Gracia, 2005).

2.3.2 Diferencias y semejanzas de los receptores GABAérgicos

Hasta el momento se han identificado y consensuado tres clases de receptores que se
activan ante el GABA, nombrados GABAA, GABAg Yy GABA, segun el orden en que
fueron descubiertos. Los tres poseen caracteristicas distintivas; los GABAg son receptores

metabotrdpicos que a través de la formacion de segundos mensajeros intracelulares activan



canales de Ca*" y K' via fosfolipasa C y adenilatociclasa. Estos son selectivamente
activados por baclofen y CGP27492 un analogo de GABA, y son antagonizados por
faclofen, saclofen y 3-APMPA, mientras que no responden a casi ninguno de los farmacos
moduladores de los GABAAa ni de los GABA: (Chebib y Johnston, 1999).

GABAA y GABAC son receptores ionotropicos, ambos miembros de la superfamilia
de receptores asociados a canales i6nicos regulados por ligando, que también incluye a los
nicotinicos acetilcolinérgicos, a los serotoninérgicos del tipo 3 (5-HT3), y a los sensibles a
glicina/ estricnina (Johnston et al., 2003). Dentro de esta familia los receptores més
estudiados son los nicotinicos, los més heterogeneos son los GABA,, y paraddjicamente
los méas simples y homogeneos en su composicion son los GABA¢ (Johnston et al., 2003).

Las subunidades en la superfamilia de receptores-canal activados por ligando
comparten una secuencia genética de entre el 10 y el 20%, también cuentan con una
distribucion similar en los segmentos membranales hidrofobicos e hidrofilicos, por lo que
se asume que tienen una estructura similar (Chebib, 2004). Los receptores GABAA Yy
GABA tienen en comun que son canales que permiten el paso del i6n cloruro (CI") y que
regulan la inhibicién sinaptica rapida. Ambos receptores son pentdmeros, es decir estan
formados por 5 subunidades, cada una de ellas con cuatro dominios transmembranales
(TM), de quienes se sabe el TM2 contribuye significativamente con la funcién de receptor
en esta familia. Dicho dominio estad configurado en forma de una a-hélice, formando la
pared del poro, por lo que es central en el flujo i6nico (Johnston et al., 2003). En cuanto a
sus diferencias, GABAA y GABAc tienen caracteristicas bioquimicas, farmacoldgicas y
fisiolégicas particulares, que no solo se deben a los sitios de unién, sino también a
diferencias en la apertura de canal. Se sabe que el canal de los receptores GABAc €s mas

grande, y su apertura se desensibiliza con mas dificultad de con la que se activa, asi como



también se cierra mas lentamente que en los GABAA, de la misma forma el GABA es mas
potente al activar a los receptores GABAc que a los GABAAa (Feigenspan et al., 1993;
Feigenspan y Bormann, 1994a).

Los receptores GABAA son pentdmeros hetero-oligoméricos que combinan hasta
19 tipos de subunidades (o 1-6, B 1-4, v 1-6, J, €, ), mientras que los GABA¢ son homo-
oligémeros funcionales constituidos exclusivamente de subunidades p (1-3) (Johnston et
al., 2003). Otra caracteristica importante es su distinta localizacion cromosémica y la gran

diferencia que existe en su especificidad por distintos tipos de farmacos.

2.3.3 Agonistas y antagonistas

Aunque se han desarrollado una gran variedad de farmacos que actdan sobre los
receptores GABAA y GABA (Tabla no.1) fué dificil disponer de agonistas y antagonistas
selectivos para cada uno de ellos. Sin embargo, se ha encontrado que la bicuculina, un
antagonista para los receptores GABAA no tiene ningun efecto sobre la actividad de los
receptores GABA¢. De hecho, ésta es la distincion farmacologica fundamental entre ambos
receptores (Johnston et al., 1975). Por ello, el &cido cis-4-aminocrotonico (CACA), un
analogo de GABA disefiado para activar a los receptores GABAA,, fue considerado como un
“perturbador de la paz”, cuando la bicuculina no logré bloguear su accion, fue entonces
cuando se postuld la existencia de un tercer tipo de receptores GABAérgicos. La
nomenclatura para GABA fue aceptada en 1991, al conseguir clonar las subunidades p de
la biblioteca de ADN de la retina humana en ovocitos de rana y de comprobar, en estudios
en la rata y la perca blanca, que la bicuculina es inefectiva ante la respuesta de GABA y

CACA (Cutting et al., 1991; Shimada et al., 1992; Polenzani et al., 1991).



Posterioriormente  se  encontrd6 que el acido carboxilico  (+)-cis-2-

aminometilciclopropano ((+)-CAMP) (Tabla No. 1), se comporta como un agonista
GABAérgico que activa totalmente a aquellos receptores que contienen las subunidades p1
y p2 mientras que funciona como agonista parcial de los que tienen subunidades p3. Es
interesante sefialar, que mientras algunos agonistas pueden activar al receptor GABAA,, Su
accion sobre los receptores GABA es solo parcial como ocurre con la isoguvacina (Tabla
No. 1). Otros farmacos como el 4,5,6,7-Tetrahidroisoxazolo[5,4-c]piridin-3-ol hidroclorato
(THIP) pueden por el contrario, causar reacciones contrarias en uno y en otro tipo de
receptor (Tabla No.1), o bien actuar como antagonista sobre los tres tipos de receptores
GABAEérgicos, como es el caso del 4-(aminometil)-2-6-difluorurofenol (Tabla No.1).
A pesar de sus acciones pocos de estos farmacos han sido desarrollados o probados con
fines clinicos, pero un caso distinto es del Resveratrol, un componente aislado del vino
tinto que ha sido patentado, aunque aun se encuentra en fase experimental, para el
tratamiento de desordenes cognitivos de aprendizaje y memoria como la demencia tipo
Alzheimer (Johnston et al., 2003; Kumar et al., 2007).

Dentro del grupo de los antagonistas destaca el acido (1,2,5,6-tetrahidropiridina-4-il)
metilfosfinico (TPMPA) que fue disefiado especificamente con el objetivo de ser selectivo
para bloquear a los receptores GABA: (Ragozzino et al., 1996). Aunque no cruza la barrera
hematoencefalica, el TPMPA es por lo menos 10 veces mas potente para este receptor que
para el GABA,, y a diferencia de los agonistas completos o de los agonistas parciales tiene
la misma afinidad por los receptores naturales y los mutados en ratones “knockout”
(Chebib, 2004). Los estudios realizados con TPMPA han podido mostrar la implicacion de

los receptores GABA: en distintos procesos fisiologicos; a nivel celular se les ha



relacionado con la inhibicién de la apoptosis inducida por amoniaco en neuronas
hipocampales (Yang et al., 2003), asi como también en la liberacion y regulacion de la
hormona tirotropina en la glandula pituitaria (Boue-Grabot et al., 2000). A nivel
conductual, los receptores GABA: parecen estar implicados, en la regulacion del ciclo
suefio-vigilia en ratas, donde al parecer provoca un incremento en la vigilia asi como una
reduccion tanto en el suefio de ondas lentas como en el paraddjico (MOR) (Chebib, 2004;
Deschaux et al., 2006). Dicho farmaco, se ha utilizado también para demostrar la
participacion de los receptores GABAc en la percepcion del dolor, en la memoria y en el
aprendizaje (Johnston et al., 2003).

Por dltimo, algunos farmacos son capaces de distinguir entre receptores formados
con distintos tipos de subunidades p. El (-)-TAMP o el 2-METIL-TACA, funcionan como
agonistas parciales de homoligomeros formados por subunidades pl y p2 (Tabla No.1)
pero so6lo logran antagonizar o bloquear débilmente a los receptores formados con
subunidades p3 (Tabla No.1). La separacion consistente en las propiedades farmacoldgicas
de los receptores GABA¢ sugiere que las acciones diferenciales de estos agentes son

determinadas por la composicion molecular de estos (Pan et al., 2005).

2.3.4 Moduladores del receptor GABACc

Los receptores GABAc parecen ser poco influenciados por agentes que modulan
positivamente al receptor GABAAa, A este respecto, Johnston et.al. (2003) mencionan que
dicha falta de accion podria deberse a su estructura homomérica, que por su simpleza
ofrece menos oportunidades para la modulacion positiva, aunque también existe la

posibilidad de un efecto de “tope” (ceiling effect), debido a la alta potencia que tiene el



GABA sobre los receptores GABAc. De hecho, se piensa que la conformacion compleja de
los receptores GABAa podria representar una adaptacion para incrementar las
oportunidades de efectos modulatorios, como una compensacién por ser menos sensibles al
GABA (Johnston et al, 2003). Estudios con ratones “knockout” para diferentes subunidades
p han permitido obtener receptores susceptibles a la modulacion positiva con pentobarbital,
y hasta con una leve afinidad con benzodiacepinas. Sin embargo, no se ha logrado hacer
cambiar el espectro de los farmacos como agonistas o0 antagonistas de éste receptor
(Martinez-Torres y Miledi, 2004; Johnston et al., 2003; Carland et al., 2004).

Por lo que se refiere a los neuroesteroides, hasta la década pasada se creia que no
tenian un efecto modulador sobre estos receptores, pero un estudio reciente demostrd que
ésta aparente insensibilidad resultaba de utilizar altas concentraciones de GABA durante su
ensayo (Morris et al., 1999), pues cuando éstas se disminuyeron, se pudo ver tanto
potenciacién como inhibicidn en su actividad. De cualquier forma, las concentraciones de
neuroesteroides requeridas para modificar la actividad de los receptores GABAc son
mayores que las requeridas para el mismo proposito en los receptores GABAA (Li et al.,
2006). A este respecto Li et. al. (2006) han demostrado que enantiomeros como la
alopregnanolona (3a5B) potencian la respuesta de los receptores GABAc a bajas
concentraciones de GABA, mientras que la pregnanolona (3a5pP) la inhibe; al parecer,
segun estos autores, existen fuertes similitudes en los requerimientos estructurales para las
acciones esteroideas sobre ambos tipos de receptores, como por ejemplo, la necesidad de
una configuracion 3a.. Sin embargo, llama la atencion, que mientras los neuroesteroides 5p3-
reducidos logran potenciar la accion de los receptores GABAAa bloquean la de los GABAc

que contienen subunidades pl. Otro descubrimiento interesante, es que los estrogenos, que



no tienen efecto sobre los receptores GABAa, bloquean a los GABAc que contienen
subunidades pl con cualquiera de las configuraciones examinadas (17c y 17p3-estradiol).
De la misma manera, los androstendioles no mostraron alguna actividad, indicando la

importancia del anillo o no saturado en la accion de estos neuroesteroides (Li et al., 2007).

2.3.5. Localizacidn y funcién de los receptores GABAc en el SNC

Hasta el momento se han identificado 2 tipos de subunidades p en la retina del
humano, el ratén y el pollo; 3 en la rata, con un subtipo para p1, y 5 en la perca blanca. La
secuencia genética entre las subunidades p del humano y de la rata es homdloga hasta en un
92%, al igual que entre las distintas especies, que es de entre el 60 y el 74% (Chebib, 2004).

Como vya se dijo, estas subunidades forman receptores homoméricos que contienen
como su nombre lo indica, un solo tipo de subunidad, aunque existe evidencia de que
también forman receptores pseudoheteroméricos, que a pesar de estar formados Gnicamente
por subunidades p contienen subtipos diferentes (ply p2) (Enz et al., 1999).

Algunos autores han reportado la existencia de receptores GABAEérgicos que
contienen subunidades p pero cuyas caracteristicas farmacoldgicas no corresponden a los
GABA. Se cree que en dichos receptores las subunidades p se asocian con algun otro tipo
de las subunidades presentes en los receptores GABAa. De hecho, existe evidencia para
creer que la subunidad p1 se coensambla con las subunidades y1 y y2 del receptor GABAA
para formar hetero-oligémeros funcionales (Milligan et al., 2004; Hartmann et al., 2004).

La funcion del receptor GABAc ha sido principalmente estudiada en la retina y en

toda la via visual. En la retina, dicho receptor estd fuertemente expresado en los axones de



las células bipolares, donde su activacion reduce el paso de informacion inducido por la luz

desde éstas células hacia las neuronas ganglionares (Schlicker et al., 2004).

Tabla No.1: Funcion de distintos farmacos y elementos sobre los receptores
GABAérgicos
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(Ga= receptores GABA,, Gg= receptores GABAg, G¢= receptores GABA(); los asteriscos (*) muestran el

grado de potencia de cada farmaco, datos tomados de Johnston et al., 2003 y Li et al., 2007).

En la capa superficial de los coliculos superiores, estos receptores estan
selectivamente expresados en interneuronas GABAGérgicas locales y su activacion inhibe a
las neuronas de proyeccion. De la misma forma en el nucleo geniculado lateral los
resultados de Schlicker et.al. (2004), indican que los receptores GABA estan presentes en
interneuronas en donde su activacion contribuye con mas del 25% de las corrientes
inhibitorias observadas en esta region.

Fuera de la via visual, los receptores GABAc han sido localizados en el sistema
nervioso periférico dentro de la gldndula pituitaria, el intestino y los ganglios de la raiz
dorsal. Dentro del SNC, los receptores GABAc se han encontrado en el tallo cerebral, el
hipocampo, la amigdala, el bulbo olfatorio, el talamo y el cerebelo, en particular en células
en cesta y de Purkinje (Johnston et al., 2003; Chebib, 2004).

Dentro del hipocampo tanto receptores GABA¢ funcionales como su RNAmM son
expresados en el area CAl de la rata adulta (Alakuijala et al., 2006). Existen datos que
sugieren que tanto las subunidades pl como p2 estan presentes en las capas de células
piramidales del hipocampo de ratas neonatos, aunque predomina la subunidad p2 en una
proporcion del 85%. Es interesante que mientras los niveles de la subunidad p2 disminuyen
con la edad en éstas neuronas, persiste su expresion en interneuronas (Hartmann et al.,
2004; Alakuijala et al., 2005).

La expresion y localizacion de la subunidad p1 ha sido estudiada, mediante técnicas

de transcripcion reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), asi como por




procedimientos inmunohistoquimicos y de microscopia de alto poder en el bulbo olfatorio
de la rata. Los estudios realizados revelaron la presencia de esta subunidad tanto en la capa
del nervio olfativo (ONL) como en la capa de células mitrales, lo que sugiere que estos
receptores estan involucrados en el procesamiento de las sefiales sensoriales olfativas (Chen
et al., 2007); en este estudio se compar0 la sensibilidad del olfato entre ratones “knockout”
para la subunidad pl y ratones silvestres; los resultados indicaron que los receptores
GABAC juegan un importante papel en la modulacion de las funciones olfativas in vivo.

Por su lado, Lopez-Chavez et.al. (2005) se dieron a la tarea de estudiar en el cerebro
bovino, la distribucion de las subunidades pl y p2 encontrandolas en algunas areas donde
no se habian descrito previamente. De acuerdo con ellos, estas subunidades estan presentes
en el nacleo caudado, el cuerpo calloso, el bulbo raquideo y el puente de Varolio. Sus
estudios, indicaron asi mismo, que en el ndcleo caudado podrian existir, diversas variantes
de la subunidad pl y concluyen que dichas subunidades forman receptores homo-
oligoméricos enteramente funcionales cuando son expresados en ovocitos de rana. Por
ultimo, basados en sus estudios de hibridacion in situ, sugieren que existe transcripcion del
RNAm para la subunidad pl en las células de Purkinje y las de Golgi en la corteza
cerebelar.

En la amigdala de la rata, y mas concretamente dentro del nicleo central (CeA),
Delaney y Sah (2001), mediante el uso de registros de patch-clamp (fijacion de voltaje) de
una sola célula, sugieren la presencia de dos tipos de receptores ionotropicos inhibitorios.
Sus datos indican, que las neuronas de la division lateral del CeA reciben dos aferencias
inibitorias de naturaleza GABAGérgica. La primera de ellas, proviene de las islas

intercaladas paracapsulares (Ip) y al parecer activa receptores GABA Ay C localizados en



las dendritas de las neuronas de esta localidad, pues en sus registros se observa un bajo
tiempo de repolarizacion y los efectos se bloguean parcialmente con bicuculina
(antagonista de GABAA) y TPMPA (antagonista de GABA(c). La segunda, se origina en
alguna porcidn localizada mas medialmente dentro la amigdala y el GABA que se libera de
ella actia exclusivamente sobre receptores GABAa somaticos, pues sus efectos son
completamente bloqueados por la bicuculina pero no por el TPMPA. Estos resultados
sugieren que el procesamiento de la informacion entre las fases de entrada y salida de la
amigdala puede ser modulado diferencialmente por la actividad de receptores GABAA Yy
GABAC (Delaney y Sah, 1999; Delaney y Sah, 2001).

De entre las pocas referencias a las funciones conductuales de estos receptores, se
encuentra la de Gibbs y Jonhston (2005) quienes recientemente encontraron una relacion
entre receptores GABA y la memoria a corto plazo, sus resultados muestran que con una
dosis baja de GABA (0.01 a 3 pmoles por hemisferio), se inhibe fuertemente el
reforzamiento de la memoria en una tarea de aprendizaje aversivo al gusto, misma que al
aplicar bicuculina no presenta cambios significativos, pero no asi con el &cido (piperidina-
4-il) metilfosfinico (PAMPA, antagonista selectivo del receptor GABAc), quien logra
potenciarla hasta recuperar los niveles control dentro de los 10 min. después del
entrenamiento.

Hasta el momento la relacion de la ansiedad y los receptores GABAc: no ha sido
definida, pero el dihidrohonokiol-B (DHH-B), un compuesto derivado del honokiol que fue
aislado de la corteza del arbol de la magnolia, presenta una importante actividad ansiolitica
en distintos paradigmas de ansiedad en animales; ademéas de que, al parecer, este
compuesto carece de muchas de las acciones no deseadas de las benzodiacepinas como son

la somnolencia, los trastornos del aprendizaje y la memoria y la tolerancia al farmaco o



sindrome de abstinencia, por lo que se observa como un farmaco altamente seguro
(Kuribara et al. 2000), que podria estar actuando como agonista de los receptores GABAc
(Irie et al., 2001).

Por ultimo, cabe sefialar que la trasfeccion de subunidades p se ha utilizado como
una terapia alternativa a la farmacologica para modificar la excitabilidad neuronal.
Mediante este enfoque, las células cerebrales se “infectan” con subunidades p, via el uso
de adenovirus en un intento por modificar la actividad de los receptores GABAc existentes
en el sitio de la transfeccion. Bajo estas condiciones, se ha demostrado que en el hipocampo
la transfeccion con subunidades p resulta en la eliminacion de la hiperexitabilidad neuronal
inducida experimentalmente y con ello retarda la muerte neuronal inducida por el bloqueo
crénico de los receptores a glutamato (Johnston et al., 2003). Con base en estos resultados,
se cree que la trasfeccion de subunidades p con el uso de adenovirus tiene altas
posibilidades de abrir camino para la terapia genética en el tratamiento de algunos
trastornos del SNC como la epilepsia, abriendo la posibilidad de utilizar receptores
GABA con distintas mutaciones en sus subunidades para lograr propiedades terapéuticas

preferenciales hechas “a la medida” (Filippova et al., 2001).

2.4 LABERINTO ELEVADO EN FORMA DE “+”

El Laberinto Elevado en Forma de “+” (“Elevated Plus-Maze”), es un paradigma de
ansiedad no condicionado, ampliamente utilizado para evaluar las respuestas conductuales
que los roedores experimentan en forma innata ante una situacion que potencialmente

puede atentar en contra de su integridad. Dicho paradigma, comparado con las tareas que



implican condicionamiento, tiene la ventaja de que no involucra estimulos nocivos, como
choques eléctricos, para condicionar la ansiedad/miedo asi como tampoco emplea
procedimientos de privacion de agua o comida al animal, lo cual permite evaluar el estado
de reactividad fisiologica o “ansiedad” de forma mas sencilla.

Tal paradigma descrito inicialmente por Montgomery (1958), fue modificado y
validado por Pellow et al., (1985) y consiste en un laberinto elevado del nivel del piso (50
cm) que posee dos brazos abiertos y dos brazos cerrados que se interceptan en un cuadrado
central. Dicho modelo explota la aversién natural que sienten los roedores por los espacios
abiertos, y por el balanceo en una plataforma relativamente estrecha (10cm) y elevada; por
consiguiente se asume que un mayor nimero de visitas y una cantidad mayor de tiempo en
estos espacios denotan un estado de menor ansiedad en las ratas, en comparacion con los
controles. Aunque inicialmente se supuso que la altura del laberinto era importante,
estudios posteriores indicaron que la aversion de los roedores a este laberinto no se da a su
situacion elevada sino a sus espacios (brazos) abiertos.

En sus estudios Pellow et al. (1985) mostraron que las ratas (estudiaron las razas
Hooded y Wistar), bajo condiciones normales, prefieren visitar y permanecer mas tiempo
en los brazos cerrados del laberinto, pero que bajo condiciones de baja ansiedad los
animales tienden a explorar por mas tiempo los espacios abiertos de éste. En cuanto al
tiempo que tardan en entrar por primera vez a cualquiera de los brazos (latencia), no parece
existir una tendencia consistente hacia la entrada inicial a los brazos abiertos o cerrados del
laberinto. Parece ser, que en ausencia de algun tratamiento ni la novedad, ni la iluminacion,
son determinantes del comportamiento de los animales en el laberinto, pues las ratas no
mostraron cambios en su conducta dentro del laberinto al repetir la prueba tres dias después

y tampoco cuando la prueba se realizd bajo condiciones de luminosidad semejantes en



ambos brazos (Pellow et al., 1985). Sin embargo estudios posteriores realizados en varios
laboratorios mostraron que el diazepam deja de tener efectos ansioliticos en este paradigma
cuando la prueba se realiza 24 horas después (File et al., 1993) y que esta disminucion del
efecto va acompafada de cambios en el receptor GABAA (Albrechet-Souza et al., 2008).

La preferencia de las ratas por los brazos cerrados esta determinada entonces por la
aversion incondicionada, que como se menciond antes, los animales sienten de forma
natural por los espacios abiertos del laberinto, asi como por la caracteristica etolégica que
los roedores evidencian para permanecer en contacto con superficies de objetos inanimados
(tigmotaxia). Sorprendentemente, el patron de exploracion del laberinto no presenta
habituacién al paso del tiempo como lo demuestran las pruebas de test-retest (Pellow et al.,
1985). Desde el punto de vista fisiolégico y de acuerdo con lo anterior es importante
sefialar que las concentraciones de corticosterona en plasma estan elevadas en las ratas a las
que se les obliga a permanecer en los brazos abiertos del laberinto (Pellow et al., 1985), o
cuando simplemente se les somete a esta prueba (File et al., 1994).

Dado que la conducta de los roedores en el laberinto elevado en forma de “+” es de
tipo exploratorio, la interpretacion de los resultados en los experimentos que lo utilizan
depende de que la condicion experimental usada no modifique su actividad locomotora.
Sélo si no hay cambios en ésta se puede asumir por tanto, que una modificacion en la
actividad exploratoria (visitas, tiempo) del animal en los brazos abiertos del laberinto esta
relacionada con cambios en su nivel de ansiedad. Asi, un falso positivo podria resultar del
incremento de la distancia recorrida por los animales debido a los efectos de estimulacion
motriz de algunas drogas como las anfetaminas. De la misma forma, los farmacos sedantes,

pueden parecer ansioliticos, pero el decremento en el tiempo de exploracién es debido a



que la actividad motriz del animal esta disminuida y le impide explorar el laberinto

(Dawson et al, 1995).

Con la finalidad de obtener una medida de la actividad locomotora, los animales
usados son sujetos a una prueba de locomocion (ejemplo, “campo abierto”) antes o después
de explorar el laberinto, distinguiéndose si los cambios observados representan
modificaciones genuinas en la exploracion del laberinto o si surgen como consecuencia de
cambios en su actividad locomotriz. Los estudios piloto muestran que el poner a los
animales antes del laberinto en un ambiente nuevo tiende a incrementar toda la actividad y
con ello la probabilidad de que los brazos abiertos sean explorados, razon por la cual esta
prueba sigue al laberinto (Pellow et al, 1985).

Por otro lado, es interesante sefialar que el nimero de entradas totales a los brazos
abiertos mas las de los cerrados, representa una medida de locomocién en ésta y que
correlaciona la mayor parte de las veces con la locomocién de los animales medida en la
prueba de “campo abierto” (Dawson et al., 1995). Los datos sugieren que el tiempo que
pasan los roedores en los brazos abiertos es mas sensible a los efectos de las drogas que el
namero de entradas a ellos (Pellow et al., 1985). Dado que el nimero de entradas a los
brazos abiertos del laberinto pudiera modificarse por el estado locomotor del animal, es
conveniente expresar este valor como el porcentaje en relacién con el nimero de entradas
totales a ambos brazos (Pellow et al, 1985).

Con la intencion de mejorar la confiabilidad del instrumento, se ha propuesto que
puede hacerse un analisis mas detallado del comportamiento de los roedores en el laberinto.
Dicha propuesta, incluye la calificacién de conductas que se han interpretado como de

evaluacion de riesgos potenciales tales como: la inclinacion de la cabeza por el borde de los



brazos (head dipping) y el estiramiento hacia adelante para explorar sin mover los pies
(elongaciones). Estas acciones pueden tener lugar tanto en los brazos cerrados, donde los
animales se sienten protegidos, como en los abiertos por los que experimentan una aversion

natural (Dawson et al., 1995).

En conclusidn, las ventajas de este instrumento son muchas, pues es una prueba
rapida y simple que no utiliza equipo costoso ni complicado y no se necesita de mayor
capacitacion. ElI modelo, est4d basado en un comportamiento espontaneo que no necesita
entrenamiento y no utiliza estimulos nocivos o privacion de alimento. Es util para
identificar efectos ansioliticos de drogas como las benzodiacepinas tanto después de
tratamientos agudos como crénicos y también para observar efectos sobre la ansiedad en
ambas direcciones sin necesidad de hacer ninguna modificacion adicional. Sus desventajas
tienen que ver con la posible confusion con los cambios en la actividad locomotriz de los
animales y con el hecho de que la ansiedad basal de los animales, pueden cambiar
diariamente y estar expuesta a variables ambientales o fisioldgicas, sin embargo, todas estas
desventajas son controlables mediante las pruebas de locomocion y procedimientos de
control como los balanceos y la habituacion de los animales tanto al experimentador como

a los procedimientos de microinyeccion (Pellow et al., 1985).



3. METODOLOGIA

3.1 JUSTIFICACION

La ansiedad es uno de los estados o funciones méas complejas del SNC y mas
importantes para los individuos. Por desgracia, dada su complejidad, es una de las
funciones mas sensibles a sufrir desequilibrios y patologias a consecuencia de causas muy
diversas. No es sorprendente entonces, que hasta el momento, alrededor del mundo se haya
desarrollado un gran trabajo de investigacion en torno a ella y a la forma en como se
genera, desde aspectos moleculares, hasta los cognitivos y conductuales. A partir de estos
estudios, sabemos la importancia, tanto del sistema GABAérgico como de la amigdala en
los procesos que modulan la ansiedad, pero desconocemos si el receptor GABAc, que
posee propiedades sui generis, pudiera jugar un papel importante en la modulacion de la

ansiedad por parte de la amigdala.

Por esta razon, en éste trabajo de tesis se pretende explorar en la rata, la
posibilidad de que dichos receptores existan en la amigdala y participen en la modulacion
de la ansiedad utilizando para ello herramientas conductuales y farmacologicas. De existir
esta posibilidad, nuestro estudio abrird una nueva estrategia para el diagnostico y

tratamiento de los trastornos de ansiedad.



3.2. HIPOTESIS:

Con base en los antecedentes previamente descritos, donde se demuestra que el
receptor GABA existe dentro de distintas estructuras cerebrales, incluyendo al estriado y
al sistema olfativo y tomando en cuenta que los sistemas de neurotransmision
GABAérgicos tienen una importante modulacion sobre los mecanismos de la ansiedad, se
postula que los receptores GABAc estan presentes en la amigdala del 16bulo temporal
y que su bloqueo generara conductas de ansiedad evaluadas a través del laberinto

elevado en forma de “+”.

3.3 OBJETIVOS:

1.- Determinar por medios conductuales la posible existencia del receptor GABAc en la
amigdala del 16bulo temporal de la rata.

2.- Identificar el papel ansiogénico o ansiolitico de los receptores GABAc dentro de la
amigdala.

3.- Comparar el papel de los receptores GABAa Y GABA: amigdalinos en la modulacion

de la ansiedad.

3.4 VARIABLES

Al definir nuestras variables es imprescindible unificar criterios en torno al concepto
de ansiedad. Dentro de este trabajo la ansiedad se entiende como una conducta que en sus
formas extremas puede tener dos expresiones basicas, una caracterizada por la intencion

frenética de huida, y otra por la de enfrentar el conflicto que la provoca. En el modelo a



utilizar, la rata, en forma instintiva, evitara la entrada y permanencia en los brazos abiertos
del laberinto.

La Variable dependiente dentro de este estudio es el nivel de ansiedad en el
animal, expresado por el nimero de visitas a los distintos compartimentos del laberinto y el
tiempo de permanencia en ellos, mientras que la variable independiente esta dada por las

diferentes dosis y acciones de los farmaco utilizados.

3.5 DISENO EXPERIMENTAL

Para obtener validez tanto interna como externa en los experimentos se utilizd un
disefio univariable con 4 niveles. Organizado como un disefio de grupos independientes,
solo posprueba con la forma 5 x 2. En otras palabras, se seleccionaron muestras al azar y
éstas a su vez se asignaron aleatoriamente a cada uno de los tratamientos (dos farmacos con
cuatro dosis diferentes cada uno, mas un grupo control para cada farmaco) y la prueba sélo
se aplico al concluir el tratamiento. Para evitar los sesgos producidos por el
experimentador se utilizd un procedimiento ciego, y para tener una mayor congruencia en
las variables introducidas inadvertidamente en el experimento y en su analisis, todos los

experimentos fueron realizados por la misma persona.

3.6 SUJETOS, CONTEXTO Y ESCENARIOS:

Se utilizaron alrededor de 270 ratas macho de la cepa Wistar de entre 245 a 260gr.
de peso al dia de la cirugia, de las cuales solo se tomaron en cuenta 123 para el analisis
estadistico. Todos los animales fueron provenientes del bioterio del Instituto de Fisiologia

Celular de la UNAM.



Los animales fueron retirados de dicho bioterio, por lo menos un dia antes de la cirugia, y
colocados en cajas de acrilico en grupos de 5 bajo condiciones de temperatura controlada
(22° C) y un ciclo de luz-obscuridad de 12 horas (luz; 7-19 hrs.). Los animales tuvieron
acceso a comida y agua ad libitum. Se les administr6 ambroxol y furaltadona por via oral
(Valsyn Plus, Pisa Agropecuaria), con el fin de controlar o prevenir infecciones antes del
proceso quirdrgico. Al terminar la cirugia las ratas se colocaron en cajas individuales y
permanecieron asi durante el proceso de habituacion al experimentador y hasta el término
del experimento. Los experimentos se realizaron en una habitacion aislada del ruido
exterior, equipada con las condiciones necesarias de iluminacién asi como también para el
registro por videograbacion. En todas las ocasiones tanto la habituacién como cada uno de

los experimentos se llevé a cabo entre las 9 y las 16 horas.

3.7. CIRUGIA

Para la implantacion de las canulas guia (Plastic One mod. C315G; longitud 26
gauge; grosor interno 0.24mm, Roanoke, USA), los animales se anestesiaron con
clorhidrato de ketamina (160mg/Kg i.p., Pisa Agropecuaria). Para lograr una mayor
anestesia, previo a la incision se aplico en forma local un spray de lidocaina al 10%
(Xylocaina Spray, Astra Zeneca, México). Una vez anestesiados los animales fueron
colocados en un aparato estereotaxico (KOPF Instruments, Tujunga California) con la barra
incisiva a -3.3mm. Las coordenadas utilizadas fueron: AP:-1.7mm, L:+4.7mm, V: -
7.7mm. con referencia al bregma acorde con el atlas de Paxinos y Watson (1998). Las
canulas guia fueron fijadas al craneo con tres tornillos de acero inoxidable y acrilico dental

rdpido (Acrimin Autocurable, Laboratorios Arias, México), asi mismo y con el fin de



asegurar la permeabilidad de las canulas se les introdujo un “mandril” (Dummy Cannulae
Plastic One Mod. C315DC). Al termino de la cirugia se administré un antibiotico
(Fortabencil L.A. 10,000 U.l./Kg. Fort Dodge Animal Health, México) de forma

preventiva.

3.8 APARATOS:

3.8.1 Laberinto elevado en forma de “+”.

El laberinto fue construido de madera de acuerdo a Pellow et al. (1985) y posee
cuatro brazos, dos de ellos abiertos (50 x 10cm) y dos cerrados (50 x 10 x 40cm) con la
parte superior abierta. Los cuatro brazos se interceptan en un cuadrado central (10 x 10cm).
El laberinto se encuentra elevado sobre una base de madera a una altura de 50cm del suelo
(Figura No. 8). La luz durante el experimento es controlada a una intensidad de entre 2.3 a

2.5 luxes.

3.8.2 Campo abierto

Consiste en una superficie blanca y cuadrada de 50 x 50 cm, con paredes de acrilico
transparente de 30cm de altura (Figura No. 9), mismas que soportan un marco metalico que
a su vez, contiene a los sensores de locomocion. La luz durante la prueba es controlada a
una intensidad de 175 luxes. La locomocion de los animales se monitored a través de
sensores de luz dispuestos a cada 5 centimetros de los cuatro extremos del marco metalico
(Marco “X-Y”); dichos sensores constan de los emisores en un extremo y los receptores en

el extremo opuesto. El registro de locomocion (1 Omni-Alva / AOBioMed, México)



mediante un sistema de registro de coordenadas con 10 posibles posiciones en el eje “X” y
la misma cantidad para el eje “Y”, nos permite conocer la posicion del sujeto. Durante el
experimento, el sistema registra cada coordenada con una resolucion de 200 milésimas de
segundo. El sistema esta disefiado para permitir el registro de hasta cinco minutos a partir
del inicio del

programa.

Figura No. 8 Laberinto Elevado en forma de “+”. Consta de cuatro brazos, dos abiertos (50 x 10 cm.) y

dos cerrados (50 x 10 x 40 cm.) que se interceptan en un cuadrado central, cuenta con una elevacién de 50cm.

se espera que entre mas ansiedad contengan los animales, evitaran mas la entrada a los brazos abiertos.



Figura No. 9 Prueba de Campo Abierto. Consta de una plataforma dividida en 16 cuadros. EI nimero de

veces que el animal cruza alguno de ellos sirve como medida de actividad locomotriz. Con esto se logra
distinguir si los efectos del laberinto son debidos a la ansiedad o a alguna alteracion en la actividad

locomotriz.

3.9 PROCEDIMIENTO:

Después de la cirugia, las ratas permanecieron bajo un periodo de recuperacion de 4
a 7 dias. Tres dias antes del experimento los animales fueron manipulados durante 5
minutos por cada dia, con el fin de habituarlos tanto al proceso de microinyeccién como al
experimentador. Un dia antes del experimento las ratas fueron llevadas al cuarto
experimental y permanecieron en él durante toda la noche manteniendo las condiciones de
luz y temperatura controladas en un intento por mantener una linea base de ansiedad en el
nivel méas bajo posible.

Cada sesion experimental contaba con alrededor de 12 sujetos mismos a los que se
les asignaba de forma aleatoria la administracion de las soluciones, a las cuales el

experimentador era ciego; con esto se logré un balanceo en el cual los sujetos fueron



asignados a cada grupo de manera aleatoria y fueron inyectados a distintas horas y distintos

turnos dentro de cada sesion experimental.

Los farmacos utilizados para los grupos experimentales fueron el hidrato de acido

(1,2,5,6-tetrahidropiridina-4-il) metilfosfinico (Sigma-Aldrich México) y metayoduro de

bicucullina (Sigma-Aldrich México) ambos diluidos en solucion salina fisiolégica (SSF)

misma que fué aplicada para los grupos control. Los grupos se conformaron de la siguiente

forma:

- Cuatro grupos con dosis distintas de TPMPA mas el grupo control. N total = 53

- Cuatro grupos con dosis distintas de bicuculina méas el grupo control.

6 pmoles /250nl por lado
60 pmoles /250nl por lado

240 pmoles /250nl por lado

800 pmoles/250nl) por lado

SSF 250nl por lado

1.8 pmoles /250nl por lado
6 pmoles /250nl por lado
16 pmoles /250nl por lado
60 pmoles/250nl por lado

SSF 250nl por lado

N=10

N=12

N=10

N=10

N=11

N=9

N=10

N=12

N=19

N=20

N total =70

Las microinyecciones se hicieron en un volumen de 250nl que se pasaron a los

largo de 5 minutos mediante una bomba de microinyeccion (mod.CMA/100,

CMA/microdialysis, Estocolmo, Suecia), este tiempo asegura que el area de difusion sea lo

mas reducida posible. Datos previos indican que la microinyeccién intramigdalina bajo las



mismas condiciones experimentales limitan el area de difusion del farmaco a un volumen
promedio de 1.01+ 0.45 mm® (perez de la mora 2006). Para realizar dichas
microinyecciones se introdujo en la céanula guia un inyector (Plastic One, Mod. C3151;
longitud — 33 gauges; grosor interno - 10mm) cuya punta sobresalia 1mm de la canula guia.
Los inyectores se mantuvieron dentro de la canula por un minuto méas después de que la
bomba concluyera la microinyeccidn, con el fin de asegurar que la sustancia difundiera de
su sitio de inyeccion y también para evitar su flujo reverso.

Al terminar el proceso de microinyeccidn, cada sujeto se colocd en el cuadro central
del laberinto con la cara dirigida hacia alguno de los brazos abiertos y su conducta fue
registrada durante cinco minutos mediante el uso de una camara de video colocada encima
del laberinto. Al término de la prueba, los animales fueron colocados en el dispositivo
usado para el campo abierto en el cual se registr6 su actividad locomotriz por 5 minutos. Al
término del experimento las ratas fueron sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital
sodico (50mg/kg i.p., Pisa Agropecuaria) inyectandoseles a través de las cdnulas con
anterioridad a su muerte 250nl de azul de pontamina (Pontamine sky blue Sigma Chemical
Co.,St Louis, USA) disuelto en SSF para facilitar la localizacion histoldgica de los sitios de
inyeccion.

Para determinar la posicion de las canulas los animales fueron decapitados y sus
cerebros sumergidos en una soluciéon de formaldehido al 10% (J.T. Baxter, México).
Dicha posicion fue verificada en secciones coronales de tejido cerebral de cada sujeto de
50 micras de espesor obtenidas mediante un criostato (CM1510-3, Leica Instruments
Nussloch, Alemania). La tincion de las rebanadas fue realizada con la técnica de Nissl. Solo

los animales en los que las puntas de ambas canulas estaban localizadas en la amigdala y al



menos una de ellas estaba localizada en la cercania de las islas intercaladas paracapsulares

fueron incluidos en este estudio.

3.10 EVALUACION DE LA CONDUCTA

Haciendo uso de los videos obtenidos de cada sujeto experimental se evalud el
namero de veces que los animales entran a cada tipo de brazo del laberinto y el tiempo que
permanecen en ellos. Como medidas de ansiedad se tomaron: el nimero de entradas a los
brazos abiertos o cerrados del laberinto, expresadas como porcentaje del nimero de
entradas totales a los brazos abiertos méas cerrados del dispositivo durante la prueba y el
tiempo de permanencia en cada tipo de brazo, expresado también como porcentaje del
tiempo total gastado en ambos tipos de brazos. La locomocion dentro del laberinto se tomé
como el numero de entradas totales a los cuatro brazos.

La prueba de campo abierto se evalud a través del nimero de eventos emitidos por
el software ya mencionado. Cada evento expresa que el sujeto cruz6 por alguna de las

coordenadas registradas por los sensores de locomocion. (ver seccion 3.8)

3.1.1 ANALISIS DE LOS DATOS

Dada la variabilidad inherente al uso de paradigmas no condicionados, como el
utilizado en este estudio, los resultados son expresados en forma de medianas con sus
respectivos rangos intercuartiles (25 y 75). Para la evaluacion estadistica de los resultados,
dado que la poblacion bajo estudio sigue una distribucion normal y todos los datos pasan
la prueba de homogeneidad de varianzas, se utilizd un analisis de varianza de una via

(ANOVA) seguida, cuando se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<



0.05), de la prueba Post Hoc de Dunnett, que compara los distintos grupos experimentales
en contra del control. En todos los casos, el nivel de significancia estadistica se tomd como
a < 0.05. Los parametros estadisticos usados fueron computados mediante el uso del

paquete estadistico GraphPad Prisma 4.



4. RESULTADQOS

4.1 Histologia

Con el objetivo de localizar la posicion de las puntas de las canulas se tomaron
secciones coronales de 50 micras del cerebro de cada uno de los sujetos. Solo los animales
en los que las puntas de ambas canulas estaban localizadas en la amigdala y al menos una
de ellas estaba localizada en la cercania de las islas intercaladas paracapsulares fueron
incluidos en este estudio.

Como se observa en la Figura No. 10 (A) la mayor parte de las puntas de las
canulas utilizadas en los experimentos con TPMPA se encontraron entre el bregma -2.12 y
—2.80 mm y sélo unas pocas se encontraron en niveles méas anteriores o posteriores con
respecto al bregma. No se encontré ninguna punta de canula en posiciones anteriores a
bregma —-1.8 mm ni posteriores a bregma -3.30 mm. Una distribucion similar fue
encontrada en los experimentos en los que se inyectd bicuculina (Figura No. 10 (B)),
aunque en algunos pocos casos se encontraron puntas de canulas situadas a nivel de bregma
-1.4mm y bregma -3.6mm. Como puede observarse, la mayoria de las canulas
estuvieron localizadas bilateralmente sobre los ndcleos central (CeA) y basolateral (BLA)
de la amigdala, en cercania de la porcion rostrolateral de la isla intercalada principal y de
las islas intercaladas paracapsulares mediales. Ninguna canula estuvo localizada en la

cercania del nucleo medial ni sobre las regiones corticales de la amigdala.



Figura No. 10 (A) TPMPA
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Figura No. 10 (B) bicuculina
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Flgura NO. 11 Trayectoy la localizacién de las puntas de las canulas. Nétese que a lo largo del trayecto de las
céanulas no se observan signos de inflamacion y hemorragia. ldentifique en las microfotografias la localizacion de las nicleos central
(CeA) y basolateral (BLA), asi como el del espacio paracapsular en el que se encuentran situadas las islas intercaladas paracapsulares y
observe que las puntas de las canulas se encuentran localizadas en estos ejemplos en (A) el nlcleo central y el espacio paracapsular y en
(B) el nicleo basolateral a ambos lados de la seccién. Microfotografias Representativas de segmentos coronales a nivel de -2.30mm
acorde con el atlas de Paxinos y Watson (1998).



4.2 Efecto de la administracion bilateral intramigdalina de TPMPA 'y

bicuculina sobre el nivel de excitabilidad.

No se presentaron convulsiones “clinicas” en ninguno de los 53 animales tratados
con TPMPA. Sin embargo, la administracion bilateral de bicuculina solo en la dosis mas
alta (60 pmoles/250nl por lado) provocé la aparicion de convulsiones clinicas en 4 de las 29
ratas expuestas a ésta dosis. Dichos animales no fueron incluidos en el andlisis conductual
en el laberinto elevado en forma de “+”. Deafortundamente, y debido a la falta de registros
electrofisiologicos no podemos descartar la posibilidad de focos o espigas epilépticas en

ninguno de los casos.

4.3 Efecto de la microinyeccion bilateral intra-amigdalina de TPMPA

sobre la conducta de las ratas en el laberinto elevado en forma de “+”.

Tiempo transcurrido en los brazos abiertos del laberinto

La inyeccion bilateral intra-amigdalina de TPMPA (6, 60, 240 y 800 pmoles), justo
antes de someter a los sujetos experimentales a la prueba, result6 en un decremento
estadisticamente significativo en el tiempo que estos pasaron en los brazos abiertos del
laberinto (F (4, 47= 3.228 P<0.05; Gréfica No. 1). Al comparar a los grupos experimentales
contra el grupo control, utilizando la prueba post hoc de Dunnett, se encontrd que los
efectos del TPMPA siguen una especie de “U” siendo estadisticamente significativos

Unicamente con las dosis intermedias (60 y 240 pmoles/lado).
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Grafica No. 1. Efectos de la inyeccion bilateral intra-amigdalina de TPMPA, sobre el tiempo que los sujetos permanecen en
los brazos abiertos del laberinto elevado en forma de “+”. La administracion bilateral de TPMPA (60 y 240 pmoles por lado) redujo
significativamente el tiempo que las ratas permanecen en los brazos abiertos del laberinto. Los resultados son expresados como medianas
con sus respectivos rangos intercuartiles (barras). Las lineas muestran los valores mas altos y mas bajos dentro de la muestra. * P<0.05,
**P< 0.01 en relacion al grupo control (Prueba de Dunnett).

Tiempo transcurrido en los brazos cerrados del laberinto

En congruencia con los resultados anteriores, los animales tratados
bilateralmente con TPMPA permanecieron por mas tiempo en los brazos cerrados
del laberinto con respecto al grupo control (F (@, 47 = 3.015, P > 0.05, Gréafica No. 2),
siendo éste, como en el caso anterior, un aumento estadisticamente significativo

Unicamente para los grupos tratados con 60 y 240 pmoles de TPMPA por lado.
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Grafica No. 2. Efectos de la inyeccion bilateral intra-amigdalina de TPMPA, sobre el tiempo que los sujetos
permanecen en los brazos cerrados del laberinto elevado en forma de “+”. La administracion bilateral de TPMPA (60
y 240 pmoles por lado) aument6 significativamente el tiempo que las ratas permanecen en los brazos cerrados del
laberinto. Los resultados son expresados como medianas con sus respectivos rangos intercuartiles (barras). Las lineas
muestran los valores mas altos y méas bajos dentro de la muestra. * P<0.05, en relacidn al grupo control (Prueba de
Dunnett).

Visitas a los brazos abiertos

El nimero de visitas a los brazos abiertos del laberinto expresado como el
porcentaje del nimero de entradas a los brazos abiertos con respecto al nimero total de
entradas a ambos brazos (abiertos + cerrados) de este dispositivo, no se modifico
significativamente por la administracion intra-amigdalina de TPMPA en ninguna de las

dosis administradas con respecto al grupo control (Fu, 47y = 0.7256, P>0.05, Grafica No. 3).

Visitas a los brazos cerrados

Como se muestra en la Gréfica No. 4 en comparacion con el grupo control no se
observaron cambios en el nimero de visitas de las ratas a los brazos cerrados del laberinto
tras la administracion intra-amigdalina de las mismas dosis de TPMPA (F (, 47y = 1.025,

P>0.05).
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Grafica No. 3. Efectos de la inyeccion bilateral intra-amigdalina de TPMPA sobre el nimero de visitas a los brazos
abiertos del laberinto. Ninguna de las dosis probadas provocé cambios significativos. visitas a brazos abiertos + cerrados = 100 %.
Los resultados son expresados como medianas con sus respectivos rangos intercuartiles (barras). Las lineas muestran los valores mas
altos y mas bajos dentro de la muestra.
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Grafica No. 4. Efectos de la inyeccion bilateral intra-amigdalina de TPMPA sobre el nimero de visitas a los brazos
cerrados del laberinto. Ninguna de las dosis probadas provocé cambios significativos (visitas a brazos abiertos + cerrados = 100 %).
Los resultados son expresados como medianas con sus respectivos rangos intercuartiles (barras). Las lineas muestran los valores mas
altos y mas bajos dentro de la muestra.



Visitas a los brazos abiertos mas los cerrados

En congruencia con los resultados anteriores el nimero total de cruces de los sujetos
a los brazos abiertos mas los cerrados del laberinto, que se toma como la medida de
actividad locomotriz dentro de esta tarea, no presentdé cambios significativos en ninguna
de las dosis de TPMPA comparados contra el control (F (4, 47y 1.194, P>0.05, Gréfica No.

5).

Actividad locomotriz en “campo abierto”

La intencion de someter a los animales a esta prueba y medir su actividad
locomotriz fueradel laberinto elevado en forma de “+”, fue poder separarla de la actividad
exploratoria directa a los brazos del laberinto y con ello descartar la posibilidad de que los
cambios observados tanto en el tiempo como que los animales pasan en los brazos del
laberinto como en el nimero de cruces, se deba a que las dosis administradas pudieran estar
contaminados por modificaciones en el estado locomotor de los animales. Como puede
observarse en la Grafica No.6, ninguna de las dosis de TPMPA inyectada afect6
significativamente la locomocion de los animales en la prueba de “campo abierto”con

respecto al control (F (4, 47y =1.761, P>0.05).
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Grafica NO. 5 Efectos de la inyeccion bilateral intra-amigdalina de TPMPA sobre las visitas a los brazos abiertos mas los
cerrados del laberinto. Ninguna de las dosis probadas provocé cambios significativos en el porcentaje de visitas a los brazos
abiertos del laberinto (vistas a brazos abiertos + cerrados = 100 %). Los resultados son expresados como medianas con sus respectivos
rangos intercuartiles (barras). Las lineas muestran los valores mas altos y méas bajos dentro de la muestra.
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Grafica No. 6. Efecto de la administracién de TPMPA sobre la locomocién de los animales en la prueba del “campo
abierto” Ninguna de las dosisde TPMPA inyectadas bilateralmente a la amigdala provocé cambios significativos en la



locomocioén. Los resultados son expresados como medianas con sus respectivos rangos intercuartiles (barras). Las lineas muestran los
valores més altos y mas bajos dentro de la muestra.

4.4 Efecto de la microinyeccion bilateral intra-amigdalina de bicuculina

sobre la conducta de las ratas en el laberinto elevado en forma de “+”.

Tiempo transcurrido en los brazos abiertos del laberinto

La Gréfica No.7, indica que la inyeccion bilateral intraamigdalina de bicuculina a
distintas dosis (1.8, 6, 16 y 60pmoles), justo antes de someter a los sujetos a la prueba del
laberinto, no fue capaz de modificar el tiempo utilizado por los sujetos para la exploracion
de los brazos abiertos del laberinto en comparacion con los animales control (F 62 =

1.385, P>0.05).

Tiempo transcurrido en los brazos cerrados del laberinto

Al tomar en cuenta los resultados del tiempo que los animales pasan en los
brazos cerrados del laberinto, se observa que el analisis de varianza no muestra
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (F 62 = 1.178, P > 0.05,

Gréfica No. 8) indicando la falta de efectos de la bicuculina sobre este parametro.

Porcentaje de cruces a los brazos abiertos del laberinto

Aunque la prueba de ANOVA de una via indicd la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (F @62 = 2.625, P<0.05, Gréfica No. 9) entre los animales

tratados bilateralmente con distintas dosis de bicuculina sobre el porcentaje de entradas a



los brazos abiertos del laberinto, el andlisis post-hoc de los resultados (pueba de Dunnet)

indicd que estos cambios no eran atribuibles a diferencias entre los grupos de animales

tratados y el grupo control.
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Gréfica No. 7 Efectos de la inyeccion bilateral intramigdalina de bicuculina, sobre el tiempo que los sujetos permanecen en
los brazos abiertos del laberinto elevado en forma de “+”. Obsérvese que la administracion bilateral de bicuculina no modifico el
tiempo que los animales tratados permanecieron el los brazos abiertos del laberinto en comparacion con sus controles Los
resultados son expresados como medianas con sus respectivos rangos intercuartiles (barras). Las lineas muestran los valores mas altos y
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Grafica No 8. Efectos de Ia inyeccion bilateral intramigdalina de bicuculina, sobre el tiempo que los sujetos permanecen en
los brazos cerrados del laberinto elevado en forma de “+”. Obsérverse que la administracion bilateral de bicuculina no modificé
el tiempo que los animales tratados permanecieron el los brazos cerrados del laberinto en comparacion con sus controles. Los
resultados son expresados como medianas con sus respectivos rangos intercuartiles (barras). Las lineas muestran los valores mas altos y
mas bajos dentro de la muestra.
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Grafica No. 9. Efectos de Ia inyeccion bilateral intramigdalina de bicuculina, sobre el porcentaje del nimero de veces que
los sujetos cruzan hacia los brazos abiertos del laberinto elevado en forma de “+”.Los resultados son expresados como medianas con
sus respectivos rangos intercuartiles (barras). Las lineas muestran los valores més altos y més bajos dentro de la muestra. Observe que la
administracion de bicuculina no modificé el nimero de visitas de los animales a los brazos abiertos del laberinto en comparacion con el
grupo control.

Visitas a los brazos abiertos mas los cerrados
El nimero total de cruces a los brazos abiertos mas los cerrados del laberinto a
cualquier brazo no presentd cambios significativos con ninguna de las dosis

microinyectadas de bicuculina  (F @62 =0.9509, P>0.05, Grafica No. 10).

Actividad Locomotriz en campo abierto



Los resultados obtenidos indican que la locomocion de los animales en la prueba de
“campo abierto” no se modifico, con respecto al grupo control, con ninguna de las dosis

microinyectadas de bicuculina. (F 462 = 1.389, P> 0.05, Gréfica No. 11).
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Gréfica 10. Efectosdela inyeccion bilateral intramigdalina de bicuculina sobre el nimero de visitas a los brazos abiertos +
los brazos cerrados del laberinto elevado en forma de “+”. Ninguna de las dosis usadas provocé cambios significativos en este
parametro. Los resultados son expresados como medianas con sus respectivos rangos intercuartiles (barras). Las lineas muestran los

valores méas altos y mas bajos dentro de la muestra.
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Grafica No. 11. Efecto de la administracién de bicuculina sobre la locomocién de los animales en la prueba del “campo
abierto” Ninguna de las dosis de bicuculina inyectadas bilateralmente a la amigdala provocé cambios significativos en la
locomocién en el “campo abierto”. Los resultados son expresados como medianas con sus respectivos rangos intercuartiles (barras). Las
lineas muestran los valores mas altos y més bajos dentro de la muestra.



5. DISCUSION

En este trabajo de tesis, se proporciona, por primera vez, evidencia experimental
que sugiere la existencia de receptores GABAc en la amigdala de la rata. Mas adn, nuestros
resultados indican que dichos receptores pudieran estar involucrados en la modulacién de la
ansiedad. Asi como en otros estudios la administracion bilateral intra-amigdalina de
TPMPA, un antagonista especifico para los receptores GABAc (Ragozzino| et al., 1996)
dentro del rango de dosis (1 —1000 pmoles por hemisferio) fue capaz de modificar la
formacion de la memoria a corto plazo en el pollo (Gibbs y Johnston, 2005), en nuestros
experimentos, el TPMPA, en un rango de 60 a 240 pmoles por hemisferio, logré modificar
la conducta exploratoria de las ratas en el laberinto elevado en forma de “+”, en
comparacion con los animales control inyectados con solucion salina, sugiriendo la
existencia de receptores GABA( en la amigdala. Dado que el laberinto elevado en forma de
“+” ha sido ampliamente validado como un paradigma de ansiedad que explota la aversién
natural de los roedores por los espacios abiertos, representados en este laberinto por sus
brazos abiertos (Pellow et al., 1985), es posible que los receptores GABAc amigdalinos
participen en la modulacion de la ansiedad.

De acuerdo con lo anterior, la administracion bilateral intramigdalina de TPMPA
(60 pmoles por lado) disminuyé significativamente el tiempo que las ratas pasan en los
brazos abiertos del laberinto. Dicho efecto no se observo con dosis bajas de TPMPA (6
pmoles por lado) y tendié a disminuir al incrementarse la dosis de este compuesto (240
pmoles por lado) hasta dejar de ser estadisticamente significativo a dosis de 800 pmoles por
lado. En congruencia con estos resultados, el tiempo de permanencia de las ratas aumentd

significativamente en los brazos cerrados del laberinto a dosis de 60 y 240 pmoles por lado



y no se modificd con dosis méas altas 0 mas bajas del antagonista. En forma analoga el
TPMPA logrd, a las dosis que afectaron el tiempo de permanencia de las ratas en los
brazos abiertos del laberinto (60 y 240 pmoles por lado), disminuir el nmero de visitas a
dichos brazos enfatizando de esta manera la aversion de los animales por los espacios
abiertos del laberinto. Desafortunadamente, aunque la disminucion de las visitas a los
brazos abiertos con dosis de 60 y 240 pmoles de TPMPA es clara, debido muy
probablemente a la variabilidad experimental observada no se alcanzaron significancias
estadisticas. En contraste con los resultados anteriores, la administracion bilateral intra-
amigdalina de bicuculina, un antagonista especifico para los receptores GABAA a las dosis
(60 pmoles por lado) en las que el TPMPA muestra su mayor efecto conductual en el
laberinto elevado en forma de “+” no tuvo efectos sobre los parametros estudiados en este
paradigma. Debido a la aparicion eventual de convulsiones (ver seccion 4.2) no se probaron
dosis més altas de este compuesto.

Los efectos del TPMPA observados en el laberinto elevado en forma de “+” y la
falta de efectos de la bicuculina en este paradigma no parecen depender de cambios
inducidos por estos compuestos sobre el nivel de la actividad motriz de los animales ya que
en el numero de visitas a los brazos abiertos mas los cerrados del laberinto, que es una
medida de la locomocién de los animales en esta prueba (Pellow et al., 1985; Dawson et al.,
1995), no se modificé por ninguno de estos compuestos. En apoyo de lo anterior, ni el
TPMPA ni la bicuculina modificaron la locomocion de las ratas en la prueba de “campo
abierto” cuando fueron administrados en la amigdala bajo las mismas condiciones que en
los experimentos en el laberinto elevado en forma de “+”.

Dado que en ratas que han sido cruzadas para generar un fenotipo de alta ansiedad

existe una tendencia a evitar y permanecer en los brazos abiertos del laberinto elevado en



forma de “+” (Henniger et al., 2000) y la administracién de compuestos ansiogénicos
produce una conducta similar (Pellow et al, 1985; Pérez de la Mora et al., 2007), los
resultados obtenidos en este trabajo indican que la administracién bilateral intra-amigdalina
de TPMPA tuvo efectos ansiogénicos, pues tras el tratamiento con este compuesto se
observo un incremento en la aversion de las ratas por los brazos abiertos del laberinto y un
aumento consecutivo en el tiempo que estuvieron en sus brazos cerrados.

Es interesante el hallazgo de que una vez alcanzados los efectos ansiogénicos del
TPMPA con 60 pmoles por lado, estos disminuyen conforme se incrementa la dosis,
permaneciendo estacionarios en la cercania del rango nanomolar. La razén de esto se
desconoce, pero una posibilidad es que el farmaco pudiera perder especificidad por el
receptor y actuar en otros sistemas de neurotransmision cercanos; aunque de la misma
forma podemos hipotetizar que el TPMPA microinyectado en nuestros experimentos
probablemente este presentando un efecto de saturacion sobre los receptores GABA¢ a los
que antagoniza. Es ilustrativo a este respecto, que como en nuestro caso, los efectos del
TPMPA sobre la formacion de la memoria a corto plazo en el pollo son maximos con una
dosis de 300 pmoles por hemisferio y después desaparecen (Gibbs y Johnston, 2005).

Dado que los receptores GABAA juegan un papel central en la modulacion de la
ansiedad (Flores Gracia, 2005) y de que existe una gran densidad de ellos en la amigdala
(Swanson y Petrovich, 1998); se compararon , bajo condiciones experimentales idénticas
los efectos del TPMPA con los de la bicuculina que selectivamente bloquea a los receptores
GABAA. Nuestros resultados mostraron, como se sefiald antes, que a diferencia del
TPMPA, la bicuculina, dentro del rango de dosis de 1.8-60 pmoles por lado, no modifico
la conducta exploratoria de las ratas en el laberinto elevado en forma de “+”. Nuestros

resultados, coinciden con los de Rezayat et al, (2005) quienes tras la inyeccion de dosis



mucho mas altas de bicuculina (2-8 nanomoles por lado) en la region CA1 del hipocampo
dorsal no encontraron efectos de este antagonista sobre la conducta de las ratas en el
laberinto elevado en forma de “+”; al igual que con los de Zarrindast et. al. (2001), quienes
obtuvieron resultados idénticos en el mismo paradigma tras la inyeccion intra-cerebro-
ventricular de bicuculina. Sin embargo, Cabe mencionar que la administracion de 20
pmoles por lado de este compuesto produjo un aumentd en la presion sanguinea y la
frecuencia cardiaca, asi como efectos ansiogénicos en la prueba de “interaccion
social”’cuando fue microinyectada dentro del nucleo basolateral (BLA), pero no produjo
ningln efecto cuando fue microinyectada dentro del ndcleo central (CeA) de la amigdala
(Shekhar, 1997). Dado que al parecer, los efectos del TPMPA y la bicuculina sobre la
ansiedad se hacen aparentes con distintos modelos de ansiedad y de que cada paradigma
modela distintos aspectos de esta respuesta (Broekkamp, 1997; Killcross et al., 1997), es
posible que los receptores GABAA Y GABA: amigdalinos modulen distintos aspectos de la
ansiedad y de que los efectos de la bicuculina en la prueba de interaccion social dependan
del sitio de microinyeccion.

Dado que los efectos de la bicuculina y del TPMPA microinyectados en ésta region
son cualitativamente distintos, es poco probable que los efectos del TPMPA sobre la
ansiedad, observados en este trabajo, pudieran deberse a efectos inespecificos ejercidos
sobre receptores GABAA (Ragozzino et al., 1996), 1o cual nos permite inferir que nuestros
resultados apoyan la existencia de receptores GABA en la amigdala de la rata.

Por otro lado, La aparicion de convulsiones “clinicas” con dosis de bicuculina de 60
pmoles por lado y la ausencia de éstas hasta con dosis mas de 10 veces mayores de TPMPA
apoya la conclusion anterior y sugiere que ambos tipos de receptores GABAérgicos poseen

distintos papeles en el funcionamiento de la amigdala.



Sitio de accion del TPMPA en la amigdala.

El sitio de accion del TPMPA microinyectado dentro de la amigdala es incierto,
pero bajo las condiciones de microinyeccion utilizadas en este trabajo se ha demostrado que
el 2-metil-6(feniletenil) piridina (MPEP), de dimensiones similares a las del TPMPA vy la
bicuculina, no difunde mas alla de 1 mm?® de su sitio de inyeccion (Pérez de la Mora et al.,
2006), es por esto, que se puede asumir que dicho sitio de accion se encuentra dentro de la
amigdala; la forma mediante la cual podemos comprobar el volumen de difusién es
mediante los registros histologicos donde se observa un volumen de difusion bien
delimitado por el azul de pontamina, microinyectado bajo las mismas condiciones. Mas
aun, la posibilidad de que los compuestos inyectados hayan alcanzado sitios distantes a la
amigdala, via su ingreso al sistema ventricular, es poco probable, ya que las puntas de las
canulas de ninguno de los animales utilizados en el analisis de los resultados estuvieron
cerca de los ventriculos laterales.

La distribucion anatémica de los receptores GABA en el cerebro de los mamiferos
no ha sido estudiada con suficiente detalle y por consiguiente no existe evidencia
convincente de la presencia o ausencia de estos receptores en la amigdala. Sin embargo,
dada la elevada especificidad del TPMPA por los receptores GABA: (Ragozzino et al.,
1996; Johnston et al., 2003), la posicién de las canulas y el grado de difusion sefialado, es
probable que este antagonista, en nuestros experimentos, haya ejercido sus efectos

bloqueando receptores GABAc localizados en interneuronas (Schlicker et al., 2004)



situadas dentro de los nicleos BLA o CeA, o ubicadas en el interior de las islas intercaladas
(ITC) paracapsulares laterales o mediales, incluyendo a la isla intercalada principal.

Los experimentos de fijacion de voltaje (“patch clamp”) de una sola célula
realizados por Delaney y Sah (2001), en los que demostraron la presencia de minicorrientes
inhibitorias en la porcion lateral del nicleo central de la amigdala (CeL) que se inhiben
parcialmente por la aplicacion focal tanto de TPMPA como de bicuculina, sugiriendo la
existencia de receptores GABAA Y GABAC en esta porcion de la amigdala, apoyan nuestra
sugerencia anterior y sugieren que los efectos del TPMPA sobre la conducta observados en
este trabajo podrian involucrar, la activacion de receptores GABAc, al menos, en la porcién
lateral del nacleo central de la amigadala del 16bulo temporal (CeL).

El mecanismo mediante el cual el TPMPA ejercio sus efectos ansiogénicos y por
tanto el papel que los receptores GABAc juegan en la modulacion de la ansiedad por parte
de la amigdala se desconoce. Sin embargo, cabe recordar que el tiempo de apertura
promedio para los canales en los receptores GABAc es mayor que para los receptores
GABA,, que los primeros se desensibilizan mas lentamente que los segundos y que los
canales asociados a los receptores GABA son activados y cerrados mas lentamente que en
el caso de los canales asociados a los receptores GABAA (Feigenspan y Bormann, 1994a;
Feigenspan y Bormann, 1994b; Feigenspan et al., 1993), todo esto permite sugerir que
aunque ambos receptores son activados por el mismo neurotransmisor, tienen un papel
diferente en la modulacion de la ansiedad por parte de la amigdala. Las diferencias en la
conducta de las ratas en el laberinto elevado en forma de “+” encontradas entre TPMPA
(efectos ansiogénicos) y bicuculina (carencia de efectos) en este trabajo estan de acuerdo

con esta realidad funcional.



Como se mencion6 antes (ver seccion 2.2.3), la informacion sensorial relevante que
proviene del entorno del sujeto alcanza, via el talamo, el nucleo basolateral de la amigdala
(BLA), en donde tras un intercambio de informacion con la corteza prefrontal, se decide la
pertinencia e intensidad de una respuesta ansiosa, enviando informacion al ndcleo central,
que a su vez, es el encargado de implementar dicha respuesta. En este intercambio de
informacion entre los nlcleos basolateral y central, las islas intercaladas paracapsulares
(Pare et al., 2004; Marowsky et al., 2005) y posiblemente otros grupos neuronales
GABAérgicos, como los localizados en la porcion lateral del nucleo central (Sun et al.,
1994) juegan un papel fundamental al funcionar como interfases inhibitorias que modulan
el flujo de impulsos entre el nicleo basolateral (BLA) y el central de la amigdala (CeA)
(Pérez de la Mora, 2008).

Dado que existe evidencia neurofisioldgica de la existencia de receptores GABAc
en la porcion lateral del nucleo central de la amigdala que son activados por fibras
provenientes de las islas intercaladas paracapsulares (Delaney y Sah, 2001) es posible que
el TPMPA haya producido sus efectos sobre la ansiedad alterando en una forma compleja
el equilibrio entre la trasmision GABAérgica mediada por receptores GABAA Yy GABAc a
nivel de las neuronas GABAGérgicas de la porcion lateral del nucleo central, que mantienen
una inhibicién tonica sobre neuronas de la porcion medial del nucleo central responsables
de la inervacion de los principales nicleos autonémicos que modulan la respuesta ansiosa
(Nose et al., 1991). Alternativamente, el TPMPA podria haber ejercido sus efectos
ansiogénicos bloqueando receptores GABAc hipotéticos localizados en las mismas o
diferentes islas paracapsulares, alterando asi la expresion ansiogénica del ndcleo central y

provocando la conducta ansiosa de las ratas observada en el laberinto elevado en forma de



“+”. Es claro, que aun se requiere de mas informacion para distinguir entre estas

alternativas o decidirse por nuevas explicaciones.



6. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo de tesis muestran que el TPMPA, al ser microinyectado
en la amigdala, logra reducir de forma estadisticamente significativa el tiempo que los
animales permanecen en los brazos abiertos del laberinto; lo que sugiere la existencia de
receptores GABA en la amigdala de la rata e indican que pudieran estar involucrados en la

modulacion de la ansiedad por parte de la amigdala.

Nuestros hallazgos, también sugieren que los receptores GABA¢ blogueados por el
TPMPA pudieran estar presentes en sitios anatomicos diferentes a los que poseen los
receptores GABA,, 0 que dadas sus diferencias funcionales con estos Ultimos receptores el
TPMPA podria haber aumentado el nivel de ansiedad modificando la dinamica inhibitoria
mediada por el GABA. Se sugiere que el TPMPA ejerce sus efectos modulatorios sobre la
ansiedad alterando el flujo de impulsos nerviosos entre el nucleo basolateral (BLA), la
principal estacion de entrada de la amigdala, y el ndcleo central (CeA), su principal estacion

de salida, y por consiguiente la responsable de la expresidn de su potencial ansiogénico.

Finalmente nuestros resultados muestran posibles diferencias de orden cualitativo
entre la ansiedad mostrada por los animales ante el bloqueo de receptores GABAA ¥y
GABA(, lo que sugiere que cada uno podria estar involucrado en distintas funciones dentro
de la amigdala y los sistemas de modulacion y expresion de la ansiedad, y nos habla de

sistemas psicofisiolégicos mucho mas complejos y selectivos.
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8.-INDICE DE ABREVIATURAS

AA - Ndcleo Anterior de la Amigdala

BA — Nucleo Basal de la Amigdala

BM — Nucleo basomedial de la Amigdala
BLA — Complejo Basolateral de la Amigdala
CeA — Nucleo Central de la Amigdala

CoA — Nucleo Cortical de la Amigdala
COAmM — Nucleo Corticomedial de la amigdala
EA — Amigdala Extendida

GABA - Acido gama-aminobutirico

ITC - Islas Intercaladas de la Amigdala

Im — Isla intercalada Principal

Ip- Islas Paracapsulares

LA — Ndcleo Lateral de la Amigdala

MAO- Mono amino oxidasa

MD - Nducleo medio dorsal del Talamo



MeA — Nucleo Medial de la Amigdala
MOR - Movimientos Oculares Rapidos
mPFC — Corteza medial prefrontal

N Acc — Nucleo Accumbens

PTSD — Sindrome de estrés postraumatico
RNAm- Acido ribonucleico mensajero

Sl - Sustancia Inominata

SGP - Sustancia gris periacueductal

SNC - Sistema nervioso central

SNP — Sistema nervioso periférico

TPMPA — Acido 1,2,5,6 (tetrahidropiridina 4-il)metilfosfinico

TPO - Temporo-parieto-occipital
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