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Resumen

El miedo y la ansiedad son respuestas biolégicamente adaptativas que aparecen
cuando un organismo percibe un dafio potencial o amenaza. El estudio de estos
fendbmenos a nivel conductual-experimental es complejo y requiere de modelos
especiales que evalien el comportamiento innato y comdn a la especie en
animales que se someten a condiciones estresantes. Resalta la prueba del
enterramiento defensivo, ya que cuenta con una base etologica y amplia validez
farmacolégica. A nivel del sistema nervioso central, se han descrito posibles
estructuras neuronales que participan en el proceso de percepcion del estimulo
amenazante y en la expresion de la respuesta de miedo, entre ellas sobresale
importantemente la amigdala. Esta estructura cuenta con nucleos que reciben la
informacion sensorial (ndcleo basolateral) y nudcleos que desencadenan la
respuesta autondmica y conductual de miedo (nucleo central). El sistema
dopaminérgico mesolimbico proyecta una importante cantidad de fibras hacia la
amigdala y se han localizado topograficamente receptores dopaminérgicos en sus
ndcleos. Esta investigacion tuvo como proposito estudiar la participacion de los
receptores dopaminérgicos D, de la amigdala en la respuesta de miedo a través
de una prueba conductual de enterramiento defensivo. Para este fin se realizd una
microinfusion bilateral en las amigdalas del antagonista de receptores Do,
raclopride (0, 0.73, 2 y 4 png/lado). Los resultados muestran un aumento
significativo del tiempo de enterramiento total en la prueba, es decir la inyeccion
de raclopride en dosis de 0.73 y 2 ug/lado, tuvo efectos ansiogénicos en la prueba

de enterramiento defensivo, sin alterar la conducta motora.
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Capitulo 1

Conceptualizacion de los fendmenos de miedo y ansiedad:
Aproximacion clinica y experimental

1.1. Descripcién general de los conceptos de miedo y ansiedad

Conocer nuevas personas, hablar ante un publico, acudir a una cita o
entrevista importante, presentar un examen, sufrir un asalto, no encontrar
trabajo... Todas estas situaciones tienen algo en comun, coloquialmente dicho:
“nos ponen los nervios de punta”; ciertamente, a otros mas y a otros menos, sin
embargo son ejemplos de situaciones que, ya sea porque sabemos muy bien con
gue nos vamos a enfrentar o por que el peligro sea desconocido, de igual forma

nos han llegado a producir cierto grado de miedo y/o ansiedad.

Fisiolégicamente, cuando un individuo (humano o animal) siente
amenazada su integridad (fisica o0 psicolégica), genera una serie de

manifestaciones entre las que se incluyen:

¢ Respuestas autbnomas. Incremento de la frecuencia cardiaca, elevacion de
la presién arterial, palidez, aumento de la frecuencia respiratoria, hiperactividad
de las glandulas sudoriparas, incremento o disminucién de la motilidad

intestinal.

e Respuestas endocrinas. Elevacion de los niveles sanguineos de cortisol,

adrenalina y noradrenalina.

e Respuestas musculares y reflejas. Manifestadas por un aumento de la
tension muscular y de los reflejos masculo-tendinosos tendientes a preparar a

un individuo para la lucha o la huida.

e Respuestas conductuales. Observables en forma de inhibicion motora,

inquietud, agitacion, huida o agresion.



Todas estas respuestas estan destinadas a preparar al sujeto a encarar la
situaciéon que lo amenaza. Al pasar la situacion de emergencia, el sujeto se
tranquiliza, regulariza sus constantes fisiologicas y regresa a la homeostasis

(Macias Fernandez y Alonso del Teso, 1998; Pérez de la Mora et al., 2007a).

Por lo tanto, el miedo y la ansiedad son mecanismos naturales de
afrontamiento que aparecen cuando la homeostasis del individuo se ve
amenazada por un peligro real o potencial, los cuales evolutivamente han
perdurado en todas las especies del reino animal, ya que ofrecen una ventaja
biolégica para la supervivencia (LeDoux, 1996; Heinze, 2003).

1.2. ¢Son entidades separadas el miedo, la ansiedad y el estrés?

Las diferencias entre miedo y ansiedad son dificiles de establecer. Desde el
punto de vista fisiologico, el miedo y la ansiedad tienen sintomas y signos muy
similares. La diferencia fundamental radica Unicamente en el grado de definicion

con el que se percibe el estimulo que los produce (Pérez de la Mora et al., 2007a).

El miedo es definido como un estado motivacional que surge ante un objeto
externo al sujeto, que es real, ubicable e implica un peligro inminente para el
individuo (LeDoux, 1996; Rojas, 2001; Steimer, 2002; Heinze, 2003).

La ansiedad es un estado del organismo que se da ante una amenaza
desconocida, vaga o indefinida, que incluso puede no estar presente (LeDoux,
1996; Rojas, 2001; Steimer, 2002; Heinze, 2003).

De acuerdo a esto, si conceptualmente un individuo que se enfrenta a un
le6bn podria experimentar miedo a perder su vida, también podria experimentar
ansiedad ante la incertidumbre sobre la manera como esto podria ocurrir, la
separacion clinica de ambas entidades en ese momento de peligro seria

totalmente imposible (Pérez de la Mora et al., 2007a).



Tanto en humanos como en animales la respuesta ante una amenaza es
muy similar (Debiec y LeDoux, 2004). En el caso del humano podriamos definir
mediante un reporte verbal si la ubicacién del estimulo es vaga o concreta, pero
en los animales, es dificil asegurar si el sujeto percibe un estimulo amenazante
como concreto o indefinido. Lo que si puede observarse y medirse es el amplio
repertorio conductual y las respuestas fisiologicas que aparecen cuando el animal
es expuesto a diversas situaciones amenazantes (LeDoux, 1996; Rojas, 2001;
Steimer, 2002; Heinze, 2003). Por lo tanto, en este trabajo realizado con animales,
ante la dificultad de diferenciar entre estas entidades, el miedo y la ansiedad se
consideraran términos sinénimos y se hara referencia a ellos como miedo y
ansiedad. De hecho, los signos y sintomas que se observan en ambas entidades
son tan similares que probablemente miedo y ansiedad sean solo variantes de un

sistema unico de alerta (Pérez de la Mora et al., 2007a).

Por otro lado, el término estrés se refiere, de acuerdo a la Enciclopedia
Britanica, “a cualquier tension o interferencia que perturba el funcionamiento de un
organismo”. Dado que un individuo sujeto a estrés psicologico presenta
manifestaciones clinicas similares a las que se ven en la ansiedad y el miedo, y
que los estimulos que le generan tension pueden o no ser identificables con
claridad, el estrés se definiria como una serie de episodios de ansiedad y miedo
gue se suceden y mezclan en el tiempo, y en el que sus mecanismos al operar
continuamente perturban el funcionamiento del organismo (Pérez de la Mora et al.,
2007a).

1.3. Aproximacion clinica: Expresion patoldgica del miedo y la

ansiedad

El miedo y la ansiedad son reacciones normales ante el peligro (real o
imaginario). Los cuales, en si mismos no son condiciones patolégicas (LeDoux,

1996). Estos mecanismos funcionan de forma adecuada cuando se da una



respuesta proporcionada entre el estimulo y la respuesta, pero puede llegar a ser

patologica cuando:

e La respuesta se desencadena ante un estimulo o situacion objetivamente
irrelevante; es decir, que la respuesta es desproporcionada con respecto al
estimulo que la provoca (LeDoux, 1996; Macias Fernandez y Alonso del Teso,
1998).

e La respuesta se produce de forma innecesaria, recurrente y persistente en

el tiempo (LeDoux, 1996; Macias Fernandez y Alonso del Teso, 1998).

e Este estado interfiere con la vida cotidiana del individuo (LeDoux, 1996).

1.3.1.Clasificacion de los trastornos de ansiedad

El DSM-IV-TR (Manual de Diagnéstico y Estadistica de los Trastornos
Mentales de la Asociacion de Psiquiatria Americana version IV revisada) tiene un
apartado especial para los trastornos de ansiedad (tabla 1). Para diagnosticar un
trastorno de ansiedad, segln este manual se toman en cuenta los siguientes
sintomas:

e Palpitaciones, sacudidas del corazdn o elevacion de la frecuencia cardiaca.
e Sudoracion.

e Temblores o sacudidas.

e Sensacion de ahogo, falta de aliento o atragantamiento.

e Opresion o malestar toracico.

¢ Nauseas o molestias abdominales.

¢ Inestabilidad, mareo o desmayo.



e Desrrealizacion (sensacion de irrealidad) o despersonalizacion (estar

separado de uno mismo).

e Miedo a perder el control, volverse loco o miedo a morir.
e Parestesias (sensacion de entumecimiento u hormigueo).
e Escalofrio o sofocaciones.

A esto, se suman en ocasiones, numerosos sintomas de evitacion y la
presencia de diversos tipos de obsesiones y compulsiones (Pérez de la Mora et
al., 2007a).

Los desordenes de ansiedad son los trastornos psiquiatricos mas comunes
en la poblacién, con una incidencia del 18.1% y una prevalencia a lo largo de la
vida de 28.8% (Garakani et al., 2006). En la Encuesta Nacional de Epidemiologia
Psiquiatrica realizada en 2003 se encontré que los trastornos de ansiedad son los
mas frecuentes en la poblacién mexicana (14.3% alguna vez en la vida), seguidos
por los trastornos por uso de sustancias (9.2%) y los trastornos afectivos (9.1%).
Es interesante que la region conformada por las tres areas metropolitanas mas
grandes del pais (Ciudad de México, Guadalajara y Monterrey) muestran la
prevalencia mas elevada de trastornos de ansiedad (3.4%). También es notable
que solo 1 de cada 10 sujetos adultos con algun trastorno mental recibieron

atencion (Medina-Mora et al., 2003).

Clinicamente, los trastornos de ansiedad se clasifican segun el conjunto de
signos y sintomas presentes, su etiologia y frecuencia de aparicion a traves del

tiempo. En la tabla 1 se presenta esta clasificacion.



Tabla 1. Clasificacion de los trastornos de ansiedad y sus criterios de diagndstico

segun el Manual Estadistico y Diagnéstico de Trastornos Mentales IV-TR (2003).

Nombre del trastorno

Criterios diagndésticos

Crisis de angustia o panico

Periodos breves y aislados en donde se experimenta miedo
y malestar intensos, usualmente acompafiados de elevacion
de la frecuencia cardiaca, sudoracién, temblores, sensacion
de ahogo, malestar toracico, molestias abdominales,
sensacion de irrealidad, despersonalizaciéon, miedo a perder
el control, volverse loco o morir.

Agorafobia

Miedo patoldgico a presentar crisis de angustia o sintomas
relacionados en situaciones en las que escapar puede
resultar dificil.

Fobia especifica

Temor acusado y persistente a exponerse a un objeto o
situacién especificos que provocan una respuesta inmediata
de miedo, que puede tomar la forma de una crisis de
angustia.

Fobia social

Temor por una 0 mas situaciones sociales o actuaciones en
publico en las que se teme actuar de un modo que sea
humillante o embarazoso.

Trastorno obsesivo-compulsivo

En este trastorno se presentan obsesiones (es decir,
pensamientos persistentes que causan ansiedad o malestar),
0 compulsiones (es decir, comportamientos de caracter
repetitivo) que se ven obligados a realizar para reducir el
malestar o prevenir algln acontecimiento negativo.

Trastorno por estrés post-
traumatico (TEPT)

Los individuos con este trastorno han estado expuestos a un
acontecimiento traumético en donde han experimentado
amenazas a su integridad fisica. Existe una re-
experimentacion del evento y una activacion tal que no
permite conciliar el suefio, concentrarse, ataques de ira,
hipervigilancia y evitacion.

Trastorno por estrés agudo

Similar al trastorno de estrés post-traumatico, pero con
menor duracion (2 dias a 4 semanas).

Trastorno de ansiedad
generalizada

Ansiedad y preocupacion excesivas sobre una amplia gama
de acontecimientos o actividades que no se pueden
controlar.

Trastorno de ansiedad debido
a enfermedad médica

Se presenta ansiedad prominente, crisis de angustia, que
parecen ser la consecuencia fisioldgica directa de una
enfermedad médica.

Trastorno de ansiedad inducido por
sustancias

Esta presente ansiedad de caracter prominente, crisis de
angustia, durante la intoxicacion o abstinencia de una
sustancia o medicamento. Ej. Alcohol, cafeina, cannabis,
sedantes, etc.




Dado que los trastornos de la ansiedad son cada vez mas frecuentes
resulta de capital importancia entender, explicar y proponer soluciones para ellos.
Una plataforma muy importante de la cual partir para la comprensiéon de estos
trastornos esta dada por el estudio de su neurobiologia, pues al entender como
ocurren estos procesos en el cerebro (ya sea de animales o humanos), esto
permitird tratarlos adecuadamente. Por razones éticas, cuando la investigacion no
se puede realizar en seres humanos, es valido el uso de animales de laboratorio
para determinar aquello que se quiere saber y posteriormente extrapolarlo con las
debidas proporciones al conocimiento del ser humano (LeDoux, 2000; Contreras
et al. 2003; Garakani et al. 2006).

1.4. Aproximacion experimental al estudio del miedo y de la

ansiedad: Modelos animales

Del surgimiento de una diversidad de farmacos con supuestas propiedades
ansioliticas y de la imposibilidad de probarlos directamente en el ser humano por
razones éticas, surgié la necesidad de crear pruebas o modelos animales, en los
cuales se pudieran estudiar los efectos terapéuticos potenciales de estas nuevas
sustancias, asi como para investigar la neurobiologia del fenébmeno de la
ansiedad. La idea es usar preparaciones experimentales desarrolladas para una
especie con el propésito de entender el mismo fenbmeno en otra especie

(McKinney y Bunney, 1969 en Belzung y Griebel, 2001).

La idea anterior tiene apoyo en las observaciones de Darwin (1873 en
Dalgleish, 2004), quién sefaldo que las emociones no son privativas de los
humanos, sino que también se observan en los animales, aunque dependiendo de

la especie éstas adquieren modalidades diferentes.

Ratas y humanos comparten mas del 90 % de sus genes y se ha visto que

estos modelos son una herramienta util en la psicologia comparada. No es facil



escoger un modelo animal que refleje exactamente el fenOmeno que se desea
estudiar, pues existen algunos aspectos a considerar como las diferencias en el
sistema nervioso humano y no humano, la dificultad en determinar analogias
conductuales entre las especies y la necesidad de extrapolar los resultados

obtenidos en animales a los humanos (Kalueff y Tuohimaa, 2004).

1.4.1.Criterios de validez y confiabilidad de los modelos animales

A la par de la creacion de modelos conductuales en animales, se han
desarrollado criterios de confiabilidad que avalan que el modelo realmente esté
midiendo lo que se quiere medir. Para que un paradigma animal pueda ser
utilizado como modelo de una determinada conducta humana, debe existir al
menos una analogia entre lo que ocurre en el modelo y lo que sucede en la vida
real. Aunque los modelos por definicion son solamente un simil de la realidad,

para tener valor heuristico y predictivo deben cumplir con los siguientes requisitos:

e Validez predictiva. Se refiere a que el modelo animal debe ser sensible
ante agentes farmacoldgicos que son efectivos clinicamente para disminuir
la ansiedad, es decir ansioliticos. De igual forma los compuestos con
acciones opuestas deben tener efectos ansiogénicos y los agentes que no
tienen efectos en la clinica tampoco deben tenerlos en la prueba (criterio
terapéutico de McKinney y Bunney, 1969 en Belzung y Griebel, 2001).
Adicionalmente, debe existir una correlacion farmacolégica dosis-
dependiente, debe haber selectividad conductual y ausencia de tolerancia
en el modelo. Aunque el criterio de validez predictiva parece satisfactorio,
se deben tomar ciertas reservas y corroborar el modelo con otros criterios,
pues se han observado diferencias en la farmacocinética y en la
farmacodinamia entre especies (Belzung y Griebel, 2001; DeBoer y
Koolhaas, 2003)



Validez de cara, aparente o isomorfismo (“face validity”). Este criterio
implica que las respuestas de miedo y ansiedad observadas en el modelo
animal son idénticas a las respuestas fisioldgicas y conductuales vistas en
los humanos (criterio sintomatolégico de McKinney y Bunney, 1969 en
Belzung y Griebel, 2001). Ello supone que la expresién de una emocién
dada es similar entre especies. Esto es valido por lo que toca a la expresion
autonoma del miedo y la ansiedad, pues el aumento de la frecuencia
cardiaca, de la presion arterial, de la temperatura, etc., se observan tanto
en los humanos como en una gran diversidad de especies. Sin embargo,
las respuestas conductuales propiamente dichas varian enormemente entre
ellas, pues mientras los roedores huyen, atacan o se congelan, los peces
nadan, los pajaros vuelan y los humanos corren. En la respuesta esta
implicito que, independientemente de su modalidad, ella estd dirigida a
alejar al sujeto del estimulo que la provoca. De hecho, la posibilidad de un
isomorfismo de conductas animales y humanas tiene que ser puesta en el
contexto de la teoria de la evolucién, sugiriendo que un determinado patrén
conductual sera elegido segun su valor para la sobrevivencia de la especie.
Es importante, entonces, destacar que la seleccion natural opera por las
consecuencias de la conducta, no por la conducta per se, y que el
isomorfismo estaria dado, no en razén del patrén conductual por si mismo,
sino en funcién de sus consecuencias en la conducta (Belzung y Griebel,
2001; DeBoer y Koolhaas, 2003).

Validez de constructo. Este criterio se refiere a las semejanzas que deben
existir entre el modelo animal y la conducta humana, respecto a las
condiciones inductoras (criterio etiologico de McKinney y Bunney, 1969 en
Belzung y Griebel, 2001) y los mecanismos neurobioldgicos que le
subyacen (criterio biogquimico de McKinney y Bunney, 1969 en Belzung y
Griebel, 2001). Es evidente que la evaluacibn de un estimulo como
amenazante varia segun la especie, pero el punto importante es que este

resulte en una amenaza para la homeostasis del individuo,



independientemente de la especie (Belzung y Griebel, 2001; DeBoer y
Koolhaas, 2003).

Es importante considerar que los datos obtenidos bajo estos criterios son

validos en el grado en que el modelo sea valido.

1.4.2. Modelos animales de miedo y ansiedad

Los modelos de miedo y ansiedad se basan en la capacidad de los
animales para responder ante un estimulo que reconocen como ajeno o
potencialmente peligroso. De manera particular, el miedo y la ansiedad en los
animales se acompafia de alteraciones de conducta que tienden a ser extremas,
ya sea incrementando la locomocién del animal o bien provocandole un
“congelamiento” conductual. Las respuestas enddcrinas y autbnomas van desde
un aumento en la frecuencia cardiaca, en la temperatura corporal y en el nivel de
adrenalina, noradrenalina y cortisol en la sangre, hasta el desarrollo de Ulceras
gastricas (Benelli et al., 2000; Carrive, 2000).

Los modelos mas aceptados son aquéllos en los que las situaciones a las
gue se enfrentan los animales con los que se experimenta son muy parecidas a
situaciones que enfrentan en la vida real. Cabe sefialar que, aun cuando los
animales empleados en los modelos de ansiedad han sido criados y mantenidos
en un ambiente artificial y nunca se han enfrentado a las situaciones que
experimenta un animal silvestre en su habitat natural, éstos animales ante un
estimulo ansiogénico exploran, entierran objetos, nadan, trepan y saltan de
manera similar a como lo hace un animal silvestre de la misma especie. En
términos generales se puede dividir a los modelos de ansiedad en dos grandes
grupos: en el primero, el modelo involucra respuestas condicionadas y en el

segundo se estudian conductas innatas no condicionadas.



1.4.2.1. Modelos conductuales condicionados

El término condicionado se refiere a un proceso llamado condicionamiento
clasico, que ocurre cuando un estimulo neutral (tono, luz, etc.) es seguido de
manera regular por otro que es dafino o aversivo (ej. un choque eléctrico).
Después de varias repeticiones de este proceso se puede lograr una respuesta
emocional condicionada aunque ya no se aplique el estimulo nocivo, bastara con
qgue el animal perciba el estimulo condicionado, antes neutral, para responder
emocionalmente. Los modelos condicionados (tabla 2) permiten un control muy
preciso de la conducta que se mide, pero requieren de un entrenamiento muy
extenso de los animales y un control muy cuidadoso de las posibles interacciones
y/lo efectos no especificos del tratamiento con el aprendizaje, la memoria, el
apetito y las funciones perceptuales (LeDoux, 2000; Maren, 2001; Debiec y
LeDoux, 2004).

1.4.2.2. Modelos conductuales no condicionados

Existe otra clase de modelos que tienen bases etoldgicas y se caracterizan
por situar al animal en circunstancias que se asemejan a lo que podria ocurrirle
espontaneamente a un individuo de su especie en su ambiente natural. Estos
modelos son llamados no condicionados, ya que no involucran el entrenamiento
de los animales y son menos susceptibles a ser influidas por procesos
mnemotécnicos y motivacionales, pues son de ensayo unico (Rodgers, 1997). Sin
embargo, a pesar de su aparente simplicidad, dado que en estos modelos se
miden cambios sobre la condicién basal de los animales, las pruebas usadas son
MAas propensas a mostrar una mayor variabilidad en las conductas medidas y a ser
influidos por los efectos del tratamiento sobre la actividad motora del animal. Entre
los mas usados destacan el laberinto elevado en forma de “+”, la caja
luz/oscuridad, el enterramiento defensivo producido por un choque y la prueba de

interaccion social, descritos en la tabla 3.



Tabla 2. Descripcion de las principales pruebas conductuales condicionadas para

medir el miedo y la ansiedad.

Prueba condicionada

Descripcion

Prueba de conflicto de
Vogel y Prueba de
conflicto Geller-Seifter

Ambas pruebas consisten en privar al animal de agua o comida por
un periodo relativamente prolongado. Una vez que los animales
tienen gran necesidad de estos elementos, se les presentan
asociados a estimulos negativos como un choque eléctrico. El
animal desarrolla el conflicto entre alimentarse o recibir un choque
eléctrico. Los farmacos ansioliticos, principalmente
benzodiacepinas, tienen claros efectos anti-conflicto, y los animales
ingieren el alimento a pesar del castigo. (Fernandez-Guasti y
Lépez-Ruvalcaba, 2004; Millan, 2003)

Supresion condicionada

Inicialmente es necesario establecer una linea base de conducta
mediante un programa de refuerzo de intervalo variable.
Posteriormente, se administra un estimulo condicionado (sonido o
luz) seguido por una breve descarga eléctrica en las patas del
animal. Generalmente, el animal se congela y deja de responder a
la palanca (supresién condicionada). Después de cierto nimero de
ensayos, la sola aparicion de la luz o el sonido producen la
inmovilizacion. La magnitud de esta supresion condicionada da la
medida del aprendizaje obtenido (Salgado et al., 2000).

Aversion condicionada a
un lugar

En el condicionamiento de lugar se evalla la preferencia o aversion
hacia un contexto asociado previamente con un estimulo positivo o
negativo, inferido por el tiempo de permanencia en ese lugar, en
comparacién con otro asociado a un estimulo neutral (Mead et al.
2008; Kamenetzky et al., 2007)

Congelamiento inducido
por el miedo

Se asocia un estimulo incondicionado (luz o sonido) con la
recepcion inmediata de un choque eléctrico. Después de lograr la
asociacion del estimulo condicionado, se mide el tiempo que la rata
responde con la conducta de congelamiento o inmovilizacion,
definida esta como ausencia de cualquier movimiento, excepto los
necesarios para respirar (Guarraci et al., 2000).

Enterramiento defensivo
condicionado

Consiste colocar al roedor en una caja de acrilico, cuyo piso esta
cubierto de aserrin. De una de las paredes sobresale un electrodo
por el que circula una corriente eléctrica constante, cuando el animal
recibe un choque eléctrico exhibe la conducta de enterramiento. En
el caso del enterramiento condicionado, se somete al animal un dia
después al mismo paradigma (el electrodo sin electrificar) para
corroborar si se dio algun tipo de aprendizaje. Entre otros
parametros, se mide el tiempo y la frecuencia de enterramiento
(Lehmann et al., 2005; Lehmann et al., 2006).

Sobresalto potenciado por
el miedo

Esta prueba consiste en exponer a la rata a un condicionamiento
entre una sefial luminosa y la administracion de un choque eléctrico.
Una vez que se ha formado esta asociacion, se coloca al animal
dentro la caja de aprendizaje, pero no se le da el choque, sino que
se le presenta un estimulo acustico muy potente. La idea es que al
asociar la rata la luz con el choque, presenta un tipo de miedo
condicionado porque espera que también se presente estimulo
aversivo, en vez de eso se le aplica un estimulo acustico de gran
intensidad que por si mismo sobresalta la rata, pero que aplicado en
esta fase de expectativa aumenta ain mas. Se mide el nivel del
sobresalto en la rata y se ha observado que diversas sustancias lo
disminuyen (Greba et al., 2001).
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Tabla 3. Descripcion de las principales pruebas conductuales no condicionadas

para medir el miedo y la ansiedad.

Prueba condicionada

Descripcion

Caja luz-oscuridad

En la caja luz/oscuridad se estudian patrones de
actividad exploratoria espontanea en los individuos
expuestos a condiciones de iluminacion diferentes y se
mide el tiempo que pasan en el area segura (la parte
oscura de la caja) o la insegura (la parte iluminada de la
caja) (Gomez et al., 2002).

Laberinto elevado en
forma de “+”

El laberinto elevado en forma de “+” explota el miedo
innato de los roedores a los espacios abiertos. El
dispositivo usado es un laberinto con dos brazos
abiertos y dos cerrados que se interceptan en un
cuadrado central. El laberinto esta elevado del suelo
mediante un pedestal que se une al cuadrado central.
Durante la prueba se introduce al animal en el centro del
laberinto y se le observa durante un periodo de cinco
minutos. Se mide el porcentaje de entradas y del tiempo
transcurrido en ambos brazos se toma la exploracion de
los brazos abiertos como una medida de ansiedad
(Pellow et al., 1985; Carobrez y Bertoglio, 2005).

Interaccion social

La prueba de interaccion social se basa en la
observacion de que el tiempo invertido por parejas de
ratas machos del mismo peso, en una relacién social
activa (es decir acicalarse, explorarse, olerse) se reduce
a medida que aumenta la iluminacion o el
desconocimiento del lugar (condiciones ansiogénicas)
(File y Seth, 2003).

Vocalizaciones
ultrasénicas

Cuando las crias son aisladas de su madre o de
individuos  conespecificos, emiten vocalizaciones
ultrasénicas. La exposicibn a farmacos ansioliticos
reduce la frecuencia de tales vocalizaciones (Wang et
al., 2008).

Enterramiento
defensivo

Consiste colocar al roedor en una caja de acrilico, cuyo
piso esta cubierto de aserrin. De una de las paredes
sobresale un electrodo por el que circula una corriente
eléctrica constante. Cuando el animal recibe un choque
eléctrico se retira del electrodo e inicia una conducta de
enterramiento  dirigida a ocultarlo. Entre otros
parametros, se mide el tiempo y la frecuencia de
enterramiento (DeBoer y Koolhaas, 2003; Pinel y Treit,
1978).




1.4.3.Consideraciones finales sobre los modelos animales

No existe un modelo Unico capaz de abarcar todos los aspectos del miedo y
la ansiedad, tanto los modelos animales condicionados como los no condicionados
presentan limitaciones y ventajas en cuanto a su uso. Por un lado, en los modelos
condicionados los animales son expuestos a estimulos no habituales o artificiales,
por lo que es necesario un entrenamiento previo y son susceptibles de sufrir la
interferencia de procesos de aprendizaje y memoria; por el otro, los modelos no
condicionados muestran mayor variabilidad en los valores conductuales basales y
el andlisis conductual resulta mas complejo. Posiblemente, los modelos no
condicionados con base etologica son especialmente Utiles para el estudio de la
neurobiologia del miedo y la ansiedad, y los modelos condicionados convengan
mas en el estudio del estado ansioso patoldogico o aprendido, por ejemplo el

trastorno de ansiedad por estrés post-traumatico.

Aunque el repertorio conductual es amplio, la observacion del
comportamiento de los roedores ante un estimulo amenazante muestra que
algunas respuestas son similares y ocurren de forma espontanea, entre estas
conductas se encuentra la accion de arrojar tierra u otro material en direccién a la
amenaza, fendmeno conocido como enterramiento defensivo. Basandose en esta
observacion, se implementd el modelo de enterramiento defensivo como prueba
conductual para el estudio de la neurofarmacologia del miedo y la ansiedad,

cuestion que se abordara ampliamente en el siguiente capitulo.



Capitulo 2

El paradigma conductual del enterramiento defensivo

2.1. Descripcion del paradigma de enterramiento defensivo

El enterramiento defensivo es un modelo animal de evaluacién conductual
utilizado para medir el miedo y la ansiedad en roedores. El aparato utilizado es
una caja de experimentacion hecha de acrilico transparente (27 X 16 X 23 cm) con
una cama de aserrin de 5 cm de grosor. En una pared adyacente y 2 cm arriba de
la cama de aserrin se encuentra fijo un electrodo de 7 cm de largo y 0.5 cm de
diametro. El principio de la prueba consiste en colocar al animal dentro de la caja y
permitir que la explore liboremente. Eventualmente, cuando el animal encuentra y
toca el electrodo con una parte de su cuerpo (nariz, hocico, cola o patas) recibe
una descarga eléctrica de baja intensidad. Después de numerosas observaciones
se ha constatado que el roedor tiende a responder lanzando el aserrin con sus
patas delanteras hacia el electrodo o cualquier elemento dentro de la caja que
pueda potencialmente provocarle dafio, enterrandolo (ver figura 1). La sesion es
videograbada de 10 a 15 minutos para su posterior evaluacion etologica (Treit et
al., 1994; Pérez de la Mora et al., 2006).

2.2. Fundamentos bioldgicos y etoldgicos

El enterramiento defensivo es un paradigma conductual que tiene como
objetivo reproducir en un ambiente controlado lo que sucede de forma cotidiana en
la vida del roedor, cuando éste se enfrenta a un estimulo aversivo. Desde 1950,
Hudson (en De Boer y Koolhaas, 2003) relaté que cuando un objeto 0 un sujeto
agredia de algin modo a una rata, ésta respondia con patrones de conducta
estereotipados, entre los que se encuentran la huida, el congelamiento, el ataque
y el enterramiento del estimulo dafino. La conducta de enterramiento también ha

sido observada en ardillas que lanzaban arena directamente cuando se les



acercaba una serpiente (Swaisgood et al., 1999) y en ratones que fueron
expuestos a un escorpién vivo. Estas observaciones apoyan la propuesta de que
el enterramiento es una conducta natural de los roedores (Londei et al., 1998).

www.intelli-bio.com

Figura 1. Modelo conductual de enterramiento defensivo. En este modelo, el
objeto dafiino esta constituido por un electrodo permanentemente electrificado que
da choques eléctricos cada vez que la rata lo toca con sus patas u hocico.
Observe en la figura, como la rata que ha recibido un choque eléctrico se ha
retirado del electrodo (no visible en la figura, por estar parcialmente tapado) y lo
esta enterrando con aserrin que impulsa con sus patas delanteras.

Sin embargo, fueron Pinel y Treit (1978), quienes introdujeron el paradigma
de enterramiento defensivo en el campo de estudio de las neurociencias y la
psicofarmacologia. Como se describié anteriormente, el paradigma consiste en
exponer al animal a un ambiente para que lo explore libremente, pero que incluye
un electrodo que al tocarlo descarga una corriente eléctrica de aproximadamente
0.4 mA. Después de administrar el choque se evalian las manifestaciones
conductuales y cambios fisioldgicos descritos en la tabla 4. A nivel neuroendocrino
se ha reportado un aumento de los niveles de corticosterona, noradrenalina,
adrenalina y ACTH en plasma, durante la exposicién al electrodo. Las muestras



se obtienen generalmente mediante la extraccion de sangre con una canula en la

vena yugular en el momento que ocurre la prueba (Sgoifo et al., 1996; Groenink et

al., 1997; Bondi et al., 2007). Sin embargo, cabe mencionar que los pardmetros

conductuales mas frecuentemente medidos son Unicamente la latencia al primer

episodio de enterramiento, la conducta de enterramiento propiamente dicha y el

namero de choques eléctricos recibidos.

Tabla 4. Manifestaciones conductuales y fisiolégicas frecuentemente evaluadas en

el paradigma de enterramiento defensivo.

Manifestaciones conductuales

Manifestaciones fisioldgicas

endocrinas y autbnomas

Medicion de:

Frecuencia de episodios y tiempo
de enterramiento.

Latencia para iniciar el primer
episodio de enterramiento.

Altura del aserrin que cubre al
electrodo.

Reactividad al choque.

Contactos directos con el electrodo.
Aproximaciones o acercamientos al
electrodo.

Reaccion  conductual ante el
choque.

Periodos de congelamiento
Acicalamiento

Ambulacién

Aumento de:

e Frecuencia cardiaca.

e Presion arterial.

e Temperatura corporal.

e Noradrenalina en plasma.
e Adrenalina en plasma.

e Corticosterona en plasma.
e Prolactina en plasma.

e Glucosa en plasma.

(Adaptado de DeBoer y Koolhaas, 2003)




2.3. Validez y confiabilidad para el estudio del miedo y la

ansiedad

El modelo conductual de enterramiento defensivo cumple con varios criterios
de validez para el estudio del miedo y la ansiedad. Para empezar farmacos
clinicamente Gtiles como ansioliticos como las benzodiacepinas, entre las que se
encuentran clordiazepéoxido (Treit y Fundytus, 1988) y midazolam (Treit, 1990)
disminuyen significativamente el enterramiento defensivo, al igual que lo hacen
algunos conocidos ansioliticos serotonérgicos como la buspirona (Treit vy
Fundytus, 1988), ipsapirona (Korte y Bohus, 1990), 8-OH-DPAT (Picazo et al.,
2006), EMD-68843 (Treit et al., 2001), y la fluoxetina (Degroot y Nomikos, 2005).
Esta inhibicibn de la conducta de enterramiento ocurre de forma dosis-
dependiente y con una potencia relativamente similar a la accion clinica en
humanos. Cabe aclarar que la disminucion del enterramiento no parece ser el
resultado de sedacién, alteracion motriz (Treit y Fundytus, 1988) o analgesia
(Treit, 1990). Por otro lado, también se han encontrado que agentes ansiogénicos
como el DMCM (metil-6,7-dimetoxy-4-etil-beta-carbolina-3-carboxilato), que es un
agonista inverso de los receptores a benzodiacepinas (DeBoer y Koolhass, 2003)
y el stressinl-A (Zhao et al. 2007) aumentan el enterramiento, indicando que esta
prueba es capaz de detectar efectos ansiogénicos. Tales datos farmacologicos
proporcionan la evidencia suficiente para sugerir que el enterramiento defensivo
es una prueba confiable para evaluar el miedo y la ansiedad, ya que puede ser
suprimida por agentes ansioliticos y aumentado por agentes ansiogénicos (Treit et
al., 1994).

2.4. Ventajas

La respuesta de enterramiento defensivo se distingue favorablemente de
otros indices experimentales de miedo y ansiedad porque es una respuesta facil
de cuantificar que aparece en cualquier tipo de roedor sin importar su experiencia
previa y no requiere de entrenamientos complejos. Bajo los parametros adecuados

€S una respuesta robusta y confiable, ya que aparece incluso después de un sélo
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choque y esta dirigida hacia el estimulo aversivo, es decir, al electrodo, Estos
datos sugieren que el enterramiento defensivo es una respuesta defensiva
instintiva que esta dirigida hacia objetos amenazantes, convirtiéndola en una

herramienta Gtil para la psicologia comparada (Treit et al., 1994).

2.5. Uso en las neurociencias

El enterramiento es una reaccion clara de miedo no aprendido en los
roedores, se presenta en ambientes naturales e incluso en el ambiente “artificial’
de un laboratorio sin importar la especie, cepa, sexo o edad de los roedores
(DeBoer y Koolhass, 2003). Por lo que respecta a su aparicion en el campo de las
neurociencias, el modelo conductual de enterramiento defensivo ha demostrado
ser una herramienta eficaz en el estudio del efecto y los mecanismos de accion de
farmacos ansioliticos, de las bases neurales del miedo y la ansiedad
condicionados o no condicionados de sus correlatos neuroendocrinos (Treit et al.,
1994).

El enterramiento defensivo condicionado consiste en someter al roedor al
procedimiento antes descrito, pero ademas de medir el primer ensayo, después de
un tiempo de reposo (horas o dias) se le somete a la prueba de nuevo, es decir a
un segundo ensayo, en donde se corrobora si el animal aprendid o si la
experiencia del primer ensayo influye en la conducta que presenta en el segundo.
Se miden los mismos indices conductuales, pero ahora son interpretados desde el
punto de vista del aprendizaje. Generalmente este modelo es usado para medir
las bases anatomicas y fisiol6gicas de los fenbmenos de aprendizaje emocional

aversivo (Lehmann et al., 2006; Lehmann et al., 2005).

2.6. Estructuras anatémicas implicadas

Una revision de la literatura muestra que por medio del enterramiento

defensivo se han descrito diversas estructuras anatomicas cerebrales que
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participan en los fenbmenos de miedo y ansiedad. Principalmente, se han

estudiado el septum, el hipocampo, corteza prefrontal y en menor medida el

hipotalamo, el férnix y la amigdala.

a)

b)

Septum. Se encuentra ubicado en la parte medial de los hemisferios
cerebrales. Esta region cerebral ha sido ampliamente estudiada mediante el
enterramiento defensivo. Cuando se lesiona de forma electrolitica (Treit y
Menard, 1997; Menard y Treit, 1996; Treit et al., 1993a) o de forma
excitotoxica (Pesold y Treit, 1992), la conducta de enterramiento se ve
disminuida. De forma mas especifica, inyecciones locales en el septum
lateral de antagonistas alpha y beta adrenérgicos (Bondi et al., 2007),
muscimol (Degroot et al., 2001), pregnanolona (Bitran et al., 1999), el
agonista serotonérgico 8-OH-DPAT (Menard y Treit, 1998) o midazolam
(Pesold y Treit, 1996; Pesold y Treit, 1994) disminuyen el tiempo de
enterramiento. Por otro lado, la lesion del septum medial con tetrodotoxina
o la inyeccibn de muscimol, también decrementan el tiempo de
enterramiento (Degroot y Treit, 2004; Degroot y Treit, 2003; Degroot et al.,
2001).

Hipocampo. Cuando esta estructura cerebral del I6bulo temporal se lesiona
de forma neurotdxica y se mide la conducta en la prueba de enterramiento
defensivo condicionado, se observa una disminucion del enterramiento en
la etapa de retencion (Lehmann et al., 2005; Lehmann et al., 2006), pero no
en la etapa de adquisicion (Treit y Menard, 1997). En el caso de la prueba
no condicionada (de un sbélo ensayo), la estimulacion eléctrica del
hipocampo dorsal (Dringenberg et al., 2008) o la inyeccion de pregnanolona
(Bitréan et al., 1999) disminuyen el tiempo de enterramiento.

Corteza prefrontal. En esta region la inyeccién de midazolam (Shah y

Treit, 2004), y la lesion con acido iboténico de parte medial (Shah y Treit,



2003) disminuyen el tiempo de enterramiento de forma clara y, por lo tanto,

los niveles de miedo y ansiedad.

d) Hipotalamo, fornix y nucleo del rafé dorsal. Inyecciones de muscimol en
el hipotalamo anterior (Hakvoort Schwerdtfeger y Menard, 2008) y la lesion
electrolitica del rafé dorsal (Treit et al., 1993b) disminuyeron el tiempo de
enterramiento, por otro lado la lesion con tetrodotoxina de la fimbria fornix
incrementd el niumero de choques recibidos pero no el enterramiento
(Degroot y Treit, 2004).

2.7. Enterramiento defensivo y amigdala

Merece una mencion aparte la amigdala. Esta estructura se encuentra
sumergida en las profundidades del l6bulo temporal y es primordial para el
procesamiento del miedo y la ansiedad (LeDoux, 2003; Millan, 2003; Pérez de la
Mora et al., 2007a). Se abordara de forma mas detallada a la amigdala en el
siguiente capitulo. Por lo pronto, en el enterramiento defensivo se han obtenido
resultados controversiales. Asi, se ha demostrado una disminucion del tiempo de
enterramiento tras la inyeccién bilateral de alopregnanolona (Engine y Treit, 2007)
y del antagonista de los receptores glutamatérgicos metabotropicos 5 (MGIuUR5)
MPEP (Pérez de la Mora et al., 2006), que en otros modelos producen efectos
ansioliticos (Pérez de la Mora et al., 2006; Laconi et al., 2001). Asi mismo, cuando
este modelo se utilizé6 en su modalidad condicionada se observd una disminucion
en el tiempo de enterramiento en ratas con la amigdala lesionada (Roozendal et
al., 1991), cuando en el segundo ensayo se les presento el electrodo a las ratas
pero sin estar electrificado. Sin embargo, en otros estudios en donde se lesioné la
amigdala (Treit y Menard, 1997; Treit et al., 1993a) o se inyecté midazolam en el
nacleo central (Pesold y Treit, 1994; Pesold y Treit, 1995), solo se observo un
aumento en el numero de choques recibidos sin afectar la conducta de

enterramiento. De igual forma, la administracion intra-amigdalina de la CCK-4 y



CCK-8S, (Pérez de la Mora et al., 2007b) que exhiben efectos ansiogénicos en el
laberinto elevado en forma de “+”, no tuvieron ningun efecto cuando se usoé en la

prueba del enterramiento defensivo.

Con base en lo anterior concluimos que el enterramiento defensivo es una
prueba valida y confiable para estudiar el miedo y la ansiedad, y que su aplicacion
en el estudio de la participacion de los sistemas de neurotransmision especificos
de la modulacion amigdalina en estos fenémenos, constituye una herramienta de

gran utilidad.



Capitulo 3

Sustratos anatomicos Y fisiolégicos del miedo y la ansiedad

3.1. Antecedentes histéricos del estudio cientifico de las

emociones

3.1.1. Darwin y las emociones

En 1873, Charles Darwin (en Dalgleish, 2004) publico “La expresion de las
emociones en el hombre y en los animales”, en donde realiz6 dos importantes
contribuciones al estudio cientifico de las emociones: la primera, fue la nocion que
las emociones animales son homodlogas a las humanas (figura 2); la segunda fue
la propuesta de que existen un conjunto de emociones basicas o fundamentales
presentes en todas las culturas y especies. Estas dos ideas influyeron
profundamente promoviendo el uso de animales en la investigacion para entender

la emocién en los humanos (Davidson, 2003; Dalgleish, 2004).

Tomada de Dalgleish, 2004.

Figura 2. Expresiones emocionales analogas. En la imagen se muestran
dibujos realizados por Darwin y publicados en su libro “La expresion de las
emociones en el hombre y en los animales”, revelando las similitudes de las
expresiones emocionales en diferentes especies.



3.1.2. Circuito de Papez

En 1937, James Papez (en Pinel, 2007) propuso su famoso “Circuito de
Papez”, una serie de caminos anatdomicos que intentaban explicar los mecanismos
neurales de la emocion. Segun Papez, la informacion sensorial se dirigia al talamo
y ahi se dividia en dos caminos: el del “pensamiento” y el del “sentimiento”. La via
del “pensamiento” transmitia la informacién del talamo a las cortezas sensoriales
visuales, auditivas, tactiles, etc., después esta informacién era transmitida a la
corteza cingulada e hipocampo en donde las sensaciones se convertian en
percepciones, pensamientos y memorias, luego a través del fornix llegaban a los
cuerpos mamilares del hipotdlamo y de nuevo al tdlamo anterior via el tracto
mamilo-talamico. Por otro lado, la via de los “sentimientos” transmitia la
informacion sensorial del talamo directamente a los cuerpos mamilares,
permitiendo la generacidon de emociones y via el tdlamo anterior llegaba a la
corteza cingulada. Ahora se sabe que muchas de las vias propuestas por Papez
realmente existen, pero no todas estan involucradas o son esenciales para la

generacion de las emociones.

3.1.3. Teoria del Sistema limbico

En 1949, Paul MacLean (en Dalgleish, 2004) propuso la teoria del sistema

limbico, que decia que el cerebro se estructura en tres partes:

e La primera parte la llamo el cerebro reptiliano, evolutivamente el mas antiguo.
Incluia el complejo estriatal y los ganglios basales, atribuyéndoles Ila
generacion de emociones como el miedo y la agresion (Dalgleish, 2004).

e La segunda parte la constituyd el cerebro visceral, que procesa respuestas
mas complejas que el cerebro reptiliano. Incluia la mayoria de los
componentes del circuito de Papez, como el tAlamo, hipotalamo, hipocampo y
corteza cingulada, ademéas de la amigdala y la corteza prefrontal. Este es el

llamado sistema limbico (Dalgleish, 2004).



e Finalmente, la tercera parte es la neocorteza, que conecta emocion y
cognicion, ejerce control sobre las respuestas producidas por los otros
sistemas (Dalgleish, 2004).

La idea del sistema limbico ha sobrevivido hasta nuestros dias, pero no ha
permanecido intacta, pues la investigacion ha demostrado que el hipocampo, los
cuerpos mamilares y el tdlamo parecen tener una participacion mayor en
diferentes procesos cognoscitivos, por ejemplo la memoria declarativa. Por otro
lado, areas como el estriado ventral, ganglios basales, hipotalamo, corteza
cingulada, corteza prefrontal y amigdala, parecen ser fundamentales en el

procesamiento emocional (LeDoux, 1996).

3.1.4. Sindrome de Kluver-Bucy

En 1939, Kluver y Bucy mostraron que la remocion bilateral del los l6bulos
temporales en monos producia una serie de conductas anormales que incluian:
una pérdida de la reactividad emocional, aumento de la conducta de exploracion,
tendencia a examinar los objetos con la boca e hipersexualidad. Este
descubrimiento resalté la importancia de los I6bulos temporales en las emociones
y a este conjunto de sintomas se le denominé sindrome de Kltver-Bucy (Pérez de
la Mora et al., 2007a).

Aungue la amigdala era parte de la teoria del sistema limbico de McLean y
el trabajo original de Kluver-Bucy implicé la remocion quirargica de ambos Ié6bulos
temporales en los monos, fue hasta 1956 cuando Weiskrantz demostré que la
hiperoralidad, pasividad y demas conductas caracteristicas del sindrome de
Kluver-Bucy se producian basicamente por la extirpacion o lesion de las
amigdalas (LeDoux, 2003). Esta linea de investigacién colocé a la amigdala como
una de las regiones cerebrales mas importantes para el procesamiento de las

emociones, particularmente el miedo y la ansiedad.



3.2. Importancia de la amigdala en la modulacién del miedo y la

ansiedad

3.2.1. Descripcion estructural de la amigdala

En 1819 el anatomista aleman Karl Friedrich Burdach (en LeDoux, 2000 y
en Pérez de la Mora et al., 2007a), identific6 una estructura con forma de
almendra en la profundidad del I16bulo temporal, que por su semejanza con esta
semilla se denomind a esta estructura amigdala (almendra en latin). Originalmente
la amigdala descrita por Burdach abarcaba lo que hoy conocemos como complejo
basolateral (ver figura 3), pero con el paso del tiempo se le han asociado mas
ndcleos que la han transformado en una regién compleja y heterogénea. Diversos
autores (Swanson y Petrovich, 1998; Pitkdnen, 2000; De Olmos et al., 2004) han
propuesto divisiones y nomenclaturas con base en su citoarquitectura y
funcionalidad. En este trabajo emplearemos la esquematizacion recopilada en el
Atlas de Paxinos y Watson (2004), que a su vez esta basada en el texto de De
Olmos et al. (2004).

Segun De Olmos et al. (2004), se reconocen cuatro divisiones principales
en la amigdala de la rata: el grupo nuclear cortical superficial, la amigdala
extendida, el complejo nuclear laterobasal y un grupo sin clasificacion; divisiones
gue a su vez se pueden separar en subdivisiones (para mas especificaciones ver
la tabla 5).

Aunque la amigdala es un complejo conglomerado, las regiones mas
relevantes para el miedo y la ansiedad son los nucleos lateral (LA), basal (B),
accesorio basal (AB), central (CeA o CE) y las islas paracapsulares (IM, 1)
(LeDoux 1998, Millan, 2003; Fuxe et al., 2003) (todos estos nucleos se pueden
observar en la figura 3). El término complejo basolateral se usa para agrupar a los

ndcleos basal, lateral y a veces el basal accesorio (LeDoux, 2000).



Tabla 5. Clasificacion estructural de los nucleos de la amigdala segun De Olmos

et al., (2004).

Division principal

Subdivisiones

1) Grupo nuclear

cortical superficial

Amigdala olfatoria

o Nucleo del tracto olfatorio lateral
o Area amigdalina anterior

o Nducleo amigdalino cortical anterior

o Nducleo amigdalino cortical posterolateral
o Area de transicion amigdalopiriforme

Amigdala vomeronasal

o Nucleo cama del tracto olfatorio accesorio
o Nducleo amigdalino cortical posteromedial
o Area de transicion amigdalohipocampal

2) Amigdala extendida

Division medial de la amigdala extendida

@)
@)
@)

@)
@)

Nucleo cama de la estria terminal medial
Nucleo medial de la amigdala

Nucleo cama de la estria terminal intra-
amigdalino

Amigdala extendida sublenticular medial
Nucleo cama de la estria terminal
supracapsular division medial

e Divisién central de la amigdala extendida

(@)

O O O

Nucleo cama de la estria terminal lateral
Nucleo central de la amigdala

Amigdala extendida sublenticular central
Nucleo intersticial del miembro posterior de
la comisura anterior

3) Complejo nuclear

laterobasal

O O O O

Nucleo lateral de la amigdala

Nucleo basolateral de la amigdala
Nucleo amigdalino ventral basolateral
Nucleo amigdalino basomedial

4) Grupo sin
clasificacion.

O O O O O

Islas intercaladas paracapsulares
Zona de transicién amigdaloestriatal
Regidn gris intramedular amigdalina
Nucleo cama de la comisura anterior
Nucleo subventricular




Figura 3. Ubicacion de la amigdala en cortes coronales de cerebro. En el panel A del lado izquierdo
se muestra un corte coronal de cerebro humano y en el lado derecho la primera ilustracién realizada por
el anatomista Burdach, con una flecha se indica “el nucleo de la amigdala”, que actualmente
corresponde al nucleo basolateral. En el panel B se muestra un corte coronal de cerebro de rata tefiido
con la técnica de Nissl, donde se ubica a la amigdala y sus principales ncleos, del lado izquierdo los
nacleos lateral (LA), central (CeA), complejo basolateral (BLA) y medial (MEA), dorsalmente se ubica el
caudado-putamen (CP). En la porcién derecha se ubica una representacion esquematica de los diversos
ndcleos amigdalinos y estructuras que los rodean. (Imagenes tomadas y modificadas de Swanson y
Petrovich, 1998). VAL: complejo ventral anterior lateral del talamo, VPL : n. ventral posterolateral del
talamo, VM : n. ventral medial del talamo, ZI: zona incerta, RT: n. reticular del talamo, Int: capsula
interna, LHA: area hipotalamica lateral, GPm: globus pallidus medial SI: sustancia innominata Opt: tracto
Optico, BMA: n. basomedial de la amigdala, EPd: n. endopiriforme, COAa: n. cortical de la amigdala
anterior, COApl: n. cortical de la amigdala posterior, PIR: corteza piriforme, Alp: area insular agranular,
VISC: area visceral, SS: &rea somatosensorial, amc: cpsula amigdalar.



3.2.2. Participacion de la amigdala en el miedo y la ansiedad

Existe una rara enfermedad autosOmica recesiva llamada sindrome de
Urbach-Whiete que produce calcificaciones bilaterales en la region medial anterior
de los I6bulos temporales, como consecuencia se ve afectada la amigdala en el
50 al 75 % de los casos. Cuando esto ocurre, la conducta de las personas cambia
primordialmente en el ambito afectivo y selectivamente se altera la capacidad para
reconocer las expresiones emocionales negativas en rostros de otras personas
(Siebert et al., 2003). Analogamente existe, como se indico antes, el sindrome de
Kluver-Bucy, cuyo nombre se aplica a condiciones donde por diversas razones la
amigdala es extirpada o dafiada, y como consecuencia se observan conductas de
hiperoralidad, hipersexualidad, agnosia visual y una tendencia a tocar cualquier
estimulo sin discriminacion del peligro potencial, esto ha sido observado tanto en

humanos (Ozdemir y Rezaki, 2007) como en monos (ver apartado 3.1.4).

Con técnicas de neuroimagen se ha observado que la amigdala tiene un
funcionamiento alterado en pacientes con desordenes de ansiedad (Damsa et al.,
2009), incluyendo el trastorno de estrés post-traumatico (Piefke et al., 2007), el
trastorno de panico (Pfleiderer et al., 2007) y las fobias (Debiec y LeDoux, 2004).
También se observa una mayor activacion de la amigdala con la resonancia
magnética funcional, cuando se da un tipo de condicionamiento al miedo en
humanos (Buchel et al., 1998; LaBar et al., 1998).

Estas evidencias apuntan a una participacién muy relevante de la amigdala
en la modulacion del miedo y la ansiedad en humanos, que a su vez se ha visto
complementada y apoyada con el estudio mas a detalle realizado en modelos

animales experimentales.

En monos Rhesus, cuando se lesiona de forma bilateral a las amigdalas,
los animales muestran menos conductas de temor frente a una serpiente viva, asi

como menor congelamiento y menos conductas de sumision ante un intruso



(Kalin et al., 2001; Kalin et al., 2004). Ademas se ve alterada la fase inicial de
aprendizaje de la prueba de sobresalto potenciado por el miedo (Antoniadis et al.,
2007).

De igual forma, en ratas donde se ha lesionado de diversas formas la
amigdala (con &cido iboténico, NMDA, tetrodotoxina o electrolitica), ha dado como
resultado que las ratas se acercan mayor numero de veces a un electrodo
electrificado (Lehmann et al.,, 2003), o disminuye el congelamiento y las

vocalizaciones ultrasonicas (Goldstein et al., 1996; Wook Koo et al., 2004).

3.2.3. De qué manera modula la amigdala el miedo y la ansiedad

Para que un organismo reaccione ante una amenaza, sea esta concreta o
potencial, es necesario que la informacion sea procesada y transmitida por
diversas estructuras del sistema nervioso. A continuacion se describen las fases y

regiones cerebrales con mayor importancia en este procesamiento:

1. Percepcion del estimulo. Primeramente ocurre la deteccién de un
estimulo, la informacion es transmitida por las vias primarias sensoriales

hacia los nucleos sensoriales del talamo (ver figura 5).

2. Procesamiento de la informacion a nivel talamico. El tadlamo es la
principal “estacion retransmisora” del cerebro, ahi llega toda la
informacion de las vias sensoriales, excepto la del olfato, que tiene via
directa a la amigdala (De Olmos et al., 2004). Entre los nucleos
sensoriales talamicos destacan el nucleo geniculado lateral y medial,
ndcleo talamico posterior, ndcleo paratenial, nacleo romboide, nucleo
interoanteromedial, ndcleo intralaminar posterior (Pitkdnen, 2000). El
talamo tiene conexiones con las cortezas sensoriales y con la amigdala.
Cuando llega informacion que puede ser relevante para el sujeto el

talamo tiene dos caminos de envio para esta informacién, una es



conocida como la “via corta” y otra como la “via larga” (Debiec y
LeDoux, 2004). Se conoce como via corta aquella por la cual el talamo
manda la informacién directamente hacia la amigdala, esta accién
genera una representacion del estimulo rapida y poco precisa, pero es
suficiente para brindarnos un panorama de si el estimulo es amenazante
0o no. Es decir, nos da una respuesta veloz que aumenta las
posibilidades de enfrentar exitosamente el peligro, hecho que en el
contexto de la supervivencia biolégica es de capital importancia.
Adicionalmente, el tdlamo manda la misma informacion hacia las
cortezas sensoriales, esta ruta es conocida como la via larga, ya que al
alcanzar el nivel cortical el procesamiento de la informacién es mas
detallado y la representacion es mas compleja. Esta informacion es de
igual modo enviada hacia la amigdala para que ocurra una respuesta

adecuada ante el estimulo (ver figura 5).

Procesamiento amigdalino de lainformacion: ndcleo basolateral. La
informacion sensorial proveniente del tdlamo y de la corteza llega a los
nucleos basolateral y lateral de la amigdala, en donde es muy posible
que se “decida” si el sujeto enfrenta en realidad un riesgo que atenta en
contra de su integridad o no, pues se contrasta la informacién
relativamente cruda que llega del tdlamo con el mismo tipo de
informacién pero ya procesada proveniente de la corteza cerebral.
Después de procesar esta informacion, el complejo basolateral de la
amigdala la envia a blancos tales como el hipocampo, la corteza
orbitofrontal, el estriado dorsal y ventral y por supuesto el nucleo central
de la amigdala y el ndcleo cama de la estria terminal (Pérez de la Mora
et al., 2007a; Davis y Whalen, 2001). Las eferentes enviadas hacia el
hipocampo podrian estar influyendo en la consolidacion de memorias
emocionales, asi como en la modulacion del aprendizaje espacial
(Biedenkapp y Rudy, 2008). Las fibras hacia la corteza orbitofrontal
también participarian en la formacion de memorias de eventos

emocionales y en la toma de decisiones (Milad y Rauch, 2007). La



informacion enviada hacia el estriado dorsal y ventral al parecer
participaria promoviendo una conducta de aproximacion o evitacion
(Davidson e Irwin, 1999), y el nacleo central se comunicaria con otras
regiones para producir las respuestas endocrinas, autondémicas y
somaticas necesarias para afrontar la situacion amenazante. La manera
exacta en la que se comunican el nucleo basolateral y el central no es
clara, pero podrian estar involucradas en dicha comunicacion las islas

intercaladas paracapsulares (Royer et al., 1999) (ver figura 5).

Islas paracapsulares mediales. Aunque clasicamente se considera
gue el flujo de informacion de la amigdala va del complejo basolateral
gue concentra informacion sensorial proveniente del medio ambiente al
ndcleo central que genera una respuesta ansiosa, estudios recientes
han puesto de manifiesto que dicho flujo de informacion esta en realidad
controlado por una interfase inhibitoria constituida por la isla intercalada
principal y el resto de las islas intercaladas paracapsulares que se
interponen entre ambos nucleos (Paré et al., 2004; Pérez de la Mora et
al., 2006; Pérez de la Mora et al., 2007a; Pérez de la Mora et al., 2008)
(ver figura 5). Adicionalmente, en la parte lateral del nucleo central de la
amigdala se encuentran localizadas numerosas neuronas gabaérgicas
espinosas de tamafio mediano (Sun y Cassel, 1993) que podrian
constituir otra interfase gabaérgica inhibitoria (Sun y Cassel, 1993; Pérez
de la Mora et al., 2008), cuya funcion seria controlar el flujo de
informacion del nucleo central y otras regiones extra-amigdalinas hacia
la parte medial del nucleo central y hacia el nicleo cama de la estria
terminal, ejerciendo una inhibicibn tonica sobre las neuronas
glutamatérgicas o peptidérgicas eferentes que comunican a estas dos
estructuras con centros autbnomos localizados en el tallo cerebral y el
hipotdlamo. Dado el caracter inhibitorio de estas neuronas sobre las
neuronas de proyeccion del nucleo central y del nacleo cama de la estria
terminal, la expresion autbnoma del miedo y la ansiedad requerira

consecuentemente de su inhibicién. Dicha inhibicion se lograria por la



mediacién de las neuronas gabaérgicas presentes en las mismas islas
paracapsulares mediales pero localizadas en una ubicacién mas lateral
y que al estar polarizadas en direccion latero-medial inhiben a las
neuronas de las islas paracapsulares mas medialmente dispuestas, a
cuyo cargo corre el control inhibitorio de estas islas sobre las neuronas
de proyeccion del nucleo central y del nicleo cama de la estria terminal
(Paré et al., 2003; Paré et al., 2004).
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Figura 4. Localizaciéon de las islas paracapsulares mediales (ITC). Esquema
representativo de la amigdala derecha. Se observan los nucleos central (CE),
basal lateral (BL) y lateral (LA) formando al complejo basolateral, entre ellos se
ubican las ITC, que intercomunican a ambos nucleos. Otras abreviaturas: BS: tallo
cerebral, IC: capsula interna, OT: tracto 6ptico, rh: surco rinal, Glu: glutamato,
GABA: acido gamma-amino-butirico (Imagen tomada de Paré et al., 2004).

5. Nucleo central de la amigdala. Tomada la decision sobre si el sujeto
enfrenta un riesgo real o potencial, correria a cargo de los nucleos
centro-mediales de la amigdala y del nacleo cama de la estria terminal,
generar una respuesta autbnoma y somatica acorde a la naturaleza y
magnitud de la amenaza que experimenta el sujeto, ya que poseen una
amplia conectividad con centros autbnomos y somaticos responsables
de regular entre otras funciones: la secrecibn de hormonas
hipotalamicas, la respiracion, la actividad cardiovascular, la tension

muscular y la intensidad de los reflejos (Pérez de la Mora et al. 2007a).



6. Eferentes de la amigdala. A continuacion se mencionan las principales
regiones estudiadas hacia donde se proyectan fibras eferentes desde la
amigdala y se describe la contribucion en la produccion del miedo y la

ansiedad (ver figura 5).

Nucleo cama de la estria terminal. Esta regién forma parte de la llamada
amigdala extendida y envia eferentes a la casi totalidad de los nucleos
inervados por el nucleo central. Estaria modulando la liberacion de
corticosteroides, ademas se le ha relacionado con la conducta de
congelamiento (Van de Kar y Blair, 1999; Davis y Whalen, 2001; Sullivan et
al. 2004, Forray et al. 2004).

Hipotalamo. El nucleo paraventricular hipotalamico es la region principal
gue media la activacion del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal conocido como
el “eje del estrés”, cuya activacion resulta en la liberacion de
corticosteroides en el plasma sanguineo (DiMicco et al. 2002) y ademas
estaria mediando la taquicardia (Kawabe et al. 2009); el hipotadlamo
dorsomedial mediaria los cambios en la presién arterial y la frecuencia
cardiaca (DiMicco et al., 1996; Dampney et al. 2008) y el hipotadlamo lateral
la dilatacién pupilar y la palidez (Davis y Whalen, 2001).

Sustancia gris periacueductal y el area gris central. Estas areas median
la respuesta de congelamiento y la conducta observada en la prueba de
interaccién social (Davis y Whalen, 2001; Vianna y Brandao, 2003; File y
Seth, 2003).

Nucleo reticular-pontino-caudado. Interviene en el reflejo de sobresalto
acustico y participa en la potenciacion del sobresalto potenciado por el
miedo (Fendt. et al., 1996, Birnbaum y Davis, 1998; Davis y Whalen, 2001).

Formacion reticular mesencefalica. Modula el control de aspectos

atencionales y de alertamiento (Cardinal et al., 2002).



Area tegmental ventral. Libera dopamina en la via mesolimbica,
incluyendo la amigdala (Carvalho et al., 2005). Produce un aumento de
metabolitos dopaminérgicos en la corteza prefrontal medial (Goldstein et al.,
1996).

Locus coeruleus. Modula los procesos de atencién, vigilancia y
alertamiento (Davis y Whalen, 2001; Steimer, 2002).

Nucleo motor dorsal del nervio vago y nucleo del tracto solitario. Estan
involucrados con la modulacion de la frecuencia cardiaca y la presion
arterial (Saha, 2005; Davis y Whalen, 2001).

Nucleo parabraquial del tallo cerebral. Participa en el aumento o
disminucién de la frecuencia respiratoria (Gallego et al. 2001; Davis y
Whalen, 2001).

Nucleo motor facial y trigémino. Participa en la expresion facial de miedo
(Davis y Whalen, 2001).
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Figura 5. Esquema del procesamiento neurobiolégico del miedo y la
ansiedad. El proceso inicia con la percepcion del estimulo amenazante (1) y su
transmision de las vias sensoriales primarias al tdlamo (2), después se pueden
seguir una via corta que va directamente a la amigdala o una via larga en donde
se retransmite primero a la corteza y después a la amigdala (3). Una vez en la
amigdala, el complejo basolateral (BLA) evalta la informacion y la transmite a
través de las islas paracapsulares mediales (Ipm) (4) hacia el nuacleo central
(CeA), en donde se generara la respuesta adecuada estimulando los nucleos
necesarios para una respuesta autonoma, endocrina y conductual de miedo y
ansiedad (6). EI BLA también transmite la informacion al hipocampo y a la corteza
para la formacion y consolidacion de la memoria emocional y al estriado ventral
para motivar la respuesta motora (Basado en Davis y Whalen, 2001; Steimer,
2002).



3.2.4. Bases biologicas del miedo condicionado

Una gran parte del trabajo de investigacion realizado en el campo de las
respuestas de miedo y ansiedad son los estudios que utilizan el procedimiento
conocido como miedo condicionado. Mientras que la respuesta ante ciertos
estimulos es innata, el miedo condicionado requiere que se presenten de forma
contingente un estimulo incondicionado (ej. sonido estridente) y un estimulo
condicionado (ej. luz). El estimulo incondicionado producird naturalmente un
sobresalto en el animal. Después de presentaciones constantes de estos dos
estimulos juntos, se logra que el estimulo condicionado adquiera las propiedades
del estimulo incondicionado, por lo que a la vista de la luz se presentara el
sobresalto (Maren, 2001; Debiec y LeDoux, 2004). Para ampliar la informacion

sobre los modelos animales condicionados ver apartado 1.5.3.

A diferencia de las pruebas no condicionadas que generan respuestas
innatas ante objetos o situaciones aversivas, el miedo condicionado estaria
estudiando la formacion de memorias de miedo generadas por la presencia de un
estimulo inicialmente inocuo que se ha apareado con un estimulo aversivo.
Estudios de varios laboratorios han llevado a la conclusién de que cuando se dafa
la amigdala se interfiere con la adquisicion y expresion del miedo condicionado
(LeDoux, 2000; Maren, 2001; LeDoux, 2003). La formacién de memorias de
miedo, se explica principalmente por la apariciéon del fenbmeno conocido como
potenciacion a largo plazo que se da en otras regiones del nucleo basolateral de la
amigdala (LeDoux, 2000).

Se considera que la formacion de memorias se da gracias a los cambios
plasticos que ocurren en las sinapsis de las neuronas. Dichos cambios se
observaron inicialmente en algunas zonas del hipocampo relacionadas con la
memoria y el aprendizaje, en donde las neuronas son capaces de modificar la
eficiencia sinaptica en base al incremento de la actividad de una via nerviosa
determinada que actia sobre neuronas que poseen un tipo especial de receptores

de membrana.



Ante un estimulo excitatorio continuo las neuronas que poseen receptores
glutamatérgicos que reconocen al N-metil-D-aspartato (NMDA) se hacen mas
sensibles a los estimulos recibidos, generando cascadas metabdlicas que
eventualmente llevan a un aumento de la sintesis de proteinas y que aumentan la
amplitud de la respuesta y la duracion del evento sinaptico (Blundon vy
Zakharenko, 2008). El glutamato se une a receptores tipo AMPA (que reconocen
al 4cido alfa-amino 3-hidroxy-5-metil-4-isoxasol-propionico) y despolariza la célula
postsinaptica. Esta despolarizacion remueve el magnesio que bloguea a los
receptores NMDA, haciendo que el calcio fluya hacia el interior de la célula a
través del canal que se forma entre sus subunidades. Asi mismo, la
despolarizacion inicial contribuira por si misma al paso de calcio hacia el interior de
la célula abriendo canales de calcio dependientes de voltaje (Bauer et al., 2002).
Bajo estas condiciones, el incremento en el calcio intracelular activara diversos
péptidos como la proteina cinasa dependiente de calcio/calmodulina Il (CaMKIl) y
otras proteinas cinasas (PKA, PKC). El resultado final, sera la fosforilacién de un
buen numero de proteinas especificas, algunas de las cuales se trasladan al
nacleo en donde estimulan la actividad de varios factores de transcripcion, entre
ellos el elemento de respuesta a la union del AMP ciclico (CREB). De este modo
son activados determinados genes, los cuales codifican la sintesis de proteinas

especificas (LeDoux, 2003).

Dado que en el complejo basolateral se reune la informacién generada por
la aplicacién de los estimulos condicionados y no condicionados, y ademas se ha
demostrado que los procesos moleculares anteriormente descritos para el
hipocampo también ocurren en la amigdala durante el miedo condicionado (Bauer
et al., 2002; Blair et al., 2001; Schafe et al., 2001). Se ha supuesto que la
amigdala podria ser el sustrato fisiologico de la formacion y almacenamiento de

las memorias emocionales (LeDoux, 2000; Fendt, 2001; Jasnow et al., 2004).



3.2.5. La amigdala y sus neurotransmisores

Dada la complejidad anatomica de la amigdala, no es sorprendente que
dentro de ella se hayan encontrado a practicamente todos los neurotransmisores
descritos. Aungue los efectos de un determinado neurotransmisor dependen en
Gltima instancia de las caracteristicas particulares del circuito en el que se
encuentra la sinapsis para dicho neurotransmisor en la amigdala. Globalmente es
posible identificar neurotransmisores con acciones preferentemente ansioliticas y
ansiogénicas (Pérez de la Mora et al., 2007a). Sin embargo, los principales
sistemas de neurotransmisibn en la amigdala son el gabaérgico y el

glutamateérgico.

e Sistema gabaérgico. Dentro de los neurotransmisores descritos destacan
por su abundancia e importancia en la modulacion de la ansiedad, el &cido
gamma amino butirico (GABA) y el glutamato. Estudios que utilizaron
anticuerpos en contra del GABA, demostraron la existencia de cuerpos
celulares gabaérgicos en todos los nucleos de la amigdala y la mayor
densidad de ellos en las islas intercaladas paracapsulares y en la porcion
lateral del ndcleo central (Paré y Smith, 1993). Adicionalmente, se han
encontrado tanto receptores GABA-, como GABA-g, pero al parecer son los
receptores GABA-, los que parecen mediar los efectos de la transmision
gabaérgica en el miedo y la ansiedad, pues la micro-inyecciéon de muscimol
en el ndcleo basolateral de la amigdala, un agonista gabaérgico tipo A,
facilita la extincibn del miedo condicionado (Akirav et al., 2006; Van
Nobelen y Kokkinidis, 2006) y bloguea su adquisicién y expresion (Jasnow y
Huhman, 2001). En vista de lo anterior y debido a que los efectos de las
benzodiacepinas parecen estar mediadas por receptores GABA-p

localizados en la amigdala, se le ha atribuido al GABA un papel ansiolitico.

e Sistema glutamatérgico. El glutamato es el principal neurotransmisor

excitatorio en las vias aferentes sensoriales hacia la amigdala, resultando



particularmente interesante su densa distribucion en los nucleos basolateral
y central, pues dichos nlcleos constituyen respectivamente, las principales
estaciones de entrada y salida de informacion de esta estructura (Farb et
al., 1995; Pérez de la Mora et al., 2007a). Del nucleo basolateral llevan
informacion sistemas de proyeccion glutamatérgicos a la corteza prefrontal,
al tAlamo y al &rea tegmental ventral, asi como del ndcleo central a centros
autébnomos. Por otro lado, mediante estudios inmunohistoquimicos se ha
demostrado que la mayor parte de los cuerpos celulares presentes en la
amigdala expresan inmunorreactividad para las subunidades Glu-R1 y Glu-
R2 del receptor glutamatérgico AMPA (MacDonald, 1994; Humeau et al.,
2007), pero también se han encontrado receptores glutamatérgicos
ionotropicos tipo NMDA (Walker y Davis, 2002) y del kainato (Braga et al.
2004). En su conjunto, dichos receptores podrian estar regulando el
fenémeno de potenciacién a largo plazo en la amigdala, que a su vez esta
relacionado con el proceso de aprendizaje y extincibn del miedo
condicionado (Cortese y Phan, 2006). Por tales razones, en la amigdala se

le atribuye al glutamato un efecto preferentemente ansiogénico.

Al considerar las caracteristicas de la distribucion anatomica de los
sistemas descritos, es posible sugerir, que el papel de la amigdala en la ansiedad
depende de un equilibrio funcional entre los sistemas gabaérgicos ansioliticos y
los glutamatérgicos ansiogénicos, pues aparte de sus propiedades sinapticas
inhibidoras y excitadoras respectivamente, son los sistemas de neurotransmision
mas difundidos y con mayor nimero de sinapsis en la amigdala (Pérez de la Mora
et al., 2007a).

Sin embargo, en la amigdala también estan presentes otros sistemas de
neurotransmision como el serotoninérgico (Steimer, 2002), noradrenérgico
(Tanaka et al., 2000), colinérgico (Boccia et al., 2009), dopaminérgico (Greba et
al., 2001) e incluso neuropéptidos como la colecistoquinina (Pérez de la Mora et

al., 2007b) y el neuropéptido Y (Gutman et al., 2008) entre muchos otros. En la



tabla 6 se presentan algunos sistemas de neurotransmision estudiados en la

amigdala y sus efectos globales relacionados con el miedo y la ansiedad.

Queda claro que para entender el funcionamiento de la amigdala es
necesario estudiar las complejas interacciones entre los diferentes sistemas
inhibitorios y excitatorios, asi como la participacion de numerosos tipos de
receptores que ejercen sus efectos modulando las transmisiones gabaérgicas y
glutamatérgicas. Pero solo centrandose en uno a la vez, se podra empezar a

clarificar el panorama.

Tabla 6. Principales neurotransmisores presentes en la amigdala y sus efectos en

los fenbmenos de miedo y ansiedad.

Neurotransmisor Efecto global Referencia
GABA Ansiolitico Martijena et al., 2002
Glutamato Ansiogénico Cortese y Phan, 2005
Dopamina No determinado Greba et al, 2001,

Guarraci et al., 2000

Noradrenalina Ansiogénico Tanaka et al., 2000

Serotonina Ansiogénico Charney, 2003

Colecistoquinina (CCK) | Ansiogénico Pérez de la Mora et al.,
2007b

Péptido intestinal No determinado Shin, 2005

vasoactivo (VIP)

Neuropéptido Y (NPY) Ansiolitico Gutman et al., 2008

Opioides Ansiolitico Verdejo-Garcia et al,
2007

Sustancia P Ansiogénico Ebner et al., 2008

(Adaptada de Pérez de la Mora, 2003)



Capitulo 4

El sistema de neurotransmision dopaminérgico: Modulador
potencial del miedo y la ansiedad

4.1. Bases anatémicas y fisiologicas del sistema dopaminérgico

4.1.1. Dopamina

La dopamina es una sustancia quimica que cumple funciones de
neurotransmisor en el sistema nervioso central. Al igual que otras monoaminas
tiene en su estructura quimica un grupo catecol y un grupo amino (-NH2) en su
cadena lateral. Esta amina biogénica, junto con la adrenalina y la noradrenalina,
pertenecen al grupo de sustancias procedentes del aminoacido fenilalanina,
llamadas catecolaminas. Se ha localizado la presencia de importantes cantidades
de catecolaminas en el sistema nervioso central, en el sistema nervioso periférico
y en la médula adrenal; pero cabe resaltar que la dopamina es la catecolamina
mas abundante en el cerebro, pues se estima la presencia de alrededor de 15,000
a 20,000 células dopaminérgicas en el mesencéfalo, contra 5,000 neuronas
noradrenérgicas presentes en el tallo cerebral de rata (Weiner y Molinoff, 1994,
Cooper et al., 2003; Meyer y Quenzer, 2005).

NH,

HO
OH

Figura 6. Estructura quimica del neurotransmisor dopamina. Se puede
observar como el grupo amino (-NH2) se localiza en una cadena etil-amina que
estd unida a un grupo catecol constituido por un anillo bencénico con dos
hidroxilos (-OH) vecinos, que le dan el nombre de catecolamina (imagen tomada
de Cooper et al., 2003).
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4.1.2. Vias del sistema dopaminérgico

A principios de los afios 60°s los investigadores suecos Annica Dahlstrém y
Kjell Fuxe (1964), describieron por primera vez la existencia y localizacion de
neuronas catecolaminérgicas en el cerebro de la rata y propusieron una
nomenclatura para identificar a los grupos neuronales que las contenian.
Designaron del A1 al A7 a los grupos noradrenérgicos, mientras que del A8 al
Al6 a los grupos de neuronas dopaminérgicas. Esta nomenclatura permanece
vigente, pero se ha complementado con una descripcion estructural de las vias
neuronales que utilizan a la dopamina (Anden et al., 1964; Fuxe et al., 1970;
Ungerstedt, 1971; Cooper et al., 2003; Meyer y Quenzer, 2005, Pérez de la Mora
et al., 2009).

Actualmente, la anatomia de los sistemas dopaminérgicos también es
considerada en términos de la longitud de las fibras dopaminérgicas eferentes,

dividiéndose segun Cooper et al. (2003) en:

a) Sistemas ultracortos. Sus neuronas realizan conexiones muy especificas y
localizadas. Entre ellas se encuentran grupos de neuronas amacrinas
interplexiformes, localizadas entre las capas interna y externa de la retina, asi

como las células dopaminérgicas periglomerulares del bulbo olfatorio.

b) Sistemas de longitud intermedia. Los sistemas de longitud intermedia

incluyen:

I Sistema tuberoinfundibular. Proyecta desde el nucleo arqueado
(A12) hacia la eminencia media. Su papel funcional es controlar la
secrecion de prolactina.

il. Neuronas incerto-hipotalamicas. Conectan el hipotalamo dorsal y
posterior (A13) con el hipotadlamo dorsal anterior y el nucleo septal

lateral.



Grupo medular periventricular. Abarca las células dopaminérgicas
presentes en el perimetro del ndcleo motor dorsal del nervio vago, el
nucleo del tracto solitario y la regién tegmental de la materia gris

periacueductal.

c) Sistemas de gran longitud. Son proyecciones de gran extensién que

provienen de los nucleos del area tegmental ventral y de la sustancia nigra,

abarcando 3 sistemas:

Via nigro-estriatal. Las neuronas del area A9 o sustancia nigra
proyectan hacia las diversas regiones del estriado dorsal y ventral
(caudado-putamen). La via nigro-estriatal constituye el 80% del
sistema dopaminérgico cerebral y esta involucrada en el control del
movimiento (Jucaite, 2002; Iversen y Iversen, 2006). En el estriado la
dopamina liberada tiene una vida media de 74 ms, que permite que

se difunda a una distancia de 12 um (Yao et al., 2008).

Inicialmente se ha dicho que las fibras dopaminérgicas que van del grupo

A10 también denominada area tegmental ventral (ATV) hacia la corteza y al

sistema limbico constituyen el sistema mesotelencefalico dopaminérgico (Roth y

Elsworth, 1995), pero en realidad se pueden distinguir dos vias separadas:

Via dopaminérgica mesocortical. Del ATV se dirigen fibras
dopaminérgicas a las cortezas prefrontal, del cingulo y entorrinal. De
este modo la dopamina puede modular funciones cognoscitivas

corticales.

Via dopaminérgica mesolimbica. Proyecta al septum, tubérculo
olfatorio, hipocampo, nudcleo accumbens, nucleos de la estria
terminal, amigdala y corteza piriforme (Kandel et al., 2000; Jucaite,

2002; Iversen y Iversen, 2006). La proyeccion dopaminérgica meso-



amigdalina que incluye la via mesolimbica, es de vital importancia
para el estudio de los estados emocionales. Las fibras
dopaminérgicas proyectan del ATV y la sustancia nigra hacia la
amigdala (Fallon y Loughlin, 1995) y se ha observado que la
concentracion de dopamina en el nucleo central de la amigdala es
muy alta comparada con la de los otros nacleos amigdalinos (Kilts y
Anderson, 1988; Gardner y Ashby, 2000). Asan (1997) de acuerdo
con lo anterior, demostr6 la existencia de una gran densidad
sinaptica en la parte central lateral del nucleo central y en las islas
intercaladas paracapsulares que podrian estar modulando la
comunicaciones intra-amigdalina entre los ndcleos central y basal de

esta estructura.
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Figura 7. Localizacion de las vias dopaminérgica en el cerebro de rata. En un
corte sagital de cerebro de rata se observan los grupos de neuronas
dopaminérgicos A8 (lineas diagonales), A9 (lineas horizontales) y A10 (lineas
verticales), y las fibras que inervan distintos nucleos como la habénula, el estriado,
la corteza piriforme, la amigdala, principalmente su nucleo central, el nucleo
accumbens, la corteza perirrinal y entorrinal, la corteza prefrontal y cingulada
anterior (tomado de Cooper et al., 1996).



4.1.3. Sinapsis dopaminérgica

La sinapsis es el proceso esencial a través del cual ocurre la comunicacion
entre dos neuronas. En el caso de la sinapsis quimica el mensaje se transmite por
medio de un neurotransmisor, por ejemplo la dopamina. A continuacion se
describen los fendmenos mas relevantes que ocurren en la sinapsis

dopaminérgica.

1. Sintesis de dopamina. La dopamina se sintetiza a través de una via
biosintética que inicia con el aminoacido fenilalanina. Como otros aminoacidos
esenciales la fenilalanina se obtiene de las proteinas consumidas en la
alimentacion y es transportada al cerebro por el flujo sanguineo (Kandel et al.,
2000). La via se inicia cuando la fenilalanina es convertida en L-tirosina por la
enzima fenilalanina hidroxilasa; posteriormente la L-tirosina es transformada en
L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) por la accion de la enzima tirosina-hidroxilasa;
después la L-DOPA es modificada por la L-aminoacido-aromatico-
descarboxilasa 0 DOPA-descarboxilasa para dar lugar a la dopamina (Kandel
et al., 2000; Siegel et al., 1994). En el caso de las neuronas dopaminérgicas la
via termina cuando se sintetiza la dopamina y se almacena en vesiculas, pero
cuando las neuronas son de naturaleza noradrenérgica, la dopamina es
transformada en noradrenalina a través de la enzima dopamina-beta-
hidroxilasa, la cual a su vez pasa a adrenalina por la accién de la enzima fenil-

etanolamina-N-metil transferasa (Kandel et al., 2000; Cooper et al., 2003).
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Figura 8. Via biosintética de la dopamina. Una vez que el aminoacido
fenilalanina es convertido en tirosina, a travées de la enzima DOPA-
descarboxilasa se convierte en L-DOPA y este a su vez da lugar al
neurotransmisor dopamina.



2. Liberacion de dopamina. Una vez que la dopamina es sintetizada en la
neurona presinaptica, es encapsulada dentro de las vesiculas. Cuando ocurre
un potencial de accién, los canales de Ca®* se abren y permiten el paso de
este ion hacia el interior de la terminal nerviosa. El incremento de la
concentracién de Ca?* intracelular promueve la fusién de las vesiculas con la
membrana neuronal y se produce la exocitosis del neurotransmisor, liberdndolo

hacia el espacio sinaptico (Siegel et al., 1994).

3. Unién del ligando y receptor. Cuando la dopamina es liberada hacia la
neurona postsindptica, ésta interactia con receptores especificos que
desencadenan respuestas diversas segun se trate de la subfamilia D; o D,

cuyas caracteristicas se abordaran en el siguiente apartado.

4. Receptores presinapticos o0 autorreceptores. Estos receptores se
encuentran en la neurona pre-sinaptica y modulan la sintesis y la liberacién de
dopamina de la terminal nerviosa. Funcionan mediante un mecanismo de
retroalimentacion negativo, ya que cuando hay mucha dopamina en el espacio

sinaptico decrementan su liberacion.

5. Inactivacion de la accion del neurotransmisor. Una vez que la dopamina ha
transmitido su mensaje se inactiva. Su inactivacion puede darse a través de
dos procesos: uno es su recaptura hacia la terminal presinaptica mediante un
transportador de dopamina presente en la membrana presinaptica; otro es su
inactivacion quimica (metabolismo) llevada a cabo por las enzimas catecol-O-
metiltransferasa (COMT) y por la monoamino-oxidasa (MAQO). En el caso de la
dopamina, la MAO la degrada en acido dihidroxifenilacético (DOPAC) que a su
vez se puede metabolizar a acido homovanilico (HVA) por la accién de la
COMT.



Tirosina

U
7 DOPA
L 1, {‘
/S
Dopamina
9 o
%0 o
"'E;'H""t
, T,‘. GDO E \\\\
7 "0 NN
A Vesicula “*eeast® SN
/// dnpaminérglca prtE, ’ RN
_,/ i - O " \\ ™
ff J'f k\? ﬂ %o .: \".\.\x
II,-" I. ‘*S_ ?":. 'w-lll ‘-.III
'-.t "\ .3'.l.m:rrrtan:.la:-t:lrI:l2[\_~J - et /.-' x,l
\_ﬁ TR @& * 7 _“poeac
E— ———= 00— €_
r4 — nooﬂ . ‘?'-K5\)
™, T P Mo
T I"«-:.B-/I o0 ﬁ-";l;—-_:\hlx
Jl:\ o M" - -~ COMT !. |||
N Hf‘*_ﬂ - 4
'\:;:‘ . Receplor D Receptor D2 p

Figura 9. Esquema de una sinapsis dopaminérgica. La sinapsis inicia
con la sintesis de dopamina del aminoacido tirosina hasta convertirse en
dopamina (1), después se almacena en vesiculas sinapticas y cuando se
fusiona con la membrana celular es liberada al espacio sinaptico (2),
posteriormente se une con los receptores dopaminérgicos, ya sean D; o0 Dy,
y se desencadena la cascada enzimatica correspondiente (3), ademas la
presencia de autorreceptores en la neurona presinaptica detecta la cantidad
de dopamina presente y puede disminuir su liberacién (4), por ultimo la
dopamina es degradada por las enzimas COMT y MAO (5) (basado en
Cooper et al., 2003).



4.2. Receptores dopaminérgicos

4.2.1. Generalidades sobre los receptores ionotropicos Yy

metabotropicos

Los receptores son proteinas presentes en la membrana de la neurona que
tienen como funcion reconocer la estructura de una sustancia especifica y
desencadenar una accion molecular concreta. Los receptores pueden ser
ionotrépicos cuando estan asociados a canales idnicos y metabotropicos cuando
los receptores estan acoplados a una proteina G. Los receptores ionotropicos
permiten el paso de iones dentro y fuera de la neurona en menos de una milésima
de segundo, estas son conocidas como sinapsis rapidas. Por otro lado, los
receptores metabotropicos tienen efectos muy complejos que ocurren en un
periodo de 10 milisegundos y varios segundos, por lo que reciben el nombre de
sinapsis lentas (Florez, 1997; Greengard, 2001; Pinel, 2007).

Los receptores dopaminérgicos son receptores metabotropicos constituidos
por siete dominios transmembranales que estan acoplados a proteinas G
constituidas por tres diferentes subunidades (a, B, y). Tras la activacion del
receptor por la dopamina, las proteinas G con las que este interactia se disocian
para producir una subunidad a, cuya naturaleza y propiedades dependen de la
proteina G en cuestion y un dimero By. Las subunidades a asi producidas
interacttan con la enzima membranal denominada adenil-ciclasa activandola
(subunidades Q) o inhibiéndola (subunidades @;) y aumentando o disminuyendo la
formacion del AMP ciclico. EI AMP ciclico formado que constituye un segundo
mensajero merced a sus efectos estimulatorios sobre la enzima proteina quinasa
A regulan la funcién de un gran numero de proteinas, incluyendo canales iénicos
y a los propios receptores para los neurotransmisores (Florez, 1997; Kandel et al.,
2000; Guyton y Hall, 2001; Arias-Montafio y Garcia-Hernandez, 2001).



4.2.2. Familia de receptores dopaminérgicos

Experimentos de clonacion han indicado la existencia de cinco genes que
codifican para cinco subrreceptores dopaminérgicos. Dada la gran homologia que
estos genes tienen en su secuencia de bases, los receptores codificados solo
difieren en pequefias modificaciones que ocurren en su secuencia de
aminoécidos, caracteristica que les confiere diferente afinidad por el
neurotransmisor y un diferente acoplamiento con sus sistemas de transduccion.
Los receptores dopaminérgicos se agrupan en dos subfamilias principales segun
su perfil farmacoldgico: si el receptor esta acoplado a una proteina G estimulante
de la adenilato ciclasa se considera un miembro de la subfamilia D, si esta
acoplado en cambio a una proteina G inhibidora pertenece a la subfamilia D,
(Kandel et al., 2000; Greengard, 2000; Pinel, 2007).
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Figura 10. Familia de receptores dopaminérgicos. Los receptores
dopaminérgicos se dividen en dos familias, los tipo D1 y los tipo D,. Los receptores
tipo D; estimulan a la proteina de membrana adenilato ciclasa, que a su vez
estimula la produccion de AMP ciclico funcionando como segundo mensajero. Por
otro lado, los receptores tipo D, inhiben a la adenilato ciclasa y la sintesis de
AMPc (imagen tomada de Meyer y Quenzer, 2005).



4.2.3. Receptores dopaminérgicos tipo D,

4.2.3.1. Estructura de los receptores D,

Los receptores dopaminérgicos pertenecientes a la subfamilia D; son
proteinas integrales de membrana que muestran siete dominios
transmembranales y poseen un residuo amino terminal extracelular y un carboxilo

terminal intracelular. Dentro de esta familia se encuentran los subtipos D; y Ds.

4.2.3.2. Sistemas de transduccién

Los receptores D; como ocurre con los D, estdn asociados a proteinas G.
En el estriado, cuando la dopamina se une al receptor D, la proteina Gs estimula
a la enzima membranal denominada adenilato ciclasa que cataliza la conversion
de una pequefia cantidad de trifosfato de adenosina (ATP) del citoplasma en
adenosin monofosfato ciclico (AMPc), que a su vez activa a la proteina cinasa A
dependiente de AMPc (PKA). Dicha cinasa fosforila una proteina especifica
conocida como la DARPP-32 (dopamine and cAMP regulated phosphoprotein) e
inhibe a la proteina fosfatasa 1 (Greengard, 2001). En la amigdala los receptores
D:1 estan en cambio acoplados, via la proteina Gq a la fosfolipasa C (Undie y
Friedman, 1990) que produce como segundos mensajeros al diacilglicerol que
activa a la proteina cinasa C vy al inositol trifosfato (IP3), que a su vez promueve la
liberacion de calcio del reticulo endoplasmico. La importancia de estos
mecanismos de transduccion reside en que tan solo unas pocas moléculas de la
adenilato ciclasa o de la fosfolipasa C bastaran para activar muchas mas
moléculas de la siguiente enzima, que a su vez activa otra enzima y asi
sucesivamente, desencadenando una accion potente y amplificada (Guyton y Hall,
2001).
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Figura 11. Accion de los receptores tipo D;. En la imagen se muestra al
receptor Di-like embebido en la membrana celular y se observa la cascada de
sefalizacion de proteinas y enzimas que se llevan a cabo cuando la dopamina se
une en el estriado a estos receptores. El receptor D; se encuentra unido a una
proteina G excitadora de la adenilato ciclasa que aumenta la produccion del
AMPciclico y se produce la fosforilacion de la proteina PKA, que fosforila a la
DARPP-32 y activa a los efectores (basado en Cooper et al., 2003).

Los receptores tipo D; tienen poca afinidad para la mayoria de los
antipsicoticos y cabe destacar que el receptor Ds tiene una afinidad 10 veces
mayor para la dopamina comparada con su similar D; (Cooper et al., 2003; Kandel
et al., 2000).

4.2.3.3. Localizacion de los receptores D,

Se ha encontrado una alta concentracion de &cido ribonucleico mensajero

(RNAm por sus siglas en inglés) para receptores dopaminérgicos D; en diversas



regiones cerebrales tales como: la corteza endopirforme, caudado-putamen,
ndcleo accumbens, bulbo olfatorio, giro dentado, nucleos del talamo, capa
granular del cerebelo, hipocampo ventral, sustancia nigra pars reticulata, locus
coeruleus, rafé dorsal, nucleo supraquiasmatico y aunque en menor densidad en
la amigdala (Mansour y Watson, 1995; Maltais et al., 2000). Por otro lado, se ha
confirmado mediante técnicas autorradiograficas la presencia de sitios de union
para diversos ligandos dopaminérgicos D; en la sustancia nigra pars reticulata,
globo palido, bulbo olfatorio y en amigdala en densidades comparables (Levey et
al., 1993).

A diferencia de los receptores D, se conoce muy poco de la distribucion de
los receptores Ds, aunque recientemente se ha utilizado un anticuerpo especifico
gue detecto la presencia de estos receptores en neuronas de la corteza cerebral,
hipocampo, cerebelo, sustancia nigra pars compacta, hipotdlamo, estriado, nucleo
accumbens y tubérculo olfatorio (Khan et al., 2000).

4.2.3.4. Distribucion de receptores D; en la amigdala

En la amigdala se ha localizado una gran densidad de RNAm para
receptores D; en la isla intercalada principal (Scibilia et al., 1992; Maltais et al.,
2000; Mansour y Watson, 1995), islas intercaladas paracapsulares (Scibilia et al.
1992), nucleo basolateral, nacleo medial, nucleo central y nucleo cortical (Mansour
y Watson, 1995). De acuerdo con estos resultados, mediante técnicas de
inmunohistoquimica se ha confirmado la presencia de este receptor en el nucleo
intercalado de la amigdala, el nucleo basolateral y las islas intercaladas
paracapsulares que rodean el nucleo basolateral (Levey et al., 1993; Fuxe et al.,
2003).



4.2.4. Receptores dopaminérgicos tipo D,

4.2.4.1. Estructura de los receptores D,

Se ha reportado que los receptores D, poseen siete dominios
transmembranales con su amino y su carboxilo terminal localizados en los
espacios extra e intracelular respectivamente. En estudios de clonacién se han
identificado tres subtipos de receptores pertenecientes a la familia D,: los
receptores D,, D3y D4y dos variantes de los receptores D,, D, y D,s (Bonciy
Hopf, 2005). Las dos variantes de los receptores D, son expresados por el mismo
gen, pero difieren estructuralmente en la cantidad de aminoacidos que poseen en

el tercer bucle intracelular, 414 para el D,s y 443 para el D, (Siegel et al. 1994).

D2 /NH2

COOH

Figura 12. Estructura de los receptores dopaminérgicos D,. Obsérvese que
los receptores de este tipo poseen siete bucles transmembranales y que sus
extremos amino y carboxilo terminales se encuentran en el compartimento extra e
intracelular respectivamente (Tomado de Yao et al., 2008).

4.2.4.2. Sistemas de transduccion

Al estar unidos a una proteina inhibidora G;, cuando una neurona
dopaminérgica con receptores D, recibe un potencial de accion, éstos inhiben la
actividad de la adenilato ciclasa con lo que se reduce la formacion de AMPc,

también se inhibe la entrada de calcio a través de los canales para este i6n



dependientes del voltaje y aumenta la conductancia al K* (figura 12). El efecto neto
de todo esto es una hiperpolarizacién de la neurona postsinaptica (Guyton y Hall,

2001; Bonci y Hopf, 2005).
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Figura 13. Sistema de transduccion del receptor D,. El receptor D, esta unido a
una proteina G inhibidora de la adenilato ciclasa y por lo tanto de la produccién de
AMPc. Las unidades beta y gamma de la proteina G actian inhibiendo la entrada
de calcio y aumentando la conductancia del potasio; a su vez se activan los
sistemas de proteinas cinasas PKC y MAP, dando lugar a la acciéon de los
efectores y a la hiperpolarizacion de la neurona (basado en Cooper et al.,

2003).



4.2.4.3. Receptores tipo D, postsinapticos y presinapticos

Los receptores de la familia D, tienen la peculiaridad de estar presentes
tanto en la membrana de la neurona presinaptica como en la postsinaptica. Los
receptores presentes en las neuronas presinapticas reciben el nombre de
autorreceptores, ya que actian controlando la sintesis y la liberaciéon de dopamina
por medio de mecanismos de retroalimentacion. La estimulacion de
autorreceptores en las regiones somatodendriticas de las neuronas
dopaminérgicas reduce la tasa de disparo de estas neuronas, mientras que la
estimulacién de autorreceptores en la terminal nerviosa inhibe la sintesis y
liberacion de dopamina. De esta forma, los autorreceptores somatodendriticos y
los de las terminales nerviosas trabajan en conjunto para modular la transmision

dopaminérgica (Cooper et al., 2003; Kandel et al., 2000; Jucaite, 2002).

Figura 14. Ubicacion de receptores presinapticos D, en una neurona
dopaminérgica. Los autorreceptores 0 receptores presinapticos regulan la
liberacién de dopamina (imagen tomada de Jucaite, 2002).



Los autorreceptores son de 5 a 10 veces mas sensibles a los efectos de la
dopamina y la apomorfina, un agonista dopaminérgico que los receptores
postsinpticos, pues parece ser que dichos autorreceptores funcionan en un
estado de alta afinidad para estos ligandos. Cuando se administran dosis bajas de
apomorfina, predominan los efectos de los autorreceptores disminuyendo la
actividad dopaminérgica, mientras que a altas dosis de este compuesto el efecto
predominante es el postsinaptico con el consecuente aumento de la funcion

dopaminérgica (Cooper et al., 2003).

4.2.4.4. Localizacion de receptores dopaminérgicos de la familia D,

Aungue los receptores dopaminérgicos de la familia D, estan localizados en
areas cerebrales similares (corteza cerebral, estriado, hipocampo, cerebelo,
talamo, septum, sustancia nigra, bulbo olfatorio y coliculos inferiores), la
distribucion de cada uno de sus subtipos (D2, D3, D) varian de una region a otra

del cerebro, como se muestra a continuacion.

4.2.4.5. Distribucion cerebral de los receptores tipo D,

Aungue distintos marcadores para receptores dopaminérgicos del tipo D
pertenecientes a la familia del mismo nombre se han encontrado en numerosas
regiones del cerebro de la rata, su densidad varia considerablemente en ellas.
Una elevada densidad del RNAm que codifica para este subtipo de receptor se ha
encontrado en: el globo palido, corteza prefrontal, cingulada, entorrinal y piriforme,
septum, neostriado, bulbo olfatorio, area tegmental ventral, ndcleo accumbens,
glandula pituitaria, caudado putamen, sustancia nigra pars compacta, ndcleo cama
de la estria terminal, nacleos hipotalamicos, coliculos superiores e inferiores, area
gris central y periacueductal, locus coeruleus y nacleos del rafe (Bouthenet et al.,
1991; Brock et al., 1992; Fox et al., 1993; Mansour y Watson, 1995). Ya que la
presencia de RNAm en un tejido determinado solo refleja la expresion del gen que

codifica para una proteina y no sus niveles, es necesario recurrir a técnicas de



autorradiografia y/o inmunohistoquimicas para confirmar la presencia real de la
proteina en dicho tejido. Asi, mediante técnicas autorradiograficas se ha
confirmado la presencia del receptor D, en la sustancia nigra pars compacta,
globo palido, bulbo olfatorio, corteza frontal, estriado y septum (Levey et al., 1993;
Brock et al., 1992).

Una concentracion moderada de RNAm para receptores D, ha sido descrita
en las cortezas parietal, retroesplenial y temporal. Una densidad similar de este
marcador ha sido vista en la capa granular del giro dentado y en células
piramidales del hipocampo, asi como en el bulbo olfatorio, pallidum ventral,
septum lateral, ndcleo septohipotalamico, zona incerta, nucleo predptico medial,
nacleo hipotalamico paraventricular, nicleos pontinos, nucleo del tracto solitario y
nacleo vestibular medial (Bouthenet et al., 1991), corroborandose la expresion de
la proteina receptora mediante anticuerpos dirigidos en contra de ella en los
cuerpos mamilares y capas superficiales de los coliculos superiores (Levey et al.,
1993), corteza entorrinal, estriado ventromedial, nucleo accumbens, pallidum
dorsomedial, area hipotalamica anterior, lateral y dorsal, nucleos del tAlamo, zona
incerta, area tegmental ventral, area gris central (Brock et al., 1992), corteza
endopiriforme (Brock et al., 1992; Maltais et al., 2000), nucleo geniculado medial,

nacleo supradptico, nucleo parabigeminal y claustrum (Maltais et al., 2000).

Por otro lado, se ha hallado una muy baja concentracion de RNAm para el
receptor D, en el subiculum, ndcleos taldmicos, habenulares, nucleo coclear
dorsal y cuneato. Una densidad semejante se ha descrito en la capa granular
cerebelar (I6bulos 9 y 10) (Bouthenet et al.,, 1991) el nucleo olfatorio y las
porciones hipotalamicas anterior y lateral. (Bouthenet et al., 1991; Mansour y
Watson, 1995).

Es importante a este respecto sefalar que en el cerebro humano se ha
descubierto una alta concentracion de RNAm D, en los nucleos caudado dorsal y

ventral, el putamen dorsal y ventral, y el nucleo accumbens. Una moderada



concentracion de RNAm D, ha sido encontrada en el globo pélido, el palido ventral
y los nucleos del talamo, asi como en los nucleos geniculado lateral, arcuato,
cuerpos mamilares, y en la sustancia nigra pars compacta y reticulata. Los
estudios autorradiograficos realizados por los mismos autores han indicado una
buena concordancia entre los sitios de unidn para este tipo de receptor y los

niveles de RNAm sefalados arriba (Gurevich y Joyce, 1998).

4.2.4.6. Localizaciéon de los receptores D, en la amigdala

En la amigdala mediante técnicas de hibridizacién in situ se ha encontrado
una concentracion de alta a moderada de RNAm para receptores dopaminérgicos
tipo D, (Fox et al.,, 1993), mas especificamente en los nucleos basomedial,
anterior, medial (Bouthenet et al., 1991) y central de la amigdala (Mansour y
Watson, 1995). Asi mismo los estudios inmunohistoquimicos realizados han
mostrado una moderada densidad de receptores D, en esta region (Brock et al.,
1992; Sovago et al., 2005). Estudios méas detallados han reportado que éstos
receptores se encuentran concentrados en el nucleo central de la amigdala (Levey
et al., 1993, Pérez de la Mora et al., 2009) y mas concretamente dentro de su
porcion lateral y en una regién cercana al borde dorsal de dicho ndcleo (Pérez de
la Mora et al., 2009). Dicha distribuciébn esta de acuerdo con los estudios
autorradiogréaficos de Scibilia et al. (1992), quien reporto la localizacion preferente

de los receptores D, en el nucleo central.

Aungue la identidad de los autorreceptores dopaminérgicos en el estriado
pertenecientes al tipo D, es indiscutible, en la amigdala existe controversia, pues
aunque Bull et al. (1991) mediante técnicas de voltametria ciclica rapida demostré
que la activacion farmacolégica de estos receptores disminuye la liberacion de
dopamina, sus resultados no han sido confirmados y Kilts et al. (1988) no

encontraron una regulacién inhibitoria de la sintesis de dopamina en la amigdala.



4.2.5. Localizacién de receptores D3y Dy

Se ha encontrado una alta concentracion de RNAm para receptores D3 en
las islas de Calleja, nucleos mamilares mediales y laterales, células de Purkinje
I6bulo 10 del cerebelo, nucleo cama de la estria terminal, nicleo geniculado
medial y ventral, partes granular interna, capa plexiforme y células mitrales del
bulbo olfatorio, nucleo predptico magnocelular, sustancia nigra pars compacta y
nacleo accumbens shell (Bouthenet et al., 1991; Mansour y Watson, 1995). En el
ser humano se encontrd a estos receptores particularmente concentrados en el
ndcleo caudado dorsal y ventral, putamen dorsal y ventral, nicleo accumbens,
corteza occipital, corteza cingulada anterior, islas de Calleja y corteza cerebelar
(Gurevich y Joyce, 1999; Suzuki et al., 1998). En contraste con lo anterior en la
amigdala solo se ha reportado una concentracion baja de este receptor (Gurevich
y Joyce, 1998).

Ademas, mediante estudios de inmunohistoquimica se observé que el receptor
dopaminérgico D4 esta ampliamente distribuido en el cerebro de la rata, mostrando
mayor concentracion en hipocampo (CAl, CA2, CA3 y giro dentado), corteza
frontal, corteza entorrinal, corteza parietal, corteza occipital, caudado putamen,
ndacleo accumbens, nucleo cama de la estria terminal, bulbo olfatorio, cerebelo,
ndcleo supraoptico, coliculo superior e inferior y sustancia nigra pars compacta y
reticulata (Defagot et al., 1997). Asi mismo, se observé un moderado marcaje en
la corteza piriforme y retroesplenial, muy poca en cerebelo y amigdala (Khan et al.,
1998).



4.3. Papel del sistema dopaminérgico en la modulacion del miedo

y la ansiedad

4.3.1. Accion fisioldgica conocida de la dopamina

La dopamina fue identificada como neurotransmisor hace casi 50 afios y
desde entonces ha sido objeto de un numero extraordinario de publicaciones. La
participacion de la dopamina se ha estudiado en un gran niumero de procesos
tanto normales como patologicos que incluyen entro otros: las conexiones entre la
dopamina y el sistema de reforzamiento (Adinoff, 2004), su participacion en la
conducta motora y sus implicaciones en la enfermedad de Parkinson (Fahn, 2008),
la hiperactividad del sistema dopaminérgico y su relacion con trastornos de la
atencion (Brennan y Arnsten, 2008), el papel significativo que juegan los
receptores dopaminérgicos en la esquizofrenia (Conn et al., 2008). Asi mismo, se
han realizado estudios tendientes a aclarar el papel de posibles alteraciones en la
transmision dopaminérgica en enfermedades tales como el Alzheimer (Lanari et
al. 2006), el sindrome de Tourette (Wong et al., 2008), la corea de Huntington (Gil
y Rego, 2008), el autismo (Lam et al., 2006) y el trastorno bipolar (Yatham et al.,
2005). Aunque estos temas contribuyen a conocer la accién e importancia del
sistema dopaminérgico en la regulacion de la conducta, existen otros aspectos
gue se han dejado de lado y que apenas comienzan a estudiarse, tal como ocurre
con la participacion de este sistema en la modulacion del miedo y la ansiedad,

tema que se abordara en el siguiente apartado.

4.3.2. Contribucion del sistema dopaminérgico en la modulacién del

miedo y la ansiedad

Aunque la investigacion bioquimica y farmacologica sobre el miedo y la
ansiedad se ha centrado esencialmente en el estudio de los sistemas de

neurotransmision gabaérgico y glutamatérgico (Millan, 2003) recientemente el
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papel de la dopamina como potente neuromodulador de estos procesos (Millan,
2003; Pezze y Feldon, 2003) ha comenzado a cobrar importancia. Estudios
recientes han aportado evidencia de que el sistema dopaminérgico mesolimbico y
particularmente el meso-amigdalino participa en el control de la expresion
emocional y en la formacion, expresion, recuerdo y extincion de memorias
afectivas (Pezze y Feldon, 2003, Engin y Treit, 2008). Los resultados obtenidos
han resultado sin embargo altamente controversiales pues dada la complejidad del
fenbmeno y la pobre metodologia conductual con la que se cuenta una
manipulacion dada puede resultar en la produccion de efectos ansiogénicos,

ansioliticos o no provocar ningun efecto.

4.4. Estudio del papel de los receptores dopaminérgicos en la

modulacién del miedo y la ansiedad

Con el objeto de estudiar el papel de estos receptores, uno de los enfoques
que mas resultados ha proporcionado es el farmacoldgico que se basa en la
administracion de drogas o farmacos que mimetizan la accion de la dopamina
(agonistas) o que la bloquean (antagonistas) y la evaluacion conductual de sus

efectos sobre el miedo y la ansiedad

4.4.1. Administracion sistémica de antagonistas y agonistas de

receptores D,

Los resultados obtenidos mediante la administracion sistémica del
antagonista dopaminérgico D;, el SCH 23390, en diversas pruebas de miedo y
ansiedad apoyan un papel ansiogénico para los receptores dopaminérgicos D;
pues, en pruebas como el “sobresalto potenciado por el miedo” (De Oliveira et al.,
2006), la “conducta de escape producida por un choque” (Reis et al., 2004) y el
“congelamiento condicionado” (Inoue et al., 2005), la administracion sistémica de
este compuesto disminuy6 los parametros de ansiedad medidos en ellas. Existe

sin embargo evidencia sobre los efectos ansiogénicos de este bloqueador en



pruebas de estrés psicoldgico (Kamei et al., 1995) o que no reportan ningun efecto
(Timothy et al., 1999).

Otras sustancias administradas de forma sistémica y que también actian
sobre los receptores dopaminérgicos D1, han producido resultados poco claros o
nulos. De esta manera, el agonista D; SKF 38393 no tuvo efectos en la prueba de
sobresalto potenciado por el miedo (De Oliveira et al., 2006) ni en el

congelamiento condicionado (Kamei et al., 1995).

Por otro lado, la administracién sistémica del agonista de receptores
dopaminérgicos D1/D,, apomorfina, produjo una disminucion del congelamiento
condicionado (Kamei et al., 1995) y de las vocalizaciones ultrasénicas (Bartoszyk,
1998) durante pruebas de miedo y ansiedad que indican un papel opuesto para los

receptores D1 en estas respuestas.

4.4.2. Participacion de la innervacion dopaminérgica de la amigdala y

sus receptores D; en la modulacion del miedo y la ansiedad

Los estudios de inyeccion sistémica han proporcionado datos muy valiosos
acerca del funcionamiento de los receptores dopaminérgicos D;, pero si se quiere
conocer de forma mas especifica su funcionamiento y participaciéon, deben
realizarse experimentos en areas bien localizadas y delimitadas del sistema
nervioso. Por su relevancia en la investigacion del miedo y la ansiedad a
continuacion se presentan los resultados de estudios destinados a explorar
farmacol6gicamente el papel de la neurotransmisiéon dopaminérgica mediada por

receptores D;.

4.4.2.1. Pruebas condicionadas

Guarraci et al. (1999) administraron bilateralmente (2 microg/0.5 microl) de

forma intra-amigdalina el antagonista D; SCH 23390 en ratas que fueron



sometidas a la prueba de congelamiento condicionado, el cual se considera como
un indice de miedo y ansiedad. Sus resultados mostraron efectos ansioliticos,
pues la administracion de este antagonista resultdé en una disminucién del
congelamiento tanto antes como después del condicionamiento a un tono
acustico, indicando que la transmision dopaminérgica mediada por receptores D1
facilita tanto la adquisicion como la retencién de la respuesta (miedo). En el mismo
estudio, se confirmé la conclusion anterior pues la administracion del agonista D

SKF 38393 (1 microg/0.5 microl) tuvo efectos opuestos (ansiogénicos).

De igual forma, en la prueba de sobresalto potenciado por el miedo, la
micro-inyeccion bilateral amigdalina del antagonista D; SCH 23390 antes del
entrenamiento en dosis de 3 microg/ 1microl/lado, redujo de forma significativa la
respuesta de sobresalto cuando se presentd un estimulo luminoso condicionado
junto con un sonido estridente indicando la presencia de efectos ansioliticos
(Waddington-Lamont y Kokkinidis, 1998).

En conclusién, estos resultados sugieren que los receptores
dopaminérgicos D; que se encuentran en la amigdala contribuyen a la adquisicién

y expresion del miedo condicionado.

4.4.2.2. Pruebas no condicionadas

Recordemos que las ratas instintivamente perciben ciertos estimulos como
amenazantes sin necesidad de un aprendizaje previo. En las pruebas no
condicionadas se explota esta aversién natural para estudiar los procesos de
miedo y ansiedad. En congruencia con los resultados anteriores, el uso
experimental de paradigmas no condicionados llevo a conclusiones similares a las

obtenidas con pruebas condicionadas

El grupo de Pérez de la Mora et al., (2005) demostré que cuando las ratas

son sometidas a la prueba de la caja luz-oscuridad después de la administracion



intra-amigdalina bilateral de SCH23390 (30 ng y 120 ng/lado), éstas disminuyen su
latencia para entrar al compartimento iluminado de la caja y ademéas pasan mas
tiempo en él. Es decir, presentan un menor indice de miedo y ansiedad al
exponerse por mas tiempo a un estimulo que normalmente evitarian, es decir, a la

luz.

Igualmente se ha usado como indice de miedo y ansiedad el sobresalto
natural que les produce a las ratas un sonido estridente. Utilizando una prueba
derivada de esta aversion, el sobresalto acustico, Stevenson y Gratton (2004)
mostraron que después de la administracion bilateral local amigdalina de SCH
23390 las ratas disminuyeron la amplitud del sobresalto (dosis 3.2 y 6.4 microg/0.5

microl).

En conclusién, las evidencias presentadas en este apartado, provenientes
tanto de modelos condicionados y no condicionados indican que la
neurotransmision dopaminérgica mediada por receptores D; participa en la

modulacién del miedo y la ansiedad pareciendo tener un papel ansiogénico.

4.5. Estudio de los receptores D, en la modulaciéon del miedo y la

ansiedad

4.5.1. Administracion sistémica de antagonistas y agonistas de

receptores D, y sus efectos en el miedo y la ansiedad

La neurotransmision dopaminérgica aparte de influenciar al miedo y la ansiedad a
través de sus receptores D;, parece también involucrar la activacion de receptores
D,. A continuacion se exponen los resultados de estudios que han usado

tratamientos sistémicos para estudiar la participacion de estos receptores.



4.5.1.1. Pruebas condicionadas

El haloperidol es un neuroléptico atipico antagonista de los receptores
dopaminérgicos D,. Actualmente es usado para el tratamiento de estados

psicoticos, pero también se ha evaluado su accion en el miedo y la ansiedad.

Utilizando la prueba del congelamiento condicionado Inoue et al. (2005)
encontraron que inyectando haloperidol en dosis de 3 mg/kg en ratas antes del
condicionamiento al miedo y realizando una prueba de retencién a los 7 dias
después del condicionamiento, disminuye de forma significativa la conducta de
congelamiento durante la prueba. Ademas, este resultado se vio potenciado, es
decir, disminuy6 alin mas la repuesta cuando el haloperidol se inyecté junto con el
antagonista D; SCH 23390 (0.03 mg/kg). De igual forma, Inoue et al. (1995)
demostraron también en ratas que el antagonista dopaminérgico D, raclopride (3-

30 mg/kg, s.c.), redujo el miedo condicionado en la misma prueba.

Por otro lado, la administracion de sulpiride, otro antagonista dopaminérgico
D, ha arrojado resultados controversiales. Cuando este compuesto se inyect6 (20
mg/kg) en ratas sometidas a una prueba de condicionamiento clasico luz-choque,
disminuyeron de forma significativa los escapes de la rata al percibir el estimulo
condicionado, sugiriendo la produccién de efectos ansioliticos (Reis et al., 2004).
Efectos similares fueron descritos por Ponnusamy et al. (2005) en ratones pues
descubrieron que la inyeccion sistémica de sulpiride (20 mg/kg), antes de la
prueba, facilitaba la extincion del congelamiento condicionado.

4.5.1.2. Pruebas no condicionadas

Sin embargo, aunque en pruebas no condicionadas algunos efectos
ansioliticos han sido reportados (Rodgers et al.,, 1994), la administracion de
sulpiride provocoé respuestas de tipo ansiogénico en la prueba de evitacion de la

luz aumentando de forma significativa la conducta de evitacion del lado iluminado



de la caja (Reis et al., 2004), sugiriendo la existencia de efectos ansiogénicos. Los
efectos producidos por este farmaco parecen entonces depender de las

condiciones experimentales usadas.

En apoyo de Reis et al. (2004), pero en contra de lo reportado por Rodgers
et al., 1994) en el laberinto elevado en forma de “+”, Timothy et al., (1999)
encontraron que el raclopride a diferencia del sulpiride induce efectos
ansiogeénicos. En sus experimentos, Timothy et al., (1999) probaron diversas dosis
de raclopride (0.05, 0.10 mg/kg) administrandolo de forma sistémica en ratas
sometidas a la prueba conocida como caja luz-oscuridad que explota la aversiéon
innata que presentan los roedores por los lugares iluminados intensamente y
encontraron una disminucién en la latencia inicial para dejar el compartimiento
iluminado, un aumento en el tiempo para regresar a €l y una disminucién en el
tiempo total de permanencia en dicho compartimiento. Coincidiendo con los
efectos reportados por Timothy et al., (1999), Siemiatkowski et al., (2004),
también obtuvieron efectos ansiogénicos en la prueba de campo abierto, con una
dosis de raclopride de 500 microg/kg las ratas se mantuvieron por mas tiempo
junto a las paredes de la caja y menos tiempo explorando sus espacios centrales,
que potencialmente resultan peligrosos.

Una vez analizados los antagonistas de receptores D, ahora se revisaran a
los agonistas, donde también se han encontrado datos controversiales u opuestos.
En la prueba de sobresalto potenciado por el miedo el quinpirole inyectado de
forma sistémica antes de la prueba, redujo de forma significativa el sobresalto y la
conducta de congelamiento (0.1 y 0.25 mg/kg) (De Oliveira et al., 2006), al igual
que disminuyo el tiempo total de vocalizaciones emitidas durante la prueba de
“vocalizaciones ultrasénicas” (0.03, 0.1, 1 mg/kg, s.c.) (Bartoszyk, 1998). Dichos
efectos sugieren que la administracion de este agonista resulta en la produccién
de efectos ansioliticos. Por su parte, LeDoux y Nader (1999) usando un
interesante procedimiento de condicionamiento de segundo orden, en el que un

segundo estimulo condicionado evoca la respuesta al estimulo al que se



condiciono inicialmente al animal y permite descartar efectos sobre la percepcion
del estimulo condicionado, encontraron que la inyeccién sistémica de este
agonista D, bloquea de forma dosis dependiente la adquisicion del
condicionamiento de segundo orden (0.05, 0.5 y 5 mg/) indicando también la
produccion de efectos ansioliticos. En contraste con estos resultados, el quinpirole
en experimentos disefiados para estudiar el efecto de este agonista sobre la
extincion se encontré que tanto en rata (Nader y LeDoux, 1999) como en ratones
(Ponnusamy et al., 2005) la administracion de quinpirole bloquea la extincion

sugiriendo un papel ansiogénico para los receptores D,.

En conclusion, los resultados mostrados en este apartado muestran que el
sistema dopaminérgico tiene una participacion significativa en la modulacion del
miedo y la ansiedad, pero que los efectos de los farmacos agonistas y
antagonistas varian dependiendo de si la prueba es condicionada o no
condicionada. Finalmente, es importante mencionar que los estudios sistémicos
ofrecen una vision global de la accion del sistema en cuestion, pero es necesario
identificar que regiones actian y de qué forma participan en la construccion de un

fenébmeno.

4.5.2.Participacion de la innervacion dopaminérgica de la amigdala y

sus receptores D, en la modulacion del miedo y la ansiedad

Los estudios a nivel sistémico brindan un panorama general sobre la
participacion de un sistema en un fendmeno, pero es de crucial importancia
aclarar que partes del sistema actian y cudl es su funcion. Para que ocurran los
fendbmenos de miedo y ansiedad probablemente es necesaria la activacion de
diversas areas cerebrales, pero ya desde los estudios de Kliver y Blcy (1949), la
amigdala ha mostrado tener una funcién significativa en el procesamiento del

miedo y la ansiedad (para ampliar la informacién ver el apartado 3.1.4.).



En el siguiente apartado se presentan los estudios enfocados a la
subfamilia de receptores D, presentes en la amigdala y su participacion en el
procesamiento del miedo y la ansiedad.

Greba et al., (2001) realizaron un estudio aplicando infusiones bilaterales
intra-amigdalinas del antagonista D, raclopride y observaron sus efectos en la
interesante prueba de sobresalto potenciado por el miedo. En esta prueba como
se sefiald con anterioridad, se condiciona al animal a recibir un choque junto con
un estimulo luminoso, una vez que se ha realizado la asociacion se les presenta
un sonido muy estridente a la vez que estan en alerta esperando el choque
eléctrico, de este modo las ratas responden con un sobresalto “potenciado” o
aumentado por ambos estimulos amenazantes. Cuando se present6 el estimulo
condicionado en el grupo control se potencidé el sobresalto producido por el
estimulo acustico, pero en cambio disminuyé en los grupos a los que se les
inyectd las dosis de raclopride de 2, 4 y 8 ug/0.5 ul en ambas amigdalas.
Posteriormente, en la prueba de retencion realizada dos dias después, las ratas
fueron sometidas al mismo procedimiento para comprobar la fuerza de la
asociacion y se observo que en los grupos de 4 y 8 ug/0.5 ul, no se dio ninguna
potenciacion o aumento en la prueba. Es decir las infusiones intra-amigdalinas de
raclopride afectaron de forma significativa y negativa el sobresalto, ya que las
ratas se sobresaltaron menos se considera éste como un efecto ansiolitico, tanto
en la fase de adquisicion como en la de retencion. Ademas se corrobora que el
efecto es resultado de la accion en el fendmeno de miedo, pues pruebas
especializadas descartan que sea resultado de una afectacion sensoriomotora o

de la percepcion del choque eléctrico.

Resultados similares fueron observados por Guarraci et al. 2000, con el
antagonista D, eticlopride. Este grupo de investigacion midié el congelamiento
condicionado inyectando en ambas amigdalas una dosis de 1 ug/0.5 ul de este
antagonista, tanto antes como después del condicionamiento, resultando que el

grupo al que se inyecto6 eticlopride antes del condicionamiento mostré de forma



significativa menos congelamiento en la prueba de retencién y no hubo alteracion

motriz ni de reactividad al choque.

En la tabla 7 se indica en forma resumida los farmacos con accion sobre los
receptores D, que han sido utilizados para desentrafiar el papel de estos
receptores en la modulacion del miedo y la ansiedad junto con el tipo de efectos
que poseen Y sus efectos farmacoldgicos en los diversos paradigmas utilizados.

Dentro de la extensa literatura existente, los estudios presentados en ese
apartado son los unicos que investigan el efecto de la inyeccion intra-amigdalina
en el miedo y la ansiedad. De ambos estudios se puede inferir que, al parecer, los
receptores dopaminérgicos de la subfamilia D, de la amigdala participan en el
procesamiento del miedo y la ansiedad, y que segun los resultados obtenidos,
estos receptores juegan un papel de tipo ansiogénico. Es importante resaltar que
en los estudios donde se ha probado el efecto de farmacos con accién sobre
receptores D, en la amigdala se han utilizado exclusivamente modelos
condicionados y que seria deseable tener informacion sobre sus efectos en
pruebas no condicionadas que de forma innata inducen una respuesta de alarma

en el sujeto.



Tabla 7. Fa&rmacos con accion dopaminérgica sobre receptores D2 y sus efectos

en pruebas conductuales de miedo y ansiedad.

Farmaco f Accm,n : Admmlstr_acmn Prueba Efecto Referencia
armacologica y dosis
Haloperidol Antagonista IP (3 mg/kg) Miedo Disminuye la conducta de | Inoue et al.,
condicionado congelamiento 2005
Sulpiride Antagonista IP (20 mg/kg) Miedo Disminuye conducta de | Reis et al,
condicionado escape ante el EC 2004
Sulpiride Antagonista Miedo Facilita la extincion del | Ponnusamy
IP (20 mg/kg) condicionado congelamiento et al., 2005
Sulpiride Antagonista IP (40 mg/kg) Prueba de | Aumenta el nimero de | Reis et al.,
evitacion de la | escapes del lado iluminado | 2004
luz (no
condicionada)
Raclopride Antagonista IP (0.05 y 0.10 | Caja luz- | Disminuye la latencia inicial | Timothy et
mg/kg). oscuridad para dejar el | al., 1999
compartimiento iluminado.
Aumenta en el tiempo que
tardaron en regresar a
explorarlo. Disminuye el
tiempo total en el lado
iluminado de la caja
Raclopride Antagonista IP (500 | Prueba de | Menor tiempo explorando | Siemiatkows
microg/kg) campo abierto | el cuadro central ki et al., 2004
(no
condicionada)
Quinpirole Agonista IP (0.1 y 0.25 | Sobresalto Reduce del sobresalto | De Oliveira
mg/kg) potenciado por | potenciado por el miedo y | et al., 2006
el miedo la conducta de
congelamiento.
Quinpirole Agonista SC (0.03, 0.1, 1 | Vocalizaciones | Disminuye el tiempo total | Bartoszyk,
mg/kg) ultrasonicas de vocalizaciones 1998
Quinpirole Agonista IP (0.05, 0.5y5 | Condicionamie | Bloquea la adquisicién de | LeDoux y
mg/kg) nto de | condicionamiento de | Nader, 1999
segundo orden | segundo orden
al miedo
Quinpirole Agonista IP (0.5 mg/kg) Condicionamie | Bloguea la extincion LeDoux y
nto de Nader, 1999
segundo orden
al miedo
Quinpirole Agonista IP (1 mg/kg) Miedo Bloquea la extincién Ponnusamye
condicionado t al., 2005
Raclopride Antagonista 2, 4 y 8 ngl0.5 | Sobresalto Disminuye la amplitud del | Greba et al.,
pl, en ambas potenciado por = sobresalto 2001
amigdalas el miedo
Eticlopride Antagonista 1 pg/0.5 pl, en | Congelamient | Disminuye la conducta de @ Guarraci et

ambas
amigdalas

0
condicionado

congelamiento

al., 2000

*Los agonistas y antagonistas considerados en esta tabla muestran también efectos sobre los

receptores D3







Capitulo 5

Justificacion y objetivos

5.1. Justificacion

El miedo y la ansiedad son reacciones normales frente a estimulos
peligrosos o potencialmente peligrosos. El enfoque neurobiolégico indica que no
parece existir un Unico sistema de neurotransmision o estructura en particular
encargada de generar o modular estas respuestas. Sin embargo, se ha sugerido
que el complejo amigdalino juega un papel preponderante en el
desencadenamiento de respuestas auténomas, hormonales y conductuales ante
un evento que amenaza la integridad de un individuo. (LeDoux, 1996; Davis y
Whalen, 2001; Heinze, 2003; Millan, 2003; Debiec y LeDoux, 2004).

Se han delimitado y estudiado importantes proyecciones dopaminérgicas
que van del area tegmental ventral en el mesencéfalo a la amigdala (Cooper et al.,
1996; Asan, 1997; Pérez de la Mora et al., 2009) y se ha obtenido considerable
evidencia de que el sistema dopaminérgico amigdalino juega un papel crucial en la
generacion del miedo y la ansiedad (para una revision exhaustiva sobre el tema
ver Pérez de la Mora et al., 2009). A este respecto, se ha estudiado el papel de los
receptores dopaminérgicos tipo D; de la amigdala tanto en el miedo condicionado
(Waddington-Lamont y Kokkinidis, 1998) como no condicionado (Pérez de la Mora
et al., 2005) y de los receptores D, en el miedo condicionado (Guarraci et al.,
2000; Greba et al., 2001).

Ya gue no se cuenta con informacién acerca del papel de los receptores
dopaminérgicos D, amigdalinos en el miedo no condicionado se consideré
necesario explorar el papel que estos receptores tienen en este fenomeno

estudiando los efectos conductuales que resultan de su inhibiciobn en un



paradigma no condicionado, el enterramiento defensivo, que cuenta con una
sélida base etoldgica. Dado que el bloqueo de los receptores D; en la amigdala
resulta en efectos ansioliticos tanto en pruebas condicionadas ((Waddington-
Lamont y Kokkinidis, 1998) como no condicionadas (Pérez de la Mora et al.,
2005), y la administracion de antagonistas D, producen este mismo tipo de
efectos (Guarraci et al., 2000; Greba et al., 2001) en pruebas condicionadas, se
considerd razonable suponer que el bloqueo de los receptores D, con raclopride
tendria efectos ansioliticos en pruebas no condicionadas de miedo y ansiedad.
Para comprobar que la muestra bajo estudio seguia una distribucién normal en
este trabajo se utiliz6 el analisis de Kolmogoroff-Smirnof y posteriormente se
aplico la prueba estadistica de ANOVA de una via para grupos independientes.

5.2. Objetivo general

Determinar la participacion de los receptores dopaminérgicos D, de la
amigdala en el miedo y la ansiedad mediante la evaluacién de los efectos
conductuales que resultan de su inhibicion en el paradigma de enterramiento

defensivo.
5.3. Objetivos particulares

Examinar los efectos conductuales de la administracion bilateral intra-
amigdalina de raclopride, un antagonista selectivo de los receptores

dopaminérgicos D, en el paradigma de enterramiento defensivo.

5.4. Pregunta de investigacion

¢, Cuales son los efectos de la administracion intra-amigdalina del antagonista de
los receptores D, raclopride en las conductas de miedo y ansiedad de ratas

sometidas al paradigma de enterramiento defensivo?



5.5. Hipotesis general

Si la activacion fisiolégica de los receptores dopaminérgicos D, de la
amigdala aumenta las conductas de miedo y ansiedad, entonces el bloqueo de
estos receptores disminuira las conductas de miedo y ansiedad en el paradigma

de enterramiento defensivo.

5.6. Hipo6tesis particular

Si fisiolégicamente la activacion de los receptores dopaminérgicos D
amigdalinos aumentan las conductas de miedo y ansiedad, su bloqueo con el
antagonista de receptores D, raclopride, resultara en un decremento del tiempo y
la latencia de enterramiento, la altura del aserrin, el nimero de choques recibidos

y de aproximaciones al electrodo, en la prueba del enterramiento defensivo.



Capitulo 6

Método

6.1. Variables

6.1.1. Variable independiente

Definicién conceptual
El tratamiento farmacoldgico se refiere al antagonista D, utilizado (raclopride) y las

diversas dosis administradas antes de la prueba conductual.

Definicion operacional
Las dosis intra-amigdalinas administradas de raclopride fueron 0, 0.73, 2 y 4

ug/lado. Se usé solucién salina fisiolégica como vehiculo.
6.1.2. Variables dependientes

Definicién conceptual

El miedo y la ansiedad son mecanismos naturales de afrontamiento que aparecen
cuando la homeostasis del individuo se ve amenazada por un peligro real o
potencial y que resultan en una serie de manifestaciones subjetivas, autbnomas,
endocrinas, musculares y conductuales, destinadas a preparar al sujeto a encarar
la situacion que lo amenaza. En el presente trabajo los efectos del bloqueo de los
receptores D2 sobre la conducta de enterramiento, que representa una conducta

defensiva del animal ante la amenaza de un electrodo electrificado fueron medidos

Definicién operacional
En esta investigacion los efectos del bloqueo de los receptores D, con raclopride

sobre el miedo y la ansiedad se midieron de forma conductual en el paradigma de



enterramiento defensivo, tomando como indicadores de estas conductas, los
parametros de tiempo y latencia de enterramiento, el nimero de choques recibido
y de las aproximaciones que el animal tuvo hacia el electrodo. Asimismo se evalu6
el nimero de episodios de enterramiento, asi como la altura del aserrin acumulado

sobre el electrodo.

Tiempo de enterramiento. Numero total de segundos que dedicé la rata a arrojar
aserrin con sus patas delanteras hacia el electrodo después de haber recibido al
menos un choque eléctrico. El periodo de medicién fue de 10 minutos totales,

independientemente de la conducta de la rata.

Latencia de enterramiento. Latencia es el intervalo de tiempo (segundos) entre el
momento que la rata recibe el primer choque eléctrico e inicia el primer episodio

de enterramiento.

Numero de choques recibido. Numero total de choques que recibié la rata al

explorar libremente el electrodo en un periodo de 10 minutos.

Aproximaciones al electrodo. Niumero de veces que la rata se acerco a explorar el

electrodo pero no llego a recibir un choque eléctrico, en un periodo de 10 minutos.

Numero de episodios de enterramiento. Un episodio de enterramiento fue aquel
donde la rata inicio la conducta de enterramiento y la concluy6 algunos segundos
después, se contaron el nimero de episodios que ocurrieron durante 10 minutos

de la prueba.

Altura del aserrin. Centimetros de altura que alcanza el aserrin sobre el electrodo
después de someter a la rata por 10 minutos en la prueba de enterramiento

defensivo.



6.1.3. Variables extrafnas

La administracion del antagonista de receptores D, raclopride podria afectar
la locomocion normal de la rata. Con el fin de controlar esta variable extrafia se
realiz6 inmediatamente después de la prueba de enterramiento defensivo, la

prueba de campo abierto.

Definicién conceptual

La locomocion es la accion de un organismo de desplazarse o movilizarse
de un lugar a otro. Dicha variable de midi6 mediante la prueba de campo abierto,
en donde se monitorea el desplazamiento del animal en una caja o arena durante

un determinado intervalo de tiempo.

Definicién operacional

La prueba de campo abierto se realizd6 en una caja con una superficie
blanca de 50 x 50 cm, con paredes de 30 cm de acrilico transparente, mismas que
soportan un marco metalico que a su vez contiene los sensores de locomocion. El
registro de locomocién se realiz6 mediante un sistema de coordenadas con 10
posibles posiciones en el eje X y la misma cantidad en el eje Y, lo que nos permite
conocer la posicion del sujeto. Se miden tres parametros: el nUmero de eventos, el
namero de levantamientos y la distancia recorrida. La duracion de la prueba es de

5 minutos.

Evento. Ocurre cuando la rata interrumpe una coordenada formada por los
haces de luz en la prueba de campo abierto. Posteriormente se contabilizan el

namero de eventos que ocurrieron en 5 minutos.

Numero de levantamientos. Frecuencia con que la rata se levanta en forma

vertical sobre sus patas traseras durante 5 minutos en la prueba de campo abierto.



Distancia recorrida. Cantidad en metros que recorre la rata durante los 5

minutos de la prueba de campo abierto.

6.2. Disefio de investigacion

Tipo de disefo

El disefio fue de tipo experimental con un grupo control y tres grupos
experimentales y con medicibn Soélo post-test. Se escogié este disefio para
obtener grupos donde los animales fuesen sometidos por una Unica vez a la
inyeccion del farmaco o solucion salina y fueran probados bajo idénticas
condiciones en el paradigma de enterramiento defensivo. Con el fin de distribuir
equitativamente la variabilidad inter e intra-individual inherente a los animales,

estos fueron asignados en sus respectivos grupos de forma aleatoria.

Grupo control Solucién salinaal 0.9 %

Grupo ) )
) Dosis 2 ug de raclopride
experimental 2

Disefio estadistico

Se us6 un disefio estadistico de grupos independientes con medida a
posteriori. Este disefio estadistico fue utilizado ya que los distintos grupos
formados aleatoriamente estaban formados por ratas que fueron sometidas por
una unica vez a la prueba, y en donde su conducta fue evaluada en una sola

ocasion después de la administracion del farmaco.



6.3. Sujetos

Se emplearon 113 ratas macho de la cepa Wistar obtenidas en el bioterio
del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
Los animales pesaron de 250 a 260 gramos al dia de la cirugia estereotéxica.
Posteriormente a la cirugia, se mantuvo a cada rata en una caja individual con

libre acceso al agua y comida.

6.4. Escenario

Después de la cirugia las ratas se mantuvieron en un vivarium con una
temperatura constante de 22 °C y ciclo Iluz-oscuridad 12:12 para su
recuperacion. La experimentacion se realizo en el laboratorio AL-204 del Instituto
de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma de México. El dia del
experimento las ratas fueron llevadas del vivarium a un cuarto de conducta sono-
amortiguado con luz y temperatura controlado en donde se llevaron a cabo las
pruebas conductuales de enterramiento defensivo y campo abierto, de acuerdo a

las especificaciones que se describen en los siguientes apartados.

6.5. Equipo y material

6.5.1. Caja de enterramiento defensivo

La caja de enterramiento fue elaborada con acrilico transparente (27 x 16 x
23 cm) y fue construida de acuerdo a las especificaciones de Treit et al. (1994).
Contaba con una cama de aserrin con un grosor de 5 cm en el suelo de la caja.
En una de las paredes laterales, a 2 cm por arriba de la cama de aserrin, se
encontraba fijada una varilla electrificada de 7 cm de largo y 0.5 cm de diametro.
Al hacer contacto el animal con la varilla, éste recibia una descarga eléctrica de
0.4 mA. El electrodo se mantuvo electrificado durante toda la sesion experimental.

La corriente fue generada por un aparato fabricado por Lafayette Instruments Inc.



La prueba fue videograbada (VHS Sony, USA) para su posterior calificacion

etoldgica.

6.5.2. Caja de campo abierto

La caja de campo abierto poseia una superficie blanca de 50 x 50 cm, con
paredes de 30 cm de acrilico transparente, mismas que soportaban un marco
metalico que a su vez contenia los sensores de locomocion. La locomocién de los
animales se monitore6 a través de sensores de luz dispuestos a cada 5
centimetros de los cuatro extremos del marco metalico (Marco X-Y); dichos
sensores constaban de los emisores de luz en un extremo y de los receptores en
el extremo opuesto. El registro de locomocion se realizé mediante un sistema de
coordenadas con 10 posibles posiciones en el eje X y la misma cantidad para el
eje Y que permita conocer la posicion del sujeto. En la medicién de la locomocién,
un evento fue considerado cuando el animal en su deambular interrumpia los
haces de luz que formaban una coordenada. Durante el experimento, el sistema
(Software automatico OmniAlva 2.0) registré cada coordenada con una resolucion
de 200 milésimas de segundo. El sistema fue disefiado disefié para registrar la

locomocién por cinco minutos.

6.5.3. Farmaco

Se empled el antagonista de receptores dopaminérgicos D, raclopride (S-(-)
- raclopride, L (+)- tartrate salt, Laboratorios Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., E.U.A))
en dosis de 0, 0.73, 2 y 4 ug/lado. Se uso solucion salina fisiologica como vehiculo
(NaCl 0.9 %). Las dosis administradas se basaron en la investigacion de Greba et
al., 2001, con las cuales obtuvieron una reduccion significativa del sobresalto en

la prueba de sobresalto potenciado por el miedo.



6.6. Procedimiento

6.6.1. Cirugia.

Las ratas se anestesiaron con clorhidrato de ketamina (170 mg/kg, i.p., Pisa
Agropecuaria). Tras eliminar el pelo de la cabeza, el animal se coloc6 en un
aparato estereotaxico (Kopf Instruments, Tujunga, CA, E.U.A.) con la barra
incisora instalada en -3.3 mm. Para lograr una mayor anestesia, previo a la
incisién, se aplicé en forma local un espray de lidocaina al 10 % (Xylocaina Spray,
Astra Zeneca, México). Posteriormente se insertaron 2 canulas guia de acero
inoxidable (0.46 mm de didmetro externo, 0.24 mm de diametro interno, 26 gauge,
C315G, Plastics One, Roanoke, VA, E.U.A.) de forma bilateral en el nucleo central
de la amigdala, utilizando las siguientes coordenadas, de acuerdo al Atlas de
Paxinos y Watson (2004), con respecto a bregma: anteroposterior -2 mm, lateral
+/- 4.2 mm y ventral -7.7 mm del hueso. Inmediatamente después de su
colocacion las canulas guia se fijaron con acrilico dental autocurable
(Comercializadora y Distribuidora Dental Arias, S.A. De C.V, México, D.F.) y se
colocé un mandril protector (Dummy Cannulae, C315DC, Plastics One, Roanoke,
VA, E.U.A) dentro de la canula para mantenerla permeable. Al término de la
cirugia, para evitar infecciones se les aplicé una inyecciéon de antibidtico (1 ml i.
m., Fortabencetacil L. A., Fort Dodge Animal Health Laboratorios, México).
Finalmente se colocé a las ratas en cajas individuales con agua y comida ad

libitum para su recuperacion.

6.6.2. Habituacion

Después de 5 a 8 dias de recuperacion de la cirugia, las ratas fueron
manipuladas por 4 dias consecutivos antes de la experimentacion para habituarlas
a las manos del experimentador. La manipulacion consistio en una simulacion de
la infusidén intra-amigdalina durante 5 minutos y después fueron colocadas 10

minutos en la caja de experimentacion de enterramiento defensivo para su



adaptacion al ambiente. La caja tenia la cama de aserrin de 5 cm pero no incluia
el electrodo (para conocer especificaciones de la caja dirigirse a la seccion de

equipo y material).

6.6.3. Micro-infusion intra-amigdalina

Al final del periodo de adaptacion las ratas fueron asignadas aleatoriamente
al grupo control y los grupos experimentales. En el grupo control se aplicé la
micro-infusién del vehiculo (solucién 0.9 % NaCl). En los grupos experimentales
las concentraciones de raclopride que para cada grupo fueron de 0.73 pug, 2 ugy 4
ug respectivamente disueltos en solucién salina. Las dosis usadas de raclopride
se basaron en las empleadas por Greba et al. (2001). Los animales solo fueron
usados en una ocasion y so6lo se les aplic6 una micro-infusién segun el grupo

asignado.

La micro-inyeccion intra-amigdalina del raclopride o de la solucion salina se
realiz6 mediante inyectores (33 gauge, 0.100 mm de grosor interno, C3151,
Plastics One, Roanoke, VA, E.U.A.) que sustituyeron a los mandriles colocados en
ambas canulas guia. Los inyectores estaban conectados a una tuberia (C315C5,
Plastics One, Roanoke, VA, E.U.A. Vinyl+Spring, 40 cm) que comunicaba con una
bomba de micro-inyeccion (CMA/Microdialysis, Estocolmo, Suecia), que
administraba de forma automatica 0.25 nl/lado de la solucién respectiva a lo largo
de 5 minutos. Después de concluir la administracién se mantuvieron los inyectores
dentro de las canulas por 30 segundos mas para garantizar la difusion y evitar el
regreso del flujo inyectado, a continuacion se colocaron de nuevo los mandriles

dentro de la canula guia.

6.6.4. Prueba de enterramiento defensivo

Inmediatamente después de la inyeccion de la sustancia se coloco cada

animal dentro de la caja destinada a evaluar el enterramiento defensivo y se



esperé a que tocara con las patas anteriores, el hocico o la lengua la varilla
electrificada colocada en la caja y recibiera un choque eléctrico. La conducta del
animal fue observada en forma remota y video-grabada en un cuarto de conducta
sonoamortiguado construido especialmente para este fin. Durante la prueba se
mantuvo el cuarto iluminado con luz roja experimento (2.3 a 2.5 luxes) para
asemejar el periodo de oscuridad. La prueba duré 10 minutos y fue videograbada
para posteriormente evaluar los indicadores de la altura en centimetros de aserrin,
el tiempo de enterramiento, el nimero de choques y aproximaciones, el nimero de

episodios de enterramiento y la latencia de enterramiento.

6.6.5. Prueba de campo abierto

Al finalizar la prueba de enterramiento defensivo se pasé al animal a la
prueba de campo abierto para realizar la evaluacibn motora y se le permitié que
la explorara durante 5 minutos (para conocer especificaciones de la caja dirigirse a

la seccion de equipo y material).

6.6.6. Andlisis Histologico

Después de concluido el experimento, los animales fueron sacrificados con
una dosis letal de pentobarbital sédico (Laboratorios Ttokkyo, México, D.F.). Para
corroborar el sitio de localizacion de las canulas se les micro-inyectd, bajo las
mismas condiciones que el raclopride o su vehiculo una solucién diluida del
colorante azul de pontamina (Sigma). Los animales fueron decapitados, se
removieron sus cerebros, los cuales fueron fijados en una solucién de
formaldehido al 10 %. Los cerebros se mantuvieron en esta solucion de una a dos
semanas y posteriormente se colocaron sucesivamente en soluciones de sacarosa
al 10, 20 y 30 %, permaneciendo un dia en cada una de ellas. Los cerebros fueron
finalmente congelados y cortados en rebanadas coronales de 40 um con un
Criostato (CM 1510-3, Leica Instruments, Nussloch, Alemania). Para localizar con

precision la posicion de las canulas en el cerebro, los cortes fueron tefidos



mediante la técnica de tincion de Nissl con violeta de cresilo. Posteriormente las
rebanadas coronales de cerebro fueron analizadas bajo microscopio para
comprobar que las canulas hubiesen estado insertadas dentro de ambas
amigdalas y que al menos una de ellas estuviese localizada en el nucleo central

de la amigdala (CeA).

Ya que la posibilidad de tener estereotaxicamente cénulas implantadas
bilateralmente en el mismo sitio es muy baja debido a pequefias diferencias
individuales en el tamafio del cerebro de los animales usados y a imprecisiones
milimétricas en la colocacién de los animales en el aparato estereotaxico, la
seleccion de las ratas para ser incluidas en el andlisis estadistico estuvo basada
en un criterio equilibrado que consideraba que en al menos en uno de los
animales la canula estaba sobre o muy proxima al sitio deseado y la otra en una
posicion dentro de amigdala desde la cual el compuesto inyectado pudiera
alcanzar en mayor o menor medida el blanco deseado, de acuerdo a los limites de
resolucion (1 mm?®) establecidos en el laboratorio a donde se realiz6 la tesis para
la técnica de microinyeccion usada (Pérez de la Mora et al., 2006). De esta
manera la posibilidad de activar al mayor nimero posible de receptores D, que
como se sefialé antes estan, localizados casi exclusivamente en el nucleo central
(Scibilia et al., 1992; Mansour y Watson, 1995; Pérez de la Mora et al., 2009) y de
disminuir efectos compensatorios de receptores no bloqueados fue incrementada

y disminuida respectivamente bajo nuestras condiciones experimentales.

6.6.7. Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos fueron agrupados como promedios * error
estandar. Dado que el analisis de Kolmogoroff-Smirnof indicé que la muestra bajo
estudio seguia una distribucion normal, en este trabajo se utiliz6 la estadistica
paramétrica. Para la comparacién de los resultados se utilizd6 un analisis de
varianza de una via (ANOVA) seguida en aquellos casos permitidos (p < 0.05) por

la prueba de Dunnet que compara los distintos grupos experimentales con



respecto a su control. Como en el caso anterior solo fueron tomados como
resultados significativos aquellos en que la p fue < 0.05. Las medidas estadisticas

se obtuvieron mediante el Software GraphPad Prisma 4.

6.6.8. Consideraciones éticas

El tratamiento de los sujetos durante todos los procedimientos se realizé de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 de especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio, asi

como el Comité de Etica del Instituto de Fisiologia Celular.



Capitulo 7

Resultados

7.1. Analisis histolégico

Los sitios de implantacion de las canulas fueron microscépicamente
verificados y para el analisis de datos s6lo se tomaron aquellos animales en los
gue ambas puntas de las canulas estuvieran localizadas dentro de la amigdala y al
menos una de ellas en el nucleo central de la amigdala (CeA). Por ello, de un total
de 113 ratas canuladas, se excluyeron 65 casos en donde existia algun tipo de
dafio en los ndcleos de la amigdala, infeccién, enfermedad o una inadecuada
ubicacion de las canulas guia. El nUmero total de animales incluidos en el analisis

estadistico fue de 48 ratas, distribuidas en cuatro grupos (tabla 8).

Tabla 8. NUumero de ratas finales por grupo experimental.

Grupo # de sujetos
Grupo control (NaCl 0.9 %) n=19
Dosis 0.73 ug de raclopride n=238
Dosis 2 ug de raclopride n=11
Dosis 4 ug de raclopride n=10
Total =48

Del total de las 48 ratas incluidas en el analisis estadistico, en 25 se
localizaron ambas canulas de forma bilateral dentro del CeA y en 23 se ubicd sélo
una canula dentro de este nucleo. De las cuales, 13 se ubicaron en la amigdala
derecha y 10 en la amigdala izquierda, distribuidos entre los diferentes grupos
experimentales, por lo que no se cumplieron los criterios para realizar un analisis
estadistico. En las figuras 15 y 16 se muestran esquematicamente los sitios de

implantacion de las canulas en los cerebros de los animales utilizados para el



analisis estadistico. Como puede observarse en ambas figuras, las puntas de las
canulas se localizaron entre -1.80 y -3.14 mm posterior al bregma de acuerdo al
Atlas de Paxinos y Watson (2004).
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7.2. Analisis conductual en la prueba del enterramiento defensivo

En el analisis conductual los siguientes parametros fueron considerados:
tiempo de enterramiento, latencia de enterramiento, niumero de episodios de
enterramiento, altura de aserrin, numero de choques recibido y aproximaciones al
electrodo. En las tablas correspondientes se muestran la media, desviacion y error
estandar, asi como el valor de P para la prueba de Dunnet practicada en cada
caso. En las gréficas se indica de forma esquemaética la media con su error
estdndar y la existencia o no de diferencias significativas entre los grupos
experimentales y el control. Los valores de F, asi como el valor de P para el
andlisis de varianza practicado de acuerdo al nimero de sujetos experimentales

indicados para cada grupo se sefialan en el pie de figura correspondiente.

7.2.1. Tiempo de enterramiento.

La inyeccion bilateral intra-amigdalina de raclopride indujo un aumento
significativo (ANOVA: F (3, 42y = 4.627, P < 0.0067, n=48) en la conducta de
enterramiento con respecto a lo observado en este parametro en los animales
control (Figura 17). Dicho efecto se observé desde la dosis mas baja del
antagonista (0.73 pg/lado) presentandose una tendencia a disminuir conforme la
dosis de este compuesto se incrementd, perdiéndose la significancia estadistica a
la dosis mas alta (4 pg/lado). Los datos de la media, desviacion y error estandar se
muestran en la tabla 9, asi como los valores de P para la prueba post-hoc de
comparacion multiple de Dunnet. (Control: n =19; raclopride: 0.73ug: n=8; 2 ug:
n=11; 4 pg: n=10).
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Figura 17. Efecto de la micro-inyeccion bilateral intra-amigdalina de
raclopride en el tiempo de enterramiento. La administracion de raclopride
incremento el tiempo de enterramiento en la prueba utilizada a partir de la
primera dosis probada. El enterramiento tendié a disminuir conforme se
administraron dosis mas altas. Los resultados se expresan como medias con su
respectivo error estandar. El andlisis de varianza se analiz6 mediante una
prueba de ANOVA de una via (F 3, 44y = 4.627, P < 0.0067; n = 48) seguida de la
prueba de Dunnet para identificar diferencias con respecto al control. * = p<

0.05 con respecto al grupo control (Control: n =19; raclopride: 0.73ug/lado: n=8;

2 pgllado: n=11; 4 ugl/lado: n=10).



Tabla 9. Analisis descriptivo del tiempo de enterramiento*

*En los renglones se muestran la media en segundos, la desviacion estandar (DS), el error
estandar (ES) y el valor de P para la prueba de comparacién multiple de Dunnet, en las columnas
se ubican los grupos experimentales correspondientes.



7.2.2. Latencia de enterramiento.

Después de la administracion intra-amigdalina de raclopride (0.73, 2 y 4
ug/lado), se observo una tendencia a que los animales disminuyeran la latencia
para iniciar la conducta de enterramiento propiamente dicha, con respecto al grupo
control (Figura 18). Sin embargo, dicho efecto fue solo observado con las dosis de
0.73 y 2 ug/lado perdiéndose esta tendencia a dosis mayores (4 pg/lado). La
tendencia referida resulté sin embargo no estadisticamente significativa (ANOVA:
F(, 449 = 0.824, P > 0.05).
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Figura 18. Efecto de la micro-inyeccion bilateral intra-amigdalina de
raclopride en la latencia. La administracion intra-amigdalina de raclopride en el
nacleo central de la amigdala produjo una tendencia a disminuir la latencia para
iniciar la conducta de enterramiento del electrodo a dosis bajas e intermedias. Los
resultados se expresan como medias con su respectivo error estandar. La
presencia de diferencias significativas atribuible al tratamiento se investigo
mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via (F, 44y = 0.824, P > 0.05,
n= 48) (Control: n =19; raclopride: 0.73ug/lado: n=8; 2 ug/lado: n=11; 4 ug/lado:
n=10).



Tabla 10. Analisis descriptivo de la latencia de enterramiento.*

* En los renglones se muestran la media en segundos, la desviacion estandar (DS), el error
estandar (ES) y el valor de P para la prueba de comparacion mdltiple de Dunnet, en las columnas
se ubican los grupos experimentales correspondientes.



7.2.3 Episodios de enterramiento.

En congruencia con el aumento del tiempo de enterramiento observado en
los animales tratados con raclopride, el nimero de episodios de enterramiento
observados durante la prueba incrementé con respecto al grupo control (Figura
19), observandose también dicho efecto desde la dosis més baja administrada y
disminuyendo a dosis mas altas. Sin embargo, los resultados muy probablemente
debido a la gran variabilidad experimental encontrada no alcanzaron significancia
estadistica (ANOVA: Fg, 44y = 2.157, P > 0.05, n= 48). (Control: n =19; raclopride:
0.73ug/lado: n=8; 2 ugl/lado: n=11; 4 pg/lado: n=10).

Episodios

Control 0.73 2 4
Raclopride (ng/lado)

Figura 19. Efecto de la micro-inyeccion bilateral intra-amigdalina de
raclopride en los episodios de enterramiento. La administracion de raclopride
incremento el numero de episodios de enterramiento a todas las dosis probadas.
Sin embargo, muy probablemente debido a la gran variabilidad experimental
encontrada el efecto no resulté estadisticamente significativo (ANOVA: Fg, 44y =
2.157, P > 0.05, n= 48). Los resultados se expresan como promedios con su
respectivo error estandar (Control: n =19; raclopride: 0.73ug/lado: n=8; 2 ug/lado:
n=11; 4 ug/lado: n=10).



Tabla 11. Analisis descriptivo de los episodios de enterramiento. *

* En los renglones se muestran la media, la desviacion estandar (DS), el error estandar (ES) v el
valor de P para la prueba de comparacién mdultiple de Dunnet, en las columnas se ubican los
grupos experimentales correspondientes.



7.2.4. Altura del aserrin.

La administracion de raclopride (0.73, 2 y 4 ng/lado) dentro del nucleo
central de la amigdala no afectd la altura que alcanzd el aserrin apilado en
cercania con el electrodo electrificado si se le compara con lo observado en el
grupo control (ANOVA: F@, 44y = 1.360, P > 0.05; n= 48). (Control: n =19;
raclopride: 0.73ug/lado: n=8; 2 ug/lado: n=11; 4 ug/lado: n=10).
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Figura 20. Efecto de la micro-inyeccion bilateral intra-amigdalina de
raclopride en la altura del aserrin. La administracion de raclopride dentro del
nacleo central de la amigdala no produjo diferencias estadisticamente
significativas en la altura alcanzada por el aserrin lanzado al electrodo electrificado
usado en la prueba. Los resultados se expresan como medias con su respectivo error
estdndar. El anélisis de varianza se analiz6 mediante una prueba de ANOVA de una via
(F, 44 = 1.360, P > 0.05; n= 48) (Control: n =19; raclopride: 0.73xg/lado: n=8; 2
ugllado: n=11; 4 ug/lado: n=10).



Tabla 12. Analisis descriptivo de la altura de aserrin enterrado.

* En los renglones se muestran la media en centimetros, la desviacion estandar (DS), el error
estandar (ES) y el valor de P para la prueba de comparacion multiple de Dunnet, en las columnas
se ubican los grupos experimentales correspondientes.



7.2.5. Numero de choques recibido

El ndmero de choques recibido durante la prueba no se alter6 de forma
significativa por la micro-inyeccion intra-amigdalina de raclopride (0, 0.73, 2 y 4
ng/lado), (ANOVA: F3, 44y = 0.8183, P > 0.05, n= 48). (Control: n =19; raclopride:
0.73ug/lado: n=8; 2 ug/lado: n=11; 4 ug/lado: n=10).
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Figura 21. Efecto de la micro-inyeccion bilateral intra-amigdalina de
raclopride en el numero de choques recibido. La administracion de raclopride
dentro del nucleo central de la amigdala no afectdé el nimero de choques que las
ratas recibieron durante la prueba. Los resultados se expresan como medias con su
respectivo error estandar. El analisis de varianza se analiz6 mediante una prueba de
ANOVA de una via (F, 449 = 0.8183, P > 0.05, n= 48). (Control: n =19; raclopride:
0.73ugllado: n=8; 2 ug/lado: n=11; 4 ug/lado: n=10).



Tabla 13. Analisis descriptivo del nimero de choques recibido.

* En los renglones se muestran la media, la desviacion estandar (DS), el error estandar (ES) v el
valor de P para la prueba de comparacién mdltiple de Dunnet, en las columnas se ubican los
grupos experimentales correspondientes.



7.2.6. Aproximaciones al electrodo

Como puede observarse en la Figura 22, el niumero de aproximaciones que las
ratas tratadas con raclopride tuvieron al electrodo electrificado fue similar al
observado en el grupo control. (ANOVA: F, 47y = 0.4783, P > 0.05, n= 48).
(Control: n =19; raclopride: 0.73ug/lado: n=8; 2 ug/lado: n=11; 4 ug/lado: n=10).

Figura 22. Efecto de la micro-inyecciéon bilateral intra-amigdalina de
raclopride en las aproximaciones al electrodo. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos tratados con respecto al grupo control. Los
resultados se expresan como promedios con su respectivo error estandar. El
analisis de varianza se analiz6 mediante una prueba de ANOVA de una via (Fs, 47)
=0.4783, P > 0.05, n=48) (Control: n =19; raclopride: 0.73ug/lado: n=8; 2 ug/lado:
n=11; 4 ug/lado: n=10).

NUumero de aproximaciones

Control 0.73 2 4
Raclopride (pg/lado)



Tabla 14. Analisis descriptivo de las aproximaciones al electrodo.

* En los renglones se muestran la media, la desviacion estandar (DS), el error estandar (ES) v el
valor de P para la prueba de comparacién mdultiple de Dunnet, en las columnas se ubican los
grupos experimentales correspondientes.



7.3. Evaluacion motora en la prueba de campo abierto

El proposito general de someter a los animales a la prueba de campo
abierto fue descartar la posibilidad de que los cambios observados en el
enterramiento defensivo pudieran deberse a un efecto del raclopride sobre la
actividad motriz de las ratas. En la prueba de campo abierto se midi6 como indice
de locomocioén horizontal el nUmero de interrupciones (eventos) sufridos por un
haz luminoso proyectado entre pares de celdas fotoeléctricas distribuidas
uniformemente en el campo abierto. El nimero de levantamientos (locomocion
vertical) y la distancia recorrida fueron también evaluados. Los resultados como se
indica en la tabla 15 mostraron que ninguna de las dosis de raclopride

administrada afect6 de forma significativa alguno de estos parametros.

Tabla 9. Efecto de la administracion de raclopride en la locomocion de los
animales en la prueba de campo abierto.*

Nimero de F@G 44)=0.116

eventos P =0.83

Distancia 18.90 + 19.20 + 18.65 + 19.46 + F@a 42)=0.211
recorrida (m) 3.97 3.59 2.35 2.75 P=0.81

*Los valores reportados en la tabla estan expresados como medias con sus respectivos errores

estandar. El analisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de una via



Capitulo 8
Discusion

Los resultados del presente trabajo de tesis muestran que la administracion
bilateral intra-amigdalina de raclopride, un antagonista especifico para los
receptores D, (Seeman y Van Tol, 1994), aumenta significativamente con respecto
al control, el tiempo que las ratas pasan enterrando el electrodo electrificado que
se encuentra presente en la caja utilizada en el modelo de miedo y ansiedad
denominado “enterramiento defensivo” (Treit et al., 1994; DeBoer y Koolhaas,
2003). Dicho efecto se observa en la dosis mas baja administrada (0.73 ug/lado) y
aunqgue el enterramiento persiste elevado deja de ser significativo en la dosis mas
alta (4 pg/lado) muy probablemente debido a un aumento en la variabilidad
experimental encontrada en este grupo. En consistencia con el aumento en el
tiempo de enterramiento, también se observd una ligera tendencia,
particularmente en la dosis de raclopride mas baja con un mayor niamero de
episodios de enterramiento, que muy probablemente por razones de la alta
variabilidad encontrada en los otros grupos experimentales no resultd
estadisticamente significativa en el andlisis de varianza (ANOVA) practicado. Asi
mismo, la latencia a la que el animal iniciara la conducta de enterramiento
propiamente dicha tras la recepcidn del primer choque eléctrico, que se considera

un signo de reactividad, tendié a disminuir sin alcanzar validez estadistica.

Dado que se ha observado que los roedores en su habitat natural poseen
la tendencia a enterrar objetos que pudieran potencialmente dafiarlos o poner en
riesgo su sobrevivencia (v.g. congéneres muertos, depredadores, objetos con
sabores u olores aversivos, poco familiares o que recuerdan a un depredador) se
ha considerado que esta conducta representa junto con la huida, la lucha o el
congelamiento, una estrategia innata y filogenéticamente determinada
encaminada a preservar su bienestar y existencia (Pinel y Treit, 1978; De Boer y

Koolhas, 2003). El enterramiento practicado por el animal en esta prueba



representa entonces una conducta de enfrentamiento dirigida a preservar su
integridad. Dicha interpretacion encuentra apoyo en la disminucion de esta
conducta inducida por la administracion de farmacos con perfil ansiolitico (Treit,
1990; Engin y Treit, 2008) y en su aumento por la administracion de drogas con

propiedades ansiogénicas (DeBoer y Koolhaas, 2003).

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, de acuerdo con lo
anterior, indican que el blogueo de los receptores D, cercanos al sitio de
administracion del raclopride en la amigdala, resulta en la produccién de efectos
ansiogénicos y que en consecuencia la activacion de dichos receptores tiene en la

rata un papel ansiolitico en la modulacién del miedo y la ansiedad.

Aungue en algunos estudios se ha reportado una disminucion de la
actividad motora inducida por la administracion sistémica de raclopride (Simon et
al., 2000) o de otros neurolépticos (Jeste et al., 1998), la posibilidad de que el
aumento en el tiempo de enterramiento observado en nuestros experimentos en
donde el raclopride fue inyectado en la amigdala, fuera debida a sus efectos
motores es poco probable, pues en lugar de una disminucién en el tiempo de
enterramiento se encontr6 un aumento de esta conducta. Mas auln, los
experimentos realizados en el campo abierto excluyen la presencia de efectos del
raclopride sobre la actividad motora del animal, pues en esta prueba no se
encontraron cambios en la locomocién horizontal y vertical cuando los grupos

experimentales fueron comparados con el grupo control.

Es interesante sefialar que no se observo algun efecto sobre el nimero de
choques que el animal recibid, pues esta conducta ha sido considerada como una
conducta de evitacion pasiva que pretende alejar al animal de la fuente ambiental
de peligro (Pinel y Treit, 1978; De Boer y Koolhaas, 2003). Dado que ante un
peligro los animales responden con conductas de enfrentamiento tanto activas
como pasivas que pretenden dominar la situacion aversiva (Blanchard et al.,

1993; Rodgers, 1997; DeBoer y Koolhaas, 2003) y los mecanismos que las



median podrian ser diferentes (Bandler et al.,, 1996; Keay and Bandler, 2001;
DeBoer y Koolhaas, 2003), es posible que el raclopride haya afectado
selectivamente so6lo a uno de estos mecanismos o haya influido sobre la seleccién

de las respuestas de enfrentamiento.

8.1. Comparacion con datos de la literatura

Existen pocos estudios que han evaluado la participacion de los receptores
dopaminérgicos D, amigdalinos en la modulaciéon del miedo y la ansiedad. Este
estudio es el primero que explora el papel de estos receptores en un modelo de
miedo y ansiedad no condicionado. Es interesante que los resultados obtenidos
contrastan con los de Greba et al., (2001) y Guarraci et al. (2000) quienes
estudiaron los efectos de la administracion intra-amigdalina de los antagonistas D5,
raclopride y eticlopride respectivamente en los modelos condicionados de
sobresalto potenciado por el miedo (Greba et al., 2001) y de congelamiento
condicionado (Guarraci et al., 2000). Asi, mientras que en nuestros experimentos
la administracion bilateral intra-amigdalina de raclopride indujo efectos
ansiogénicos, caracterizados por un aumento en el tiempo de enterramiento,
Greba et al (2001) encontraron una disminucién en el sobresalto acustico
potenciado por el miedo y Guarraci et al. (2001) una disminucion en el

congelamiento condicionado, conductas ambas que sugieren efectos ansioliticos.

Aungue es dificil establecer comparaciones con resultados obtenidos de
experimentos en que los antagonistas de los receptores D, fueron inyectados en
forma sistémica, es interesante sefialar que utilizando modelos no condicionados
como la caja luz-oscuridad (Timothy et al., 1999), el campo abierto (Siemiatowski
et al., 2004) o la prueba de evitacion de la luz (Reis et al., 2004), el bloqueo de los
receptores D, por la administracion de raclopride (Timothy et al., 1999;
Siemiatowski et al., 2004) o de sulpiride (Reis et al., 2004), otro antagonista
selectivo de los receptores D, resultd como en nuestro caso en la produccion de

efectos ansiogénicos.



Una excepcidon a esto es la produccion de efectos ansioliticos por el
sulpiride en el laberinto elevado en forma de “+”, otro paradigma no condicionado
(Rodgers et al., 1994). De igual modo en pruebas condicionadas, el bloqueo de
los receptores D, por el sulpiride (Reis et al., 2004) o el haloperidol (Inoue et al.,
2005) produjo efectos ansioliticos manifestados en los experimentos de Inoue et
al. (2005) en una disminucién del congelamiento condicionado, o por un
abatimiento de las conductas de escape ante un estimulo aversivo en el trabajo de
Reis et al. (2004). De manera similar, Ponnusamy et al. (2005) demostraron una
facilitacién de la extincion de la conducta de congelamiento condicionado en ratas
tratadas con sulpiride. Dada la similitud de los efectos que resultan del blogqueo de
los receptores D, por la administracidon tanto sistémica como intra-amigdalina de
antagonistas D, en pruebas condicionadas, es posible sugerir que el sitio de
accion de estos farmacos es la amigdala y que dependiendo del modelo utilizado
(condicionado o no condicionado) y en consecuencia del tipo de miedo y ansiedad
que éste genera, el bloqueo de los receptores D, aumenta o disminuye la

ansiedad.

8.2. Distribucion de los receptores D, en la amigdala

Como se indicé antes, los receptores D; y D, en la amigdala de la rata
exhiben una distribucién topografica diferente, de acuerdo con la cual, no existe
una sobreposicion importante de ellos en los distintos nucleos amigdalinos. Asi, a
diferencia de la distribucibn de los receptores D; que se encuentran
preferentemente localizados en la isla intercalada principal y en las islas
paracapsulares (Scibilia et al.,, 1992; Maltais et al., 2000; Mansour y Watson,
1995), en experimentos autorradiograficos (Bouthenet et al., 1987; Scibilia et al.,
1992; Levey et al., 1993) en los que se usé el [125I] sulpiride como ligando, se
demostré en la rata una alta densidad de receptores D, en el nlcleo central de la
amigdala, que seguia un gradiente latero-medial y en donde la menor densidad de

receptores se encontré en su parte medial (Scibilia et al., 1992). En congruencia



con estos resultados, experimentos inmunohistoquimicos realizados por Fuxe,
2009 (comunicacion personal) localizaron en la amigdala a los receptores D,
exclusivamente, dentro de una region muy discreta localizada en la interfase
dorsal y lateral del nucleo central. Cabe sefialar que en apoyo a lo encontrado por
Fuxe, 2009 (comunicacion personal) en el estudio de Scibilia et al. (1992) la
densidad de receptores D, en el nucleo basolateral y las islas intercaladas
paracapsulares fue muy baja. Inexplicablemente, Maltais et al (2000), mediante
procedimientos inmunohistoquimicos mostraron una ubicacién topografica
totalmente diferente a la sefialada, en donde los receptores D, se localizaron en el

nucleo basolateral casi exclusivamente.

Por otro lado, en la amigdala, mediante técnicas de hibridizacion in situ, se
ha encontrado una concentracion de alta a moderada de RNAmM para receptores
dopaminérgicos tipo D, (Fox et al., 1993), y mas especificamente en sus nucleos
basomedial, anterior, medial (Bouthenet et al., 1991) y central (Weiner et al., 1991,
Mansour y Watson, 1995). Dado que el RNAmM se expresa en somas y no en
terminales, dichos hallazgos sugieren que los receptores D, encontrados en el
ndcleo central podrian corresponder a receptores postsinapticos localizados en
interneuronas o neuronas de proyeccion o bien a hetero-receptores ubicados en
las terminales axonicas de neuronas cuyos somas se localizan en regiones
distintas al nudcleo central, pues la posible existencia de autorreceptores
dopaminérgicos D, en la amigdala es discutible (Bull et al., 1991, Kilts et al., 1988;
Margolis et al., 2008).

8.3. Sitio anatdémico de la accion del raclopride dentro de la amigdala

Estudios previos del laboratorio han demostrado que bajo las condiciones
usadas en los experimentos de esta tesis, la difusiébn radial de compuestos
inyectados en la amigdala con propiedades fisicoquimicas semejantes al
raclopride es limitada, distribuyéndose dentro de un espacio ocupado por una

esfera de 1 mm?® con la punta de la canula en su centro (Pérez de la Mora et al.,



2006) que representa la décima parte del volumen total de la amigdala. En vista
de lo anterior, es razonable suponer que el raclopride inyectado haya actuado
dentro de la amigdala en regiones cercanas al sitio de su inyeccion, en el nlcleo
central (CeA) y en areas circunvecinas, bloqueando a los receptores
dopaminérgicos D,, que de acuerdo a la informacion anatomica discutida
anteriormente, se encuentran distribuidos selectivamente en la porcion dorso-
lateral de este nucleo amigdalino. M&s auln, ya que esta region del CeA esta
ocupada por neuronas gabaérgicas que reciben aferentes tanto de la corteza
cerebral (Sun y Cassel, 1993) como de sistemas nociceptivos espinales (Burstein
y Potrebic, 1993; Gauriau y Bernard, 2002) formando una interfase inhibitoria con
neuronas que proyectan a nucleos hipotalamicos y del tallo cerebral que participan
en la respuesta de miedo y ansiedad (Sun y Cassel, 1993; Pérez de la Mora et al.,
2008), es posible que los efectos ansiogénicos del raclopride reportados aqui se
hayan ejercido bloqueando receptores D, presentes en las neuronas de esta

interfase.

8.4. Posibles mecanismos involucrados en los efectos de la administracion intra-

amigdalina del raclopride sobre el miedo y la ansiedad

Aunque la explicacién para los efectos ansioliticos producidos por la
administracion intra-amigdalina de raclopride en el sobresalto potenciado por el
miedo (Greba et al., 2001) y el congelamiento condicionado (Guarraci et al., 2000),
y dado que asi los efectos ansiogénicos observados en esta tesis tras la
administracion intra-amigdalina de este antagonista en la prueba del enterramiento
defensivo no se conoce, es posible que estas divergencias involucren diferencias
en la forma como la amigdala procesa la informacién que se genera tras la
aplicacion de los estimulos nociceptivos usados en cada tipo de prueba usada
(condicionada o no condicionada) y en el papel que los receptores D, tienen en

cada una de estas pruebas.



Ya que el mismo estimulo (dolor producido por un choque eléctrico)
desencadena una conducta de enterramiento en el paradigma no condicionado
del enterramiento defensivo y se comporta como un estimulo incondicionado en
los modelos de congelamiento condicionado y sobresalto potenciado por el miedo,
podria sugerirse que el estimulo nociceptivo aplicado en los modelos
condicionados y los no condicionados sigue vias nerviosas distintas y afecta
probablemente mecanismos diferentes. De esta manera, el dolor producido por el
electrodo electrificado en la prueba del enterramiento defensivo llegaria al nucleo
central directamente por la via espino-braquio-amigdaloidea (Bernard y Besson,
1988; Burstein y Potrebic, 1993; Gauriau y Bernard, 2002) dando lugar a una
respuesta incondicionada de tipo reflejo (Everitt et al., 2003) modulada localmente,
mientras que la informacién nociceptiva producida por los choques eléctricos
repetitivos dados a un animal durante el proceso de condicionamiento llegaria (ver
apartado 3.2.3) al CeA después de haber sido procesada en el complejo
basolateral en donde las asociaciones de los estimulos condicionados y no
condicionados tienen lugar (Davis, 1992; LeDoux, 2000; Blair et al., 2001; Davis et
al., 2003; Everitt et al., 2003, Pérez de la Mora et al., 2008). En apoyo a este
planteamiento, se ha encontrado que el CeA participa en la modulacion de la
nocicepcién (Neugebauer et al., 2009) y que su porcion lateral contiene tanto el
mayor porcentaje de aferentes “dolorosas” que llegan a este nucleo procedentes
de la médula espinal (Bernard et al., 1988) como la densidad mas grande de
receptores dopaminérgicos D, de la amigdala (Scibilia et al., 1992); Pérez de la
Mora et al. (2009); Fuxe et al., 2009 (comunicacion personal).

Asi mismo, dado que se ha encontrado que la dopamina juega un papel
importante en la modulacion del dolor (Hagelberg et al., 2002; Wood et al., 2006;
Coffeen et al., 2008) ejerciendo acciones antinociceptivas, es posible, en base a lo
seflalado anteriormente, que esta amina ejerza acciones moduladoras sobre la
informacion nociceptiva que llega directamente al nucleo central de la amigdala
procedente del nlcleo braquial a través de la activacion de receptores

dopaminérgicos D, localizados esencialmente en la porcion lateral de este nicleo



(Fuxe et al., 2009, comunicacién personal) o indirectamente a través del nucleo
accumbens (Taylor et al., 2003) via la activacion de la via meso-amigdalina
(Phillips et al., 2003). Adicionalmente, ha sido demostrado por Bissiére et al.
(2003) que la dopamina a través de receptores D, elimina la inhibicién cortical
ejercida en el ndcleo lateral de la amigdala y favorece la instalacion de
potenciacion a largo plazo en las aferencias talamicos que llevan informacion

sensorial a este nucleo.

Es entonces concebible que el blogueo de receptores D, dentro del
complejo basolateral de la amigdala impediria la desinhibicibn de grupos
importantes de neuronas de esa localidad afectando muy probablemente los
fendbmenos plasticos que subyacen el proceso de asociacion estimulo
condicionado- no condicionado. Como consecuencia de esto, el estimulo
condicionado seria ya incapaz de generar la respuesta condicionada
correspondiente o de al menos de atenuarla, como ocurrié en los experimentos de
Guarraci et al., (2000) y Greba et al., (2001). Por otro lado, también en base a lo
seflalado anteriormente, podria ser sugerido que el bloqueo de los receptores D,
amigdalinos por el raclopride a nivel de la porcion lateral del nacleo central podria
incrementar el enterramiento defensivo al suprimir el efecto antinociceptivo de la
dopamina, incrementando de esta manera la aversividad del choque eléctrico

recibido con el consecuente incremento en la conducta de enterramiento.

8.5. Limitaciones

El miedo y la ansiedad son respuestas adaptativas de alta complejidad que
se manifiestan a través de cambios somaticos, autbnomos, endocrinos y
conductuales. El estudio de estos fenbmenos a través de un abordaje conductual y
farmacolégico como el usado en este trabajo resulta entonces a todas luces
incompleto, pues sélo considera un aspecto de estos fendmenos. Adicionalmente,
el estudio presentado en esta tesis se realizd utilizando una sola prueba

conductual y no una bateria de pruebas que pudieran haber explorado diversos



aspectos del miedo y la ansiedad, con lo que hubiera sido posible obtener
conclusiones mas firmes. Por otro lado, dada la relativa inespecificidad de algunos
drogas usadas como herramientas de investigacion, hubiera sido deseable
comparar los efectos conductuales del raclopride con varios otros antagonistas D,
asi como estudiar el efecto de la administracion previa o simultdnea de agonistas
para este mismo receptor, en un afan por establecer con certeza la especificidad
de los efectos del raclopride en funcién del receptor dopaminérgico afectado.
Adicionalmente, la dificultad para establecer lineas basales en modelos no
condicionados de miedo y ansiedad incrementa la variabilidad experimental y
obliga bajo condiciones ideales a contar con varias docenas de animales por
grupo. Finalmente, habr4 que mencionar como otra limitacién importante de este
estudio, los aspectos relacionados con la difusion intra-amigdalina del raclopride
gue impide limitar sus efectos a una region menor al ocupado por el volumen de
una esfera de 1 mm® y a la necesidad, en aras de obtener resultados mas
reproducibles y confiables, de haber considerado en el analisis estadistico solo
aguellos animales con canulas implantadas bilateralmente en lugares idénticos de

la amigdala.

8.6. Perspectivas

Los resultados mostrados en este trabajo abren una brecha hacia nuevas
interrogantes, ya que, una vez que se conocen los efectos conductuales que
resultan del bloqueo de receptores D, amigdalinos, seria relevante conocer como
interaccionan éstos con los receptores D; presentes en el nucleo basolateral (BLA)
y en las islas intercaladas paracapsulares para entender cabalmente el papel de
los sistemas dopaminérgicos en la modulacion del miedo y la ansiedad. De igual
forma, seria importante conocer la interaccion que tienen los receptores D, con los
sistemas de neurotransmision gabaérgico y glutamatérgico amigdalinos a cuyo

cargo corre la modulacion global del miedo y la ansiedad.



Para el futuro, con objeto de entender el papel que juegan los receptores
dopaminérgicos (incluidos los D;) en el miedo y la ansiedad asi como en su
plasticidad asociada, se recomienda usar técnicas de imagenologia tipo c-fos y c-
jun que permitan visualizar al microscopio los ndcleos activados tras la interaccion
de agonistas 0 antagonistas con los receptores D, o la interaccion de los
receptores D, con otros receptores dopaminérgicos a nivel membranal mediante la
técnica de Forster Resonance Energy Transfer (FRET). Asimismo, enfoques
neuroquimico- conductuales que permitan investigar las ventajas que un
determinado mecanismo asociado a la trasmision dopaminérgica mediada por
receptores D, confieren a distintos aspectos de la modulacién de la ansiedad
deben de ser usados. Tales enfoques incluyen la exploracion de cambios
inducidos en modelos de ansiedad sobre la cascada de transduccion utilizada por
los receptores D, y su interaccion con cascadas usadas por los receptores con los
que los receptores D, interaccionan. Finalmente, el uso de ratones knock-outs
regionales e inducibles en forma condicional, arrojaran resultados importantes en

relacion al papel de los receptores D, en la modulacién del miedo y la ansiedad.



Capitulo 9

Conclusion

Los resultados de este trabajo apoyan la nociéon de que el miedo y la
ansiedad son mecanismos naturales de afrontamiento que aparecen cuando la
homeostasis del individuo se ve amenazada por un peligro real o potencial, dando
como resultado una serie de manifestaciones subjetivas, autbnomas, enddcrinas,
musculares y conductuales destinadas a preparar al sujeto a encarar la situacion
gue lo amenaza. Existe acuerdo en que la amigdala juega un papel primordial en
la modulacion del miedo y la ansiedad, y de que en ella se pueden generar
respuestas ansiogénicas tanto a estimulos que llegan directamente del talamo,
como a estimulos que la alcanzan después de ser procesados en la corteza
cerebral. En los roedores, el enterramiento representa una conducta innata que

los “defiende” de objetos o situaciones que ponen en riesgo su sobrevivencia.

La via dopaminérgica mesolimbica proyecta del area tegmental ventral y la
sustancia nigra hacia a la amigdala, en donde la dopamina liberada ejerce sus
acciones estimulado tanto a receptores D; como D,. En este trabajo de tesis se
observo que en la prueba de enterramiento defensivo la administracién bilateral
intra-amigdalina del raclopride, un antagonista especifico para los receptores Do,
aumento significativamente el tiempo de enterramiento y provocé una tendencia
al incremento en el nUmero de episodios de esta conducta como a la disminucién
en su latencia. Dichos hallazgos, tomados en su conjunto permiten concluir que el
bloqueo de los receptores D, amigdalinos, al menos en esta prueba, posee

efectos ansiogénicos.

Estos resultados, contrastan con los obtenidos por otros grupos, quienes
usando modelos condicionados de miedo y ansiedad observaron, bajo condiciones
de tratamiento similares a las nuestras, efectos ansioliticos. Si embargo, dado que
los receptores D, amigdalinos, participan tanto en el condicionamiento al miedo
como en la modulacion de las respuestas al dolor mediadas directamente por la



actividad del nucleo central, como respuesta a estimulos que la alcanzan
directamente via el thdlamo, se sugiere, que los efectos ansiogénicos observados
pudieran involucrar cambios defensivos de tipo reflejo, mediados por estimulos
llegados a la amigdala directamente por esta via y con poca participacion de la
corteza, como ocurriria con estimulos mas complejos que involucran cierto grado

de aprendizaje o de eleccion de alternativas.



Glosario

8-OH-DPAT - Agonista de los receptores serotoninérgicos 5-HTia
AB - Region basal accesoria de la amigdala

ACTH - La hormona adrenocorticotropa o corticotropina es una hormona
polipeptidica producida por la hipofisis y que estimula a las glandulas
suprarrenales, quienes a su vez secretaran a los glucocorticoides.

Agonista > Es una sustancia que tiene alta afinidad por un receptor y que
produce una actividad intrinseca similar a la del ligando enddgeno.

Ansiogénico - Sustancia que aumenta los parametros del miedo y la
ansiedad.

Ansiolitico = Sustancia que disminuye los parametros del miedo y la
ansiedad.

Antagonista - Sustancia que tiene alta afinidad por un receptor, pero que
al unirse a él no produce algun tipo de actividad intrinseca celular,
blogueando el sitio de unién y la respuesta correspondiente.

Agonista inverso > Es una sustancia que tiene alta afinidad por un
receptor, pero que producird una actividad intrinseca opuesta a la de un
agonista completo.

Alopregnanolona - Neuroesteroide modulador del receptor GABAAa. Tiene
efectos ansioliticos.

AMPc ->Adenosin monofosfato ciclico. Segundo mensajero sintetizado por
la proteina de membrana adenilato ciclasa a partir del ATP. Tiene
numerosos efectos, entre ellos activar a la proteina cinasa A (PKA).

Apomorfina - Agonista dopaminérgico con afinidad por los receptores D;
y D2

ATP - Adenosin trifosfato. Molécula que almacena y transfiere energia.

ATV - Area tegmental ventral. Localizada en la linea media de la base del
mesencéfalo.

B - Nducleo basal de la amigdala
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Benzodiacepina > Agonista de receptores GABAAx que tiene efectos
ansioliticos, anticonvulsivantes, relajantes musculares, sedantes e
hipnéticos.

BLA - Nucleo basolateral de la amigdala.
Buspirona - Agonista parcial del receptor 5-HTAL.

CA1l, CA2 y CA3 —>EIl hipocampo es una estructura localizado en el I16bulo
temporal del encéfalo. Se compone de las regiones giro dentado, corteza
entorrinal y las areas CA (Cornus Ammonis) que son CA1, CA2 y CA3.

CaMK-Il - Proteina cinasa dependiente del calcio y calmodulina tipo II. Es
una proteina que forma parte de una cascada de sefalizacion especifica.
Es activada por el complejo calcio-calmodulina y su funcion es fosforilar
otras proteinas.

CCK-4 - Tetrapéptido derivado del neuropéptido colecistoquinina con
efectos ansiogénicos.

CCK-8S > Molécula de ocho péptidos derivada del neuropéptido
colecistoquinina con efectos ansiogénicos.

CeA - Nucleo central de la amigdala.

Clordiazep6xido -> Agonista de receptores GABAs que tiene efectos
ansioliticos, anticonvulsivantes, relajantes musculares, sedantes e
hipnéticos.

COMT - Catecol-O-metil transferasa. Enzima degradadora de la
dopamina.

CREB - Factor de transcripcion del DNA. Modifica la expresion de los
genes que seran transcritos para obtener un efecto especifico.

DARPP-32 - Proteina dependiente de dopamina y AMPc reguladora de la
fosfatasa 1, de 32 kilodaltons.

DMCM - Agonista inverso de los receptores GABA,, tiene efectos
ansiogenicos.

DOPAC -> Metabolito de la dopamina, es el resultado de la accion de la
COMT.

EMD-68843 - Agonista de receptores 5-HT € inhibidor de la recaptura de
la serotonina.



Eticlopride > Antagonista de receptores dopaminérgicos D,y Ds.

Fluoxetina - Farmaco inhibidor de la recaptura de la serotonina con
propiedades antidepresivas.

GABA > Acido gamma-amino-butirico. Inhibidor del sistema nervioso por
excelencia.

HVA - Acido homovanilico. Metabolito de la dopamina, resultado de la
accion de la enzima mono-amino-oxidasa (MAO).

| o Ipm > Islas paracapsulares intercaladas de la amigdala.

IM - Isla paracapsular principal.

Ipsapirona -> Agonista de receptores serotoninérgicos 5-HTa.
LA - Ndcleo lateral de la amigdala.

L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) - En la via de sintesis de dopamina, la
L-DOPA es el sustrato que dara lugar a la dopamina por accion de la
enzima aminoé&cido descarboxilasa.

MAO ->Enzima mono-amino-oxidasa. Degrada a la dopamina en
metabolitos.

MAPK - Proteina cinasa promotora del mitogen. Proteina que forma parte
de una cascada de sefalizacion especifica. Su funcion es fosforilar a otras
proteinas.

Midazolam -> Agonista de receptores GABAaA que tiene efectos
ansioliticos, anticonvulsivantes, relajantes musculares, sedantes e
hipndéticos.

MPEP - Antagonista de mGIuRS5.

Muscimol - Agonista de receptores GABAa que tiene efectos ansioliticos,
anticonvulsivantes, relajantes musculares, sedantes e hipnoticos.

NPY - Neuropétido Y.

PKA - Proteina cinasa A. Proteina que forma parte de una cascada de
sefalizacion especifica. Es activada por el AMPc y su funcién es fosforilar a
otras proteinas.



PKC - Proteina cinasa C. Proteina que forma parte de una cascada de
sefalizacion especifica. Es activada por el diacilglicerol y su funcién es
fosforilar a otras proteinas.

Pregnanolona > Neuroesteroide modulador del receptor GABAa. Tiene
efectos ansioliticos.

Quinpirole - Agonista de receptores dopaminérgicos D, y Ds.
Raclopride ->Antagonista de receptores dopaminérgicos D, y Ds.
Receptores AMPA - Receptores glutamatérgicos de tipo ionotrépicos.
Receptores NMDA - Receptores glutamatérgicos de tipo ionotrdpicos.

RNAmM ->Acido ribonucleico mensajero. En la fase de transcripcion del
DNA. La enzima RNA polimerasa transcribe el RNAm, a partir del cual los
ribosomas traduciran y sintetizaran una proteina.

SCH 23390 - Antagonista de receptores dopaminérgicos tipo D;.
SKF 38393 - Agonista de receptores dopaminérgicos tipo Dj.

Stressinl-A >Péptido agonista del receptor del factor de liberacion de
corticotropina.

Sulpiride - Antagonista de receptores dopaminérgicos D, y Ds.

VIP - Neuropétido intestinal vasoactivo.
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