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Resumen

La amigdala es una estructura cerebral que esta relacionada con el procesamiento
de las emociones. Entre otras funciones, tiene una participacion importante en la
modulacion del miedo y la ansiedad. Se han estudiado principalmente dos tipos de
miedo/ansiedad en las ratas: uno es el miedo no condicionado, que se presenta
inmediatamente después de la exposicion de un individuo a un estimulo aversivo o
potencialmente peligroso; y el otro es el miedo condicionado, que se presenta
después de un periodo de condicionamiento clasico (Pavloviano).

En este trabajo se analizaron las diferencias que existen en la expresion
amigdalina de EGR-1 (un indicador de plasticidad neuronal asociada al
condicionamiento del miedo) entre los dos tipos de miedo utilizando el modelo de
exposicion a depredador. La respuesta de miedo no condicionada se indujo al
exponer a las ratas a un gato, mientras que la respuesta de miedo condicionada
se indujo al reexponerlas al contexto previamente asociado a su depredador.
Posteriormente, se midié la expresion de EGR-1, haciendo uso de una técnica
inmunohistoquimica junto con una técnica estereoldgica. La expresion de EGR-1
se cuantificd en los nucleos lateral (LA), basal (BA), central (CeA), medial (MeA) y
la isla intercalada principal (IM) de la amigdala y se comparo entre los grupos. De
igual manera, se midio de la conducta del animal para corroborar que el modelo

efectivamente provoco una respuesta de miedo no condicionado y condicionado.

Se observo un aumento en la evitacion y las conductas de evaluacion del riesgo
tanto para el modelo condicionado como el no condicionado con respecto al
control, lo que corrobora que el modelo utilizado fue el apropiado para provocar
ambas respuestas de miedo. La expresion de EGR-1 se vio aumentada
significativamente en el ndcleo lateral (LA), el nacleo basal (BA) y la isla
intercalada principal (IM) de la amigdala de las ratas en el modelo condicionado
con respecto al control, no asi en el modelo no condicionado. Estos resultados
sugieren que los circuitos involucrados en el procesamiento del miedo innato a un
depredador son diferentes a aquellos que participan en procesar la informacion

relacionada a un contexto asociado a un depredador (miedo condicionado).



Capitulo 1. Miedo vy ansiedad

1.1 ¢ Qué es el miedo y la ansiedad?

La ansiedad es una respuesta que detecta y protege a un individuo ante un
peligro real o potencial (Palomares-Castillo et al. 2012). El miedo es una
respuesta que se encuentra relacionada con la ansiedad; la diferencia principal
entre ellos es que la ansiedad se presenta ante la anticipaciéon de un estimulo
desconocido o poco definido mientras que el miedo se presenta ante un estimulo
bien definido (Pérez de la Mora et al. 2007). Ambas respuestas son adaptativas y
se presentan conservadas a través de las especies, incluyendo a los mamiferos

superiores.

El miedo y la ansiedad, independientemente del estimulo que los suscite, pueden
estudiarse en funcion de tres componentes principales: la respuesta fisiologica, la
respuesta conductual y la respuesta emocional o cognitiva. La respuesta
fisiolégica se presenta como el aumento de la frecuencia cardiaca,
hiperventilacion, sudoracién, aumento sérico de algunas hormonas, etc. La
respuesta conductual se presenta como la evitacion o confrontacion al estimulo
ansiogénico a través de diferentes conductas defensivas. Por otro lado, la
respuesta cognitiva o0 emocional puede identificarse por los sintomas que presente
el individuo. Para los fines de este trabajo, se hace principal referencia al

componente conductual del miedo.

1.2 Miedo condicionado y no condicionado

A pesar de la enorme variabilidad de estimulos que inducen miedo, se han
distinguido principalmente dos tipos de miedo: el miedo no condicionado y el

miedo condicionado.

El miedo no condicionado es el miedo que se presenta de manera innata, es decir,
el animal no necesita haber sido expuesto al estimulo previamente para presentar
la conducta de miedo sino que se presenta naturalmente. Este tipo de miedo es

propio de cada especie y es estimulo-especifico.



Por el contrario, el miedo condicionado se presenta después de un periodo de
aprendizaje. Para esto, el animal es expuesto a un estimulo que causa miedo
innato (estimulo incondicionado), al mismo tiempo que se le presenta un estimulo
neutro (estimulo condicionado). Al presentar los dos estimulos pareados una o
varias veces, el animal crea una asociacion entre ellos, de manera que la posterior
presentacion del estimulo condicionado evoca al estimulo incondicionado, por lo

gue el animal presenta las mismas respuestas de miedo (Ehrlich et al. 2009).

1.3 Trastornos de ansiedad

En ocasiones, las respuestas de miedo y ansiedad pueden prolongarse
demasiado, suscitarse ante estimulos poco o nada aversivos, 0 ser exageradas.
En estos casos ya no hablamos de una respuesta fisioldgicamente favorable sino
de un trastorno. Segun el Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos
Mentales (American Psiquiatric Association 2002), existen 13 trastornos de

ansiedad, entre los que se encuentran:

e Trastorno de ansiedad e Fobia especifica

generalizada e Trastorno por estrés agudo
e Crisis de angustia e Trastorno por estres
e Fobia social postraumatico

e Agorafobia

En México, los trastornos de ansiedad son altamente prevalentes, de hecho son
los trastornos psiquiatricos mas comunes. Aproximadamente el 14.3% de la
poblacibn mexicana adulta ha padecido un trastorno de ansiedad en algun

momento de su vida (Medina-Mora et al. 2007).

Para tratar los trastornos de ansiedad se han desarrollado distintos tipos de
terapias, tanto psicoldégicas como farmacologicas. Las terapias farmacoldgicas
incluyen la administracién de varios farmacos como inhibidores de la recaptura de
serotonina, benzodiacepinas, inhibidores de la monoaminooxidasa Yy

antidepresivos triciclicos (Farach et al. 2012).



A pesar de existir una gran cantidad de farmacos para tratar estos trastornos, los
tratamientos actuales no son ideales debido a la gran variedad de efectos
adversos que presentan. Ademas, entre un tercio y la mitad de los pacientes con
el tratamiento de primera linea no logran una remision sostenida de la ansiedad
(Farach et al. 2012) , por lo que es necesario implementar nuevas estrategias
terapéuticas para abordar estos trastornos.

Capitulo 2. Modelos animales de miedo y ansiedad.

Dado que por razones éticas y practicas resulta problemético trabajar con
humanos, se han desarrollado distintos modelos animales para entender como es
gue el sistema nervioso procesa la informacion relacionada con el miedo y la

ansiedad; éstos seran brevemente expuestos a continuacion.
2.1 Modelos no condicionados.

Estos modelos hacen uso de las conductas innatas que presentan los animales
ante un estimulo ansiogénico. Entre estos modelos se encuentran el enterramiento
defensivo, el laberinto elevado en forma de “+” y el modelo de exposicion a

depredador. Los primeros dos se describen brevemente en la Tabla 1.



- Tiempo de
Electrodo latencia: tiempo
que el roedor
tarda en empezar
a enterrar el
electrodo
después del

primer choque

- Tiempo de
enterramiento:
tiempo total que
el animal entierra

al electrodo

Porcentaje de
Espacios tiempo que la
abiertos rata permanece

en los brazos
abiertos con
respecto a los

brazos cerrados

- Entre mayor
sea la latencia,
menor
reactividad/
ansiedad tiene el

animal.

- Entre mayor
sea el tiempo de
enterramiento,
mayor ansiedad

tiene el animal.

Entre mayor sea

el porcentaje en

los brazos

abiertos, menor

ansiedad tiene el

animal.

Tabla 1. Modelos de miedo/ansiedad no condicionados. Elaborado por Rebeca Méndez

Hernandez.



2.1.1 Modelo de exposicidén a depredador o a su olor:

Este modelo hace uso de las conductas innatas que los roedores presentan hacia
un depredador natural. Este tipo de estimulo es etolégicamente muy relevante, ya
gue la supervivencia del animal depende de la respuesta que tenga éste. La gran
diversidad de conductas presentadas por el animal, primeramente descritas por
Blanchard y Blanchard (R J Blanchard & Blanchard 1989) , ha dado origen a una
gran variedad de modelos, que utilizan tanto diferentes tipos de estimulos como
diferentes aparatos. Como estimulos, se han utilizado gatos vivos (Adamec et al.
2012; Martinez et al. 2011; Rosen et al. 2005) , telas impregnadas con olor de gato
(Blanchard et al. 2001; Li et al. 2004; Takahashi et al. 2007; Zangrossi & File
1992), collares impregnados con olor a gato (R. A. Dielenberg et al. 2001; R. a
Dielenberg et al. 2001), telas impregnadas con un compuesto aislado de la orina
de zorro denominado trimetiltetrazona (TMT) (Morrow et al. 2000; Wallace &
Rosen 2001), entre otros. Como aparatos, se han utilizado arenas muy grandes
(Adamec et al. 2012; Rosen et al. 2005), cajas con compartimentos y sitios de
escondite (Martinez et al. 2011; R. A. Dielenberg et al. 2001; R. a Dielenberg et al.
2001), cajas muy largas y estrechas que fungen como un tunel (Blanchard et al.
2001; Li et al. 2004; Takahashi et al. 2007), entre otras.

Cualquiera que sea la variacion del modelo, se han descrito conductas que
prevalecen en la mayoria de ellos. Estas incluyen la evitacion al estimulo y la
evaluacion del riesgo (risk assesment) en sus varias presentaciones; dichas

conductas se describiran con detalle en la metodologia (Seccién 8.7).

2.2 Modelos condicionados:

En este modelo, se utiliza un esquema de condicionamiento clasico para suscitar
miedo en el sujeto experimental a la presentacion de un estimulo determinado. En

la tabla 2 se describen brevemente algunos ejemplos de modelos condicionados.
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Choque Luzotono  Tiempo total Después del
eléctrico en de cierta de condicionamiento,
las patas del frecuencia congelamiento tiempo de

animal (sefial congelamiento sera
discreta) mayor (que antes
del

condicionamiento)
al exponer a los

animales alaluz o

tono.
Choque Dispositivo ~ Tiempo total Después del
eléctrico en donde se de condicionamiento,
las patas del lleva a cabo congelamiento tiempo de
animal la prueba congelamiento sera
(contexto) mayor (que antes
del

condicionamiento)
al exponer a los
animales al
dispositivo donde
se realizo el

condicionamiento.

Tabla 2. Modelos de miedo condicionado en roedores. Elaborado por Rebeca Méndez

Hernandez.
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2.2.1 Modelo de exposicion a depredador condicionado.

Este modelo utiliza como estimulo incondicionado a un depredador o su olor y
como estimulo condicionado, la caja donde se lleva a cabo el experimento, por lo
gue se trata de un modelo de condicionamiento al contexto. Se ha observado que,
a diferencia de otros modelos condicionados, una sola exposicién de un roedor a
su depredador natural es suficiente para condicionar al animal, de modo que al
reexponerlo al contexto donde fue condicionado, el animal muestra conductas de
evitacion y evaluacion del riesgo (R. A. Dielenberg et al. 2001; Blanchard,
Blanchard, et al. 2005).

2.2.2 Memoria en modelos de miedo y ansiedad.

Es importante recalcar que al evaluar las respuestas de miedo condicionado, se
esta midiendo indirectamente la capacidad del individuo de retener la informacion
gue se asocio durante el condicionamiento, por lo tanto los modelos no
condicionados, ademas de evaluar miedo, evalian memoria. La memoria es el
proceso por el cual un individuo puede retener y recuperar informacion (Bailey et
al. 1996) y se considera que esta compuesta principalmente por tres fases: la
adquisicion, la consolidacion y la evocacion (Figura 1). En el miedo condicionado,
la adquisicion ocurre cuando el animal esta asociando el estimulo incondicionado
con el estimulo condicionado. La consolidacion es el proceso que ocurre cuando la
memoria pasa de un estado labil a un estado permanente, este proceso puede
durar de minutos a dias. Por su parte, la evocacion se presenta cuando el animal
es reexpuesto al estimulo condicionado, poniendo en evidencia la asociacion entre
ambos estimulos (Abel & Lattal 2001). Adicionalmente, la memoria puede ser
modificada posteriormente a través de la extincion, en la que ésta se pierde, o la

reconsolidacion, durante la cual dicha memoria puede perderse o reforzarse.

Dado lo anterior, es posible considerar que en un modelo de miedo condicionado,
la fase de adquisicion del condicionamiento vista por separado representa una
respuesta de miedo no condicionado al depredador, y que ésta genera al mismo

tiempo (o muy poco después) una memoria de miedo condicionado al contexto en

12



donde la exposicion al depredador fue realizada, que se pondria de manifiesto
durante la evocacion. Por lo tanto, la simple exposicién de una rata a un estimulo
aversivo (por ejemplo, un depredador) podria considerarse también un modelo de
adquisicion de la memoria; y la posterior exposicién de una rata a un contexto
asociado a este estimulo podria considerarse también un modelo de evocacion de

la memoria de miedo.

Adquisicion Consolidacion Evocacion
> e

contexto - chogue Regreso a caja hogar Contexto

Figura 1. Fases de la memoria al miedo: adquisicién, consolidacion y evocacion.
Tomado de (Abel & Lattal 2001).

Capitulo 3. La amigdala

3.1 Generalidades sobre la amigdala

Se han encontrado diversas estructuras cerebrales que juegan un papel
importante en el procesamiento del miedo y la ansiedad; entre ellas, la amigdala
tiene una destacada importancia. La amigdala se encuentra en la profundidad del
I6bulo temporal, aproximadamente desde -1.20 a -3.60 mm con respecto al
bregma, en el caso de la rata. Esta forma parte del sistema limbico, un circuito al

gue se le ha atribuido la modulacién de las emociones.

3.2 Nucleos amigdalinos
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La amigdala es un complejo formado por aproximadamente 13 nucleos (Sah et al.

2003), que son bastante variables tanto por su naturaleza como por sus funciones.

Entre ellos se encuentran el complejo basolateral, el nucleo central, el nacleo

medial y las islas intercaladas paracapsulares; estos nidcleos son importantes en

relaciébn con su participaciéon en el procesamiento del miedo. Ademas, existen

otros nudcleos que algunos autores consideran parte de la amigdala, como el

Figura 2.
Tincion de Nissl de la amigdala

derecha la rata. Abreviaturas de

areas amigdalinas: La, nucleo
lateral; ic, islas intercaladas
paracapsulares; B, nlcleo basal,
Ce, nucleo central; M, nucleo
medial; AB, ndcleo basal
accesorio; CO, nucleo cortical.
Abreviaturas de areas no
amigdalinas: CTX, corteza; CPu,
caudado putamen; AST, éarea
amigdalo-estriatal.

Tomado de Le Doux et al. 2007.

nucleo cortical, el area amigdalo-estriatal, entre
otros; sin embargo, éstos parecen tener una
participacion relativamente menos importante en

la modulaciéon del miedo.

3.2.1 Complejo Basolateral (BLA)

Este complejo amigdalino fue el primero en ser
identificado por su tamafio y forma (Burdach).
Dicho complejo se encuentra, como su nombre
lo indica, en la parte basal y lateral de la
amigdala, bardeado por la capsula externa. Se
compone de tres principales nucleos: el nacleo
lateral (LA), el nucleo basal (BA/ B) y el nucleo
basal accesorio o nucleo basomedial (AB/ BMA).
El BLA contiene principalmente dos tipos de
neuronas, las glutamatérgicas y las gabaérgicas
(Pape & Pare 2010). Las glutamatérgicas son la
mayoria, constituyendo aproximadamente el
80% de las neuronas del BLA. Estas neuronas
son multipolares y tienen grandes arboles
inervan diferentes  sitios

dendriticos que

cerebrales. Las neuronas gabaérgicas, que
constituyen aproximadamente el 20% de las

neuronas del BLA, son mas heterogéneas y
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forman parte de los circuitos locales; ademas, tienen receptores para distintos
tipos de neuropéptidos, por lo que pueden clasificarse en distintas familias
neuronales dependiendo del neuropéptido expresado.

El complejo basolateral tiene una funcién importante como receptor (input) de la
informacion sensorial relacionada con el miedo, principalmente a través del nucleo

lateral.

3.2.2 Nucleo Central (CeA)

El ndcleo central de la amigdala se ubica de manera medial al nlcleo basolateral,
y dorsal al nucleo basomedial. Aunque dicho nlcleo se compone de varios
subnucleos, en forma préctica se le divide en una porcion centro medial (CeM) y
centro lateral (CelL). EI CeA se caracteriza por tener una gran cantidad de
neuronas GABAEérgicas, las cuales parecen estar involucradas en la formacion de
circuitos locales (Swanson & Petrovich 1998). De manera importante, existen
proyecciones corticales hacia estos nucleos, dada por medio de neuronas
piramidales glutamatérgicas, utilizando algunas interneuronas de transmision
GABAérgica. Estas proyecciones tienen un papel importante en la modulacion del

miedo dado por estas estructuras.

El nucleo central es el nucleo amigdalino que tiene mas proyecciones hacia otras
partes del cerebro y se ha demostrado que funciona como la principal estacion de

la salida (output) de informacion relacionada con el miedo (Davis 1992).

3.2.3 Nucleo Medial (MeA)

El nucleo medial de la amigdala se encuentra, como su nombre lo indica, en la
parte mas medial de la amigdala, cercano al tracto 6ptico. Las células de este
nucleo comparten caracteristicas con las del nucleo central (Swanson & Petrovich
1998) .

Este nacleo puede dividirse en la parte posterior y la parte anterior. El nucleo
medial anterior recibe proyecciones directas del bulbo olfatorio accesorio, que

procesa informacion vomeronasal. Por su parte, el nlicleo medial posterior recibe
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proyecciones del bulbo olfatorio principal, que procesa informacién olorosa
(Takahashi 2014). Ademas se ha demostrado la participacidén del nacleo medial en

muchas conductas agresivas, defensivas y sexuales (Takahashi et al. 2005).

3.2.4 Islas intercaladas paracapsulares (ITC)

Las islas intercaladas paracapsulares son pequefios conglomerados de células
distribuidas a través de la amigdala. Existen principalmente dos grupos de islas
intercaladas: un grupo de islas que se encuentra en la parte lateral de la amigdala,
cercano a la capsula externa, denominadas islas laterales; y otro grupo que se
encuentra entre el nucleo central y el complejo basolateral, denominadas islas
mediales. Ademas existe una isla de mayor tamafo, denominada isla principal
(IM), que se encuentra de manera ventral al CeA y BLA. Estas islas son
importantes mediadoras de la comunicacion intraamigdalina, ya que algunas de
las fibras provenientes del BLA hacia el CeA o MeA tienen un relevo en las islas
mediales. Adicionalmente, las islas se encuentran en comunicacion con la corteza
prefrontal, que parece estar participando en la modulacién de la ansiedad

(Palomares-Castillo et al. 2012).

Capitulo 4. Participacion de la amigdala en el miedo

4.1 Participacion de la amigdala en el congelamiento condicionado

La mayoria de los estudios sobre la funcion de la amigdala se han centrado en
estudiar su papel en el miedo condicionado, sobre todo utilizando el modelo de
congelamiento condicionado, en el cual se ha demostrado que la amigdala tiene

un papel fundamental.

A partir de ello, se sabe que cuando hay un estimulo aversivo en el ambiente, la
informacion sobre este estimulo es recibida por el individuo a través de los
organos de los sentidos y es procesada por el talamo y la corteza, desde donde

proyecta hacia la amigdala, principalmente a través del nucleo lateral. Se cree que
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el nudcleo lateral es el
EC E| sitio donde se crea la
asociacion del estimulo
no condicionado con el

estimulo condicionado

(LeDoux 2000).

También se ha
WGltamatergico PAG propuesto que el ndcleo
BGABASrgicO .

(freezing) | Jateral tiene un papel

importante en la
Figura 3. Esquema general del procesamiento de .,

evaluacion de la
informacion relacionada con el miedo condicionado. _

valencia de los

Modificado de Paré, 2012.
estimulos (Davis 1992).
Una vez en el nucleo lateral, la informacion se transmite hacia el nacleo central de
la amigdala ya sea a través de los nucleos basales (BA y BMA) o de las islas
intercaladas paracapsulares. Desde el nucleo central, esta informacion viaja hacia
distintos nucleos encargados de mediar la conducta de miedo tales como la
sustancia gris periacueductal (PAG) que se encarga de implementar la respuesta
del congelamiento (freezing), y el ndcleo cama de la estria terminal (BNSt) que
recibe proyecciones del BLA y CeA (Walker et al. 2003) y se considera por
algunos autores como parte de una estructura mas grande a la que se ha llamado
la amigdala extendida (de Olmos & Heimer 1999) . Otras proyecciones de la
amigdala llegan al hipotdlamo y al tallo cerebral, en donde se median las
respuestas hormonales y autondmicas respectivamente. En la figura 4 se
muestran algunas de las proyecciones de la amigdala y su posible funcion en

relacion al miedo y la ansiedad.
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Figura 4. Algunos blancos anatomicos de la amigdala su posible funcién en relacion al
miedo y la ansiedad. Abreviaturas: EC, estimulo condicionado; EI, estimulo
incondicionado; DMNV, nucleo dorsal motor del vago; VTA, nucleo ventral tegmental,
PAG, sustancia gris periacueductal; PVN, nacleo paraventricular del hipotalamo.
Modificado por Rebeca Méndez Hernandez con base en (Davis & Whalen, 2001; Davis,
1992)

Tanto el nucleo central como las islas intercaladas se encuentran en comunicacion
constante con la corteza prefrontal, que modula el flujo de informacion a través de
este circuito (Sotres-Bayon & Quirk 2010). Ademas existen varios circuitos
inhibitorios que median la salida de informacion por el CeM; por ejemplo, desde
las neuronas gabaérgicas de la IM y las islas mediales o desde las neuronas
inhibitorias del CeL.

4.2 Participacion de la amigdala en el miedo no condicionado.

Parece ser que el miedo no condicionado es procesado por la amigdala de una
manera diferente al miedo condicionado y en realidad no ha sido posible

esclarecer con precision el rol de los nucleos amigdalinos en este tipo de miedo,
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ya que parece ser dependiente del modelo que se esté utilizando (Rosen 2004).
Incluso se plantea que la amigdala no es necesaria para implementar las
respuestas de miedo no condicionado, ya que lesiones en la amigdala o en el
nacleo basolateral no impiden la expresion de este tipo de miedo en el laberinto
elevado (Ribeiro et al. 2011) . Lo que si es claro es que la amigdala tiene un papel
modulatorio en la ansiedad no condicionada mediado a través de la actividad de
algunos neurotransmisores como la dopamina (Pérez de la Mora et al. 2010), la
oxcitocina y la vasopresina (Viviani & Stoop 2008).

4.3 Participacién de la amigdala en modelos de exposicion a depredador o
su olor: estudios sobre lesiones.

Uno de los modelos no condicionados que, por su relevancia etolégica, se ha
utilizado mas para estudiar el papel de la amigdala en este tipo de miedo es el
modelo de exposicion a depredador. Para ello se han realizado diversos estudios
en los que se lesionan diferentes nucleos de la amigdala y se observa el efecto de
esta lesion en el comportamiento de los roedores al ser expuestos a su

depredador natural, el gato.

Asi, se ha encontrado que lesiones en el MeA disminuyen las conductas
defensivas en este modelo tanto en su variedad no condicionada (Li et al. 2004;
Miller & Fendt 2006; Martinez et al. 2011) como condicionada (Blanchard,
Canteras, et al. 2005; Martinez et al. 2011). Por otra parte, al lesionar los nucleos
del complejo basolateral se ha observado un bloqueo en la consolidacion de la
memoria del miedo a depredador (Takahashi et al. 2007), ya que disminuyen las
conductas defensivas en modelos condicionados pero no en los no condicionados
(Wallace & Rosen 2001; Martinez et al. 2011).En cuanto al nucleo central, las
lesiones en este sitio no parecen tener una gran influencia en el miedo dado por la
exposicion al olor/ presencia de un depredador, ya que su lesibn no provoca un
cambio en las respuestas del animal hacia el depredador (Li et al. 2004; Martinez
et al. 2011).
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Capitulo 5. Plasticidad neuronal asociada al miedo condicionado

5.1 Plasticidad neuronal.

El proceso mediante el cual un sistema neural es capaz de cambiar sus funciones
y estructuras en respuesta a un estimulo se denomina plasticidad neuronal
(Miyamoto 2006). El estimulo puede ser tanto algo interno, por ejemplo, dafio
tisular, como externo, por ejemplo una nueva experiencia. Por lo tanto, exponer a
un individuo a una prueba de ansiedad, como en el caso de los modelos
previamente descritos, induce la adquisicion, consolidacion y evocacién de

memorias que surgen a consecuencia de la plasticidad neuronal generada.

Se ha descrito que la plasticidad neuronal asociada a la memoria, a nivel
molecular, estd mediada por un aumento en la concentracion de calcio intracelular
dada por la activacion de los algunos receptores, principalmente los receptores
NMDA. Esta activacion da origen a varias cascadas de sefalizacion que culminan
con la activacion de CREB, un factor de transcripcion que a su vez induce la
expresion de otras proteinas (Figura 5). Todos estos cambios, a la larga, provocan
modificaciones en la estructura, funcidon y conectividad de las neuronas
involucradas (Alberini 2009).

5.2 Mecanismos moleculares de la plasticidad asociada al miedo: genes de
expresion temprana.

Las vias de transduccion de sefales activadas por la adquisicion de la memoria
convergen en la activacion de ciertos genes como creb, c-fos, y egr-1. Estos
genes presentan un aumento en su activacion al poco tiempo de que la neurona
en cuestion ha recibido un estimulo; son denominados genes inmediatos
tempranos (IEG) y su induccion es importante porque controlan la transcripcion de
muchos genes relacionados con la plasticidad neuronal. En particular CREB y
EGR-1 son factores de transcripcion que se han relacionado ampliamente con la
plasticidad sinaptica asociada a la memoria (Knapska & Kaczmarek 2004; Alberini

2009).
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Figura 5. Mecanismos moleculares de plasticidad sinaptica asociada a la memoria del
miedo que incluyen a EGR-1. Cuando los receptores NMDA de la célula postsinaptica
son activados, se lleva a cabo un aumento intracelular de Ca?, esto activa la via de
transduccién de sefiales MAPK/ERK, lo que lleva a la activacion de la proteina CREB
(fosforilacion) que es un factor de transcripcion. CREB induce la transcripcion de EGR-1,
gue es transcrito, traducido y llevado nuevamente al nucleo donde funciona como factor
de transcripcion para varios genes relacionados con la plasticidad. Abreviaturas: VSCC,
canales de calcio sensibles a voltaje; NMDAR, receptor N-metil D-aspartato; mGLUR,
receptor metabotrdpico de glutamato. CAMKII, proteina cinasa tipo Il dependiente de
calcio/calmodulina; MAP, proteina cinasa mitdgeno-activada; ERK, cinasa regulada
extracelular; RSK, cinasa 6 ribosomal, CREB proteina de union a elemento de respuesta a
AMPC; EGR-1 proteina de respuesta temprana a crecimiento tipo 1. Elaborado por
Rebeca Méndez Hernandez con base en (Kaczmarek & Chaudhuri 1997; Orsini & Maren
2012; Pape & Pare 2010).
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Capitulo 6. EGR-1 v su papel en el miedo y la memoria del miedo

6.1 EGR-1

EGR-1, también denominado Zif268, NGFA-1 o Krox2, es un factor de
transcripcion con un dominio de dedos de zinc (una familia de proteinas que tienen
motivos de unién a DNA). Se encuentra expresado en una gran diversidad de
tejidos, y funciona como factor de transcripcién de una gran cantidad de genes.
Especificamente en el sistema nervioso central, se ha encontrado que funciona
como factor de transcripcion para genes como la sinapsina, glutamato

deshidrogenasa, etc. (Knapska & Kaczmarek 2004).

6.2 EGR-1 como marcador de activacion neuronal en el miedo.

Como se mencionO anteriormente, el marcador EGR-1 (ya sea la proteina o el
MRNA) se ha utilizado para detectar la activacion neuronal que se dispara
inmediatamente después de alguna actividad, tarea o conducta. Ha sido muy util
para detectar qué neuronas se encuentran implicadas en esta tarea o conducta y

asi poder mapear las redes neuronales implicadas en ella.

En los modelos de miedo, se ha observado que la expresion EGR-1 aumenta en el
nicleo lateral de la amigdala de la rata inmediatamente después del
condicionamiento el contexto (adquisicién) (Rosen et al. 1998; Malkani & Rosen
2000b). De igual manera, la expresion de EGR-1 aumenta en nucleo lateral
después de una prueba de freezing condicionado al contexto (Hall et al. 2001,
Antoine et al. 2013). Ademas del aumento en la expresion de EGR-1 en el nucleo
lateral, en otros dos estudios (Maddox et al. 2011; Hall et al. 2001) se ha
encontrado un aumento en la expresion de EGR-1 en el complejo basolateral y

central en la adquisicion del miedo condicionado.
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6.3 EGR-1 necesario para el condicionamiento del miedo

Ademas de su uso como marcador de activacion neuronal, se ha demostrado que
EGR-1 tiene un papel fundamental en la consolidacion de la memoria del miedo,
ya que si se bloguea su expresion en el nucleo lateral de la amigdala mediante un
oligonucledtido antisentido, no se lleva a cabo el condicionamiento en el modelo
de freezing condicionado (Maddox et al. 2011). Ademas, si el condicionamiento se
bloquea por un conocido ansiolitico, el diacepam, la expresiébn amigdalina de
EGR-1 disminuye (Malkani & Rosen 2000a) . Esto sugiere que para el
condicionamiento al miedo, la expresiéon de IEG en la amigdala no es inespecifica
sino que EGR-1 tiene un papel clave en la plasticidad asociada a este tipo de

miedo.
6.4 EGR-1 en modelos de exposicion a depredador

Se ha evaluado la expresion de EGR-1(ya sea la proteina o el mMRNA) en modelos
de exposicibn a depredador no condicionado. Un estudio de Rosen vy
colaboradores reporta que egr-1 no se expresa en la amigdala después de la
exposicion a un depredador (Rosen et al. 2005). En contraste, otros estudios
reportan un aumento en la expresion de este gen en el nucleo central de la
amigdala al exponer a la rata al TMT (Asok et al. 2013). No se ha realizado, sin
embargo, un estudio que evalle la expresion de EGR-1 en un modelo de miedo
condicionado a depredador ni se estudiado la expresion de dicho gen en las
intercaladas paracapsulares que, como se sefialé antes, funcionan a manera de

interfase entre el BLA y el Ce.

Con todos estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue realizar un estudio
donde se evalue diferencialmente el papel de la amigdala en el miedo
condicionado y no condicionado, utilizando el mismo modelo, de modo que las
diferencias sean comparativas. De igual manera, se busca esclarecer el papel de
la amigdala en la exposicion a depredador. Se decidio utilizar al marcador EGR-1

por su demostrada participacion en la plasticidad neuronal asociada al miedo.
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Capitulo 7. Hip6tesis vy objetivos

7.1 Hipotesis:

Existe un patrén diferencial de expresién de EGR-1 en los nucleos amigdalinos
principalmente implicados en la modulacion de la ansiedad/miedo (LA, BA, Ce,
MEA e IM) entre la exposicion aguda de una rata macho a su depredador (modelo
no condicionado) y la exposicion de la rata a un contexto asociado a esa

experiencia (modelo condicionado).

7.2 Objetivos

General:

e Analizar las posibles diferencias que existen en la expresion de EGR-1,
entre el modelo de exposicion a depredador y el modelo condicionado de

exposicion al depredador en la rata.

Particulares:

e Comprobar que bajo nuestras condiciones el modelo utilizado es adecuado
para provocar tanto miedo no condicionado como condicionado en el sujeto

de estudio mediante la observacion de la conducta presentada.

e Medir la expresion de EGR-1 mediante la cuantificacion de células
inmunopositivas para esta proteina en los ndcleos lateral, basal, central,
medial y la isla intercalada principal de la amigdala en ratas expuestas a un

gato en forma aguda.

e Medir la expresion de EGR-1 mediante la cuantificacion de células
inmunopositivas para esta proteina en los nudcleos lateral, basal, central,
medial y la isla intercalada principal de la amigdala en ratas expuestas al

contexto en el cual fueron previamente expuestas a su depredador.
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e Comparar la expresion de EGR-1 en los nucleos amigdalinos estudiados
tanto durante la fase de adquisicion del miedo (miedo no condicionado)

como tras su evocacion (miedo condicionado).

Capitulo 8. Metodologia

8.1 Sujetos experimentales.

8.1.1 Ratas.
Para todos los experimentos se utilizaron ratas macho adultas, de 250+10 g de
peso criadas en el bioterio de Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

8.1.2 Gato (depredador).

El depredador utilizado para este trabajo fue un gato macho adulto amablemente
prestado por la Dra. Robyn Hudson del Instituto de Investigaciones Biomeédicas,
UNAM.

8.2 Grupos experimentales.

Se hizo uso de cuatro grupos experimentales para estudiar los objetivos

planteados.

Grupo no condicionado: Las ratas de este grupo fueron expuestas al depredador
dentro de una caja especial (descrita en el apartado 8.3). Este grupo corresponde

al modelo de miedo innato o no condicionado.

Grupo control no condicionado: Las ratas de este grupo fueron introducidas a la
misma caja que las anteriores pero sin ser expuestas a su depredador. Este

grupo funciona como control del modelo de miedo innato o no condicionado.

Grupo condicionado: Las ratas de este grupo fueron expuestas al depredador y
reexpuestas 24 horas después a la caja donde recibieron el estimulo aversivo

(prueba de retencién). Este grupo corresponde al modelo de miedo condicionado.
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Grupo control condicionado: Las ratas fueron expuestas a la misma caja en donde
las ratas del grupo anterior fueron expuestas al gato, pero en este caso sin él. 24
horas después las ratas fueron nuevamente introducidas a esta caja. Este grupo

funciona como control del modelo de miedo condicionado.

8.3 Dispositivo utilizado.

El dispositivo consisti6 en una caja de acrilico (Figura 6) de las siguientes
medidas: 130cm (largo) x 33cm (ancho) x 50cm (alto), con varios compartimentos
conectados de manera que la rata pudiera trasladarse de un compartimento a otro.
El primer compartimento, denominado compartimento distal, media 33 cm de
largo. Este se encontraba conectado al compartimento proximal, de las mismas
medidas, a través de un tunel de 10 cm de diametro y 33 cm de largo. Adyacente
al compartimento proximal, se encontraba el compartimento del gato, que es
donde se coloco al depredador. La caja proximal y el compartimento del gato se
encontraban comunicados por una pared de acrilico transparente y con orificios,

de manera que ambos animales pudieran verse y olerse a travées de ella.

En el piso de la caja se colocé aserrin de modo que el animal se sintiera mas

comodo y fuera mas sencillo realizar la limpieza entre cada prueba.

Compartimento
dé{ gato
:

Compartimento
proximal
{

Compartimento
distal

Figura 6. Aparato utilizado.
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8.4 Preparacion para el experimento

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a la normatividad vigente
para el cuidado de los animales de laboratorio, NOM-0062-Z00-1999.

Las ratas fueron trasladadas del bioterio al laboratorio de conducta tres dias antes
del comienzo de la habituacion. Ahi se mantuvieron a temperatura y humedad
controlada (205 °C y 45+5% de humedad), asi como en un ciclo de 12 hrs de luz
y 12 de oscuridad (7 am. -7 pm.) desde su traslado hasta el fin del experimento.
Todos los experimentos se realizaron en la fase de luz, entre las 10 amy las 4 pm
para asi evitar variaciones debidas al ciclo circadiano del animal. Todas las
pruebas se llevaron a cabo bajo una iluminacion verde, ya que ésta es la

frecuencia a la que las ratas tienen una mejor vision (Szel & Rohlich 1992).
Habituacion

Pasados tres dias de su traslado, se inici6 a un periodo de habituacion de tres
dias, durante el cual las ratas fueron expuestas al caja donde se realizé el
experimento procurando que ésta ocurriera en forma aleatoria para evitar que las
ratas anticiparan el orden en que se les llevaria a la prueba, lo que podria

causarles ansiedad.

En cada sesion, el animal se coloco en el centro del compartimento proximal con
la vista hacia el compartimento del gato. Inmediatamente, el experimentador salié
del cuarto y cerro la puerta de modo que entrara una minima cantidad de luz
exterior. Una vez terminados los diez minutos de la prueba, se retird al animal de
la caja y se limpiaron las paredes de ésta con Extran®, seguido de una limpieza
con etanol 70%. También se retir6 el aserrin sucio y se reemplazd por aserrin

nuevo (Unicamente la zona donde se observo que el animal hubiera evacuado).

8.5 Exposicion a depredador

Al cuarto dia, se colocé a la rata en la caja bajo las mismas condiciones que en la

habituacién, con la excepcion de que previamente se colocé un gato macho adulto
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en el compartimento del gato. La sesion fue videograbada para su posterior

andlisis.

Las ratas que corresponden a los grupos no condicionados fueron sacrificadas al
finalizar esta prueba; las ratas correspondientes a los grupos condicionados
permanecieron vivas hasta el dia siguiente, en el que se realizd la prueba de

retencion.

8.6 Prueba de retencion

A las 24 hrs de que se expuso al animal a la caja con el gato, se llevé a cabo una
nueva exposicion de las ratas a la caja en donde fueron expuestas al gato bajo las
mismas condiciones de tiempo, luz, humedad y temperatura, a excepcion de que

el gato estuvo ausente. La sesion fue videograbada para un analisis posterior.

Cabe sefalar que esta reexposicion nos permitio observar si el animal logro
asociar tras una sola exposicion el estimulo aversivo (el gato) con el entorno en el

gue se presento éste (la caja).

8.7 Analisis conductual

Las medidas espacio-temporales que se midieron al analizar el video se muestran

en la Tabla 3.

Otras conductas que se midieron al analizar el video y cuyo niumero de episodios
pudiera indicarnos el grado de ansiedad/miedo en el que se encuentra el animal
se muestran en la Tabla 4. Dada la dificultad para evaluarlas individualmente y
debido a la gran variabilidad que se observé entre los animales, con excepcion del
acicalamiento todas las conductas descritas bajo este apartado se analizaron

conjuntamente bajo la denominacion de Medidas de Evaluacién del Riesgo.
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Tabla 3. Medidas espacio-temporales. Elaborado por Rebeca Méndez H.
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Estiramientos animal tiene el cuerpo

(stretch
attend)

elongado con la
espalda baja, al mismo
tiempo que mira en
direccién al
compartimento del
gato.

Aproxima-  Se presenta cuando la

ciones rata se mueve hacia el
(stretch compartimento del
approach) gato, con el cuerpo

elongado y la espalda
baja.

Numero de veces que
el animal se acicala.
Se mide para cada uno

de los compartimentos.

Tabla 4. Medidas de evaluacion del riesgo. Elaborado por Rebeca Méndez H.
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8.8 Perfusion y preparacion de cerebros.

Pasando 85 minutos de la prueba conductual, se administr6 0.8 mL de
pentobarbital (sobredosis) para producir una analgesia rapida y potente. La
perfusion se llevdo a cabo 90 minutos después de las manipulaciones
experimentales, ya que se sabe que en este tiempo el marcador de interés se
encuentra en su mayor grado de expresion con respecto al estimulo (Kaczmarek &
Chaudhuri 1997). La perfusiobn (1mL/g peso) se realiz6 por via cardiaca
introduciendo solucién salina fria (NaCl 0.9%) a un fluo de 10ml/min.
Posteriormente se fijé el tejido introduciendo por la misma via y bajo las mismas

condiciones una solucion de paraformaldehido al 4%.

Una vez perfundidos los animales, se prosiguidé a extraer los cerebros y a
colocarlos en una solucion de paraformaldehido 4% para terminar con la fijacion.
Pasadas 24 horas los cerebros fueron transferidos a soluciones con una
concentracion creciente de sacarosa para rehidratarlos y crioprotegerlos, de esta
manera evitando que los cortes presentaran artefactos de congelacion. Para ello,
los cerebros se colocaron inicialmente en una solucién de sacarosa 10% y cada
24 horas se cambiaron a soluciones de sacarosa con una concentracion creciente:
20% y 30%. Posteriormente, se obtuvieron rebanadas de cerebro en sentido
antero-posterior con un grosor de 40 um utilizando un criostato mantenido a -20°C.
Los cortes recolectados correspondieron a la amigdala y abarcaron
aproximadamente una distancia que va desde -1.60 a -3.60mm respecto al
bregma. Los cortes se recolectaron en una caja de pozos que contenia solucién
salina amortiguada con fosfatos (PBS: NaCl 0.9%, pH=7.2, 0.1M) muestreando 1
en 5, es decir, cinco cortes consecutivos fueron recolectados en uno de 5 pozos
consecutivos cada uno, mientras que el sexto se recogido de nuevo en el primer
pozo y asi consecutivamente. De esta manera, cada pozo contenia cortes con una
separacion de 200 um. Los cortes se guardaron a 4°C hasta ser procesados por

métodos inmunohistoquimicos.
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8.9 Inmunohistoquimica

Material proveniente de un solo pozo, conteniendo secciones representativas de
toda la amigdala, fue procesado inmunohistoquimicamente para EGR-1. La
inmunohistoquimica se realiz6 utilizando el sistema ABC (Vector systems®). Para
esto, se incubaron los cortes primeramente en el anticuerpo primario, un
anticuerpo policlonal de conejo vs. EGR-1 (Sigma-Aldrich®) diluido 1:1000,
durante 72 horas, a 4°C con agitacién suave y continua. Luego se lavaron con
PBS (amortiguador de fosfatos 0.1 M; NaCl 0.9%; pH 7.2) por 10 minutos, por
triplicado. A continuacion se incubaron en el anticuerpo secundario (Vector
systems®), un anticuerpo anti-conejo biotinilado diluido 1:200, durante 2 hrs a
temperatura ambiente, en agitacion suave. Enseguida se realiz6 un lavado con
PBS por 10 minutos por triplicado y los cortes se incubaron en el complejo AB
(complejo avidina-biotina-peroxidasa 1:1 pre incubado 2 hrs antes) durante 2
horas a temperatura ambiente. Posteriormente los cortes se lavaron de la misma
manera y se colocaron en un cristalizador con buffer (tris 0.05M, pH 7.2) y una
pequefia cantidad de diaminobencidina. Los cortes se preincubaron durante 5
minutos a temperatura ambiente, después de los cuales se agregaron 35uL de
peroxido de hidrogeno glacial. La incubaciéon se continué hasta observar una
coloracion café que indicé que la reaccion se llevdo a cabo adecuadamente. El
tiempo de incubacion maximo fue de 15 minutos. Enseguida, se retiraron los
cortes de cerebro del medio y se lavaron con PBS durante 10 minutos, por
triplicado. Los cortes se guardaron en PBS a 4°C hasta su montaje en un

portaobjetos.

El montaje de los cortes sobre un portaobjetos se realiz6 utilizando una solucion
de gelatina 1g/L y alcohol al 40%. Posteriormente se realizé una deshidratacion de
los cortes de cerebro adheridos a los portaobjetos mediante la colocacion de éstos
en etanol a diferentes concentraciones y finalmente en xilol puro. Para ello el tejido
fue colocado durante dos minutos en agua, después 4 minutos en etanol 70%,
seguido de 4 minutos en etanol 97%. Posteriormente los cortes fueron colocados
sucesivamente en etanol al 90% y 100% durante 4 minutos seguido de 2 minutos

en una mezcla de etanol (100%) y xilol también al 100%. Finalmente, los
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portaobjetos conteniendo los cortes fueron sumergidos en xilol por 4 minutos.
Después de esto se cubrid el tejido con Permount ® y un cubreobjetos. Se dej6

secar para observarlos posteriormente al microscopio.

8.10 Estereologia

Se utilizé un microscopio optico (Olympus BX15 ®) para observar el tejido y una
camara acoplada (Cool SNAPPro cf color®) para tomar las fotografias pertinentes.
Se localizaron los ndcleos que presentaban inmunoreactividad para EGR-1 y se
contaron las células positivas mediante el programa ImagePro. El conteo celular
se realiz6 dentro de la amigdala, en los nucleos central, lateral, basal y medial y
en algunos casos, (solamente en el corte correspondiente a -1.78 mm con
respecto al bregma) en la isla intercalada principal. El conteo se realizo
unilateralmente en 4 cortes consecutivos separados entre si por 200um y que
cubren una distancia que va desde -1.78 a -2.45 mm con respecto al bregma. Para
ser consideradas como positivas, las células debian poseer una silueta distinguible
del fondo. El conteo se realizé con ayuda de una rejilla de 40x40 um? que en su
centro contenfa un cuadro de 10x10 pm? Se contaron Unicamente aquellas

células que se encontraban dentro del cuadro o en interseccidn con su perimetro.

Se realiz6 la estimacion del numero de nucleos positivos para cada nucleo por
medio del método del fraccionador optico (Howard & Reed 1998) . Para ello se
realizo el calculo del nimero estimado de células positivas para EGR-1 mediante

la siguiente ecuacion:

— 1 1 1

Donde: Q corresponde al nimero de células contadas.
hsf corresponde a la altura de la fraccibn muestreada.
asf corresponde al area de la fracciéon muestreada.

ssf corresponde al muestreo utilizado, en este caso 1/5.
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La altura de la fraccion muestreada se calculé6 mediante la ecuacion:

h
hsf ==
f T

Donde: h corresponde a la altura del disector, en este caso de las células 'y

T corresponde al grosor de la seccién.

En este caso se considerdé Unicamente una célula por plano, por lo que se
considero que el grosor de la célula es igual al grosor de la seccion. Haciendo esta

consideracion, la relacion h/T es igual a uno.

El area de la fraccion muestreada se calculé6 mediante la ecuacion:

a
f
asf =—————

f (Ax X Ay)

Donde :

a/f corresponde el area de la cuadricula utilizada para contar. En este

caso se utilizé una cuadricula de 10x10 um?.

(Ax x Ay) corresponde el area de la rejilla utilizada. En este caso,
40x40 um?®.

Sustituyendo los valores en las ecuaciones anteriores, se obtiene:

N=Q-1-16-5

34



8.11 Analisis estadistico.
El analisis estadistico se llevo a cabo con el programa GraphPad Prism 5®.

En todos los casos, se observd que los grupos control (control no condicionado y
control condicionado) eran estadisticamente iguales para todas las variables. En
vista de lo anterior y dado que la Unica diferencia experimental entre ellos fue el
namero de dias que fueron expuestos a la caja sin el gato (el control condicionado
fue expuesto un dia mas) se considerd conveniente agruparlos dentro de un solo

grupo control.

8.11.1 Conducta.

Para las medidas espacio-temporales se utilizé estadistica paramétrica para
evaluar las diferencias entre los grupos. Se realizo el analisis de varianza de una

via (ANDEVA) y como prueba post hoc se utilizo la prueba de Dunnet.

En el caso de las medidas conductuales, debido a que los grupos no mostraban
una distribuciéon normal, el analisis se llevé a cabo mediante la prueba de Kruskall
Wallis. En caso de haber diferencias, se realizo la prueba de Mann-Whitney para

aislar el efecto.

8.11.2 Conteo celular

El analisis estadistico de los resultados del conteo celular se llevd a cabo

mediante una ANDEVA de una via y la prueba de Tukey como post hoc.
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Capitulo 9. Resultados

9.1 Conducta.

En general se observg, en los animales experimentales, aumento en la evitacion a
los espacios de la caja asociados al depredador y a las conductas relacionadas
con la evaluacién del riesgo con respecto a los controles, tanto durante la
adquisicion (conducta no condicionada) como tras la evocacion de la conducta
condicionada.

Medidas espacio-temporales.

De acuerdo a lo esperado, el tiempo que las ratas permanecieron en el
compartimento proximal al gato (Figura 7) disminuyO significativamente con
respecto al que mostraron los animales control tanto para el grupo no
condicionado como el condicionado (ANDEVA F=6.52;, P=0.0029). En
congruencia con lo ocurrido en el compartimento proximal, el tiempo que las ratas
permanecieron en el compartimento distal (Figura 8) se incremento
significativamente en ambas condiciones con respecto a sus controles (ANDEVA
F=5.616; P=0.0061;), lo que demuestra aumento en la evitacion a su depredador.
En contraste con lo anterior, el tiempo que las ratas permanecieron en el tunel
(Figura 9) fue practicamente idéntico para todos los grupos (ANDEVA F=0.05699;
P=0.9447). De la misma manera, el nimero de transiciones entre compartimentos
(Figura 10) fue muy parecido (F=0.2864; P=0.2864). En relacién a la latencia
(Figura 11), a pesar de que se observo una tendencia a su aumento en ambos
grupos con respecto al grupo control, ésta no resulté estadisticamente significativa
(ANDEVA F=1.984; P=0.1476).
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Figura 7. Tiempo de permanencia en el compartimento proximal. Se muestra la media * el
error estandar para cada uno de los grupos. Prueba de Dunnet *p<0.05; **p<0.01. Grupo

control (CON) n=24; Grupo no condicionado (NC) n=14; Grupo condicionado (C) n=16.
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Figura 8. Tiempo de permanencia en el compartimento distal. Se muestra la media + el
error estandar para cada uno de los grupos. Prueba de Dunnet *p<0.05; **p<0.01. Grupo
control (CON) n=24; Grupo no condicionado (NC) n=14; Grupo condicionado (C) n=16.
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Figura 9. Tiempo de permanencia en el tunel. Se muestra la media + el error estandar
para cada uno de los grupos. No hay diferencias entre los grupos y el control, (ANDEVA
p>0.05).Grupo control (CON) n=24; Grupo no condicionado (NC) n=14; Grupo

condicionado (C) n=16.
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Figura 10. Nimero de transiciones. Se muestra la media y el error estandar para cada uno
de los grupos. No hay diferencias entre los grupos y el control, (ANDEVA p>0.05).Grupo
control (CON) n=24; Grupo no condicionado (NC) n=14; Grupo condicionado (C) n=16.
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Figura 11. Tiempo de latencia. Se muestra la media * el error estdndar para cada uno de
los grupos. No hay diferencias entre los grupos y el control, (ANDEVA p>0.05). Grupo
control (CON) n=24; Grupo no condicionado (NC) n=14; Grupo condicionado (C) n=16.

Medidas de Evaluacion del riesgo.

El nimero de los episodios de las conductas de evaluacién del riesgo (Figura 12)
aumento significativamente con respecto al grupo control tanto para el grupo no
condicionado como el condicionado (Kruskall Wallis P=0.0099). En congruencia
con lo anterior, el nUmero de acicalamientos ocurridos en la caja proximal (Figura
13) disminuyd significativamente con respecto al control tanto para el grupo no

condicionado como el condicionado (Kruskall Wallis P=0.0197)..
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Figura 12. Namero de episodios de conductas de evaluacion del riesgo. La linea
representa la mediana y las barras muestran el rango de valores para cada uno de los
grupos; *p<0.05; **p<0.01. Prueba Mann Whitney (CON vs. NC) P=0.0462; Mann Whitney
(CON vs. C) P=0.0032). Grupo control (CON) n=24; Grupo no condicionado (NC) n=14;
Grupo condicionado (C) n=16.
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Figura 13. Niumero de acicalamientos en el compartimento proximal. La linea representa
la mediana y las barras muestran el rango de valores para cada uno de los grupos.
*p<0.05; **p<0.01. Prueba Mann Whitney (CON vs. NC) P=0.0432; Mann Whitney (CON
vs. C) P=0.0119) Grupo control (CON) n=24; Grupo no condicionado (NC) n=14; Grupo

condicionado (C) n=16.
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9.2 Expresion de EGR-1

Los resultados de la expresion de ERG-1 en los distintos nucleos de la amigdala
se muestran en las Figuras 14- 18. Como puede observarse en ellas, la exposicion
de las ratas a un gato (miedo no condicionado) no fue capaz de modificar el
namero de células inmunopositivas para EGR-1 tanto en el LA (Figura 14) como
en el BA (Figura 15), CeA (Figura 16) y MeA (Figura 17) con respecto al grupo
control. Por el contrario, en la isla intercalada principal se encontré una tendencia
de aumento en la expresion de EGR-1 (Figura 18), aunque esta tendencia no fue

significativa.

En contraste con los resultados anteriores, la expresion de EGR-1 se incremento
significativamente en el grupo de animales condicionados cuando se expusieron
al contexto asociado al depredador tanto en el LA (Figura 14) como el BA (Figura
15), pero no en el CeA (Figura 16) y el MeA (Figura 17). Como en el caso del
grupo no condicionado, se encontré6 aumento significativo en la expresion de

EGR-1 en laisla intercalada principal (Figura 18).
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Figura 14. Expresibn de EGR-1 en el nlcleo lateral de la amigdala. A) Fotografias
representativas del LA para cada uno de los grupos. B) Estimado del nimero de células
inmunopositivas para EGR-1en el LA. Se muestra la media + el error estandar para cada
uno de los grupos. Analisis estadistico: ANDEVA F ,,5=5.119 , P <0.05; Prueba Tukey
*p<0.05. Grupo control (CON) n=8; Grupo no condicionado (NC) n=4; Grupo condicionado
(C) n=6.
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Figura 15. Expresion de EGR-1 en el nacleo basal de la amigdala. A) Fotografias
representativas del BA para cada uno de los grupos. B) Estimado del numero de células
inmunopositivas para EGR-1en el BA. Se muestra la media + el error estandar para cada
uno de los grupos. Andlisis estadistico: ANDEVA F , 5= 7.068, P= 0.0069; Prueba Tukey
*p<0.05. Grupo control (CON) n=8; Grupo no condicionado (NC) n=4; Grupo condicionado
(C) n=6.
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Figura 16. Expresion de EGR-1 en el nucleo central de la amigdala. A) Fotografias
representativas del CeA para cada uno de los grupos. B) Estimado del nimero de células
inmunopositivas para EGR-1en el CeA. Se muestra la media + el error estandar para cada
uno de los grupos. Andlisis estadistico: (ANDEVA F ,15=3.495; P=0.0568). Grupo control
(CON) n=8; Grupo no condicionado (NC) n=4; Grupo condicionado (C) n=6.
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Figura 17. Expresion de EGR-1 en el ndcleo medial de la amigdala. A) Fotografias

representativas del MeA para cada uno de los grupos. B) Estimado del numero de células

inmunopositivas para EGR-1en el MeA. Se muestra la media + el error estandar para

cada uno de los grupos. Analisis estadistico: (ANDEVA F ,,5=2.560; P=0.1106). Grupo

control (CON) n=8; Grupo no condicionado (NC) n=4; Grupo condicionado (C) n=6.
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Figura 18. Expresibn de EGR-1 en la isla intercalada principal de la amigdala. A)
Fotografias representativas de la IM para cada uno de los grupos. B) Estimado del
numero de células inmunopositivas para EGR-1en la IM. Se muestra la media + el error
estdndar para cada uno de los grupos (ANDEVA F ,:5=4.680; P=0.0263). Prueba de
Tukey *p<0.05. Grupo control (CON) n=8; Grupo nho condicionado (NC) n=4; Grupo

condicionado (C) n=6.
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Capitulo 10. Discusién y conclusiones.

10.1 Discusion

10.1.1 Consideraciones conductuales.

El andlisis conductual realizado indica que tras de la exposicion de las ratas a un
gato, utilizando el dispositivo anteriormente descrito, éstas permanecen por menos
tiempo en aquellos espacios alejados de su depredador natural (compartimiento
proximal, en este estudio) y se recluyen en el espacio mas protegido
(compartimiento distal) que les ofrece la caja utilizada. Adicionalmente, las ratas
exhiben simultdneamente una serie de conductas que les permite evaluar el
riesgo al que han sido sometidas, tales como la exploracion de los espacios
proximales al depredador (cabeza afuera o head out), asi como elongaciones
(stretch attend) y/o aproximaciones (stretch approach) dirigidas al depredador.
Asimismo, las ratas reducen aquellas conductas que se consideran tipicamente
como no defensivas tales como el acicalamiento (Robert J Blanchard & Blanchard
1989). En cambio, no se observaron modificaciones en la locomocion ni la
aparicion de la conducta de congelamiento (freezing). Dado que las conductas
anteriores, incluyendo el congelamiento, disminuyen tras la administracion de
algunas benzodiacepinas (Blanchard, Blanchard, et al. 2005) se considera que son
conductas adaptativas (ansiedad/miedo) que tienden a proteger al roedor en
contra de su depredador natural. Ademas, estas conductas constituyen un indice
de la ansiedad que experimenta el roedor, como ha sido puesto en evidencia tras
su exposicion subsecuente al laberinto elevado en forma de “+” (Adamec &
Shallow 1993).

Aunque en el presente trabajo la conducta exhibida por las ratas fue similar a la
reportada en experimentos en donde los animales son expuestos a un gato
(Martinez et al. 2011), difirié de ellos en cuanto a la ausencia de congelamiento.
La razén por la cual el congelamiento, que es tan aparente en el modelo de
exposicidn a depredador, no se presentd en estos experimentos pudiera estar

ligada al disefio del dispositivo empleado, pues en este caso, aunque tanto las
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ratas como el gato coexistieron temporalmente en el dispositivo usado, estuvieron
separados por una pared perforada que limitaba las interacciones entre ellos. Es
muy probable, entonces, que dada la escasa agudeza visual de los roedores
(Burn 2008), la interaccion entre ellos haya sido esencialmente olfativa, como lo
sugiere la falta de congelamiento que se ha observado en aquellos modelos en los
que los animales estuvieron Unicamente expuestos, ya sea a un collar (R. A.
Dielenberg et al. 2001) o una tela (Blanchard et al. 2001; Li et al. 2004; Takahashi
et al. 2007; Zangrossi & File 1992) impregnados con el olor de un gato.
Adicionalmente, dado que la conducta de un animal depende de la distancia entre
el estimulo y el animal, predominado las respuestas de evitacién y evaluacién del
riesgo sobre las de congelamiento cuando las distancias entre el estimulo y el
animal en riesgo son grandes o existe la posibilidad de escape (Robert J
Blanchard & Blanchard 1989) (como en el dispositivo empleado en este trabajo),
no es sorprendente que no se haya presentado en estos experimentos el

congelamiento.

Finalmente, es importante enfatizar que las conductas descritas anteriormente no
solo se presentaron durante la exposicion de las ratas al gato, en donde el animal
experimenta un alto grado ansiedad no condicionada (Adamec & Shallow 1993)
sino también 24 horas después, cuando esta conducta se evoca en ausencia del
gato. Esto sugiriere que bajo las condiciones usadas en este trabajo, el animal se

ha condicionado al contexto como ha sido sugerido por (Blanchard et al. 2001).

10.1.2 Expresion de EGR-1 en el miedo condicionado y no condicionado en este
trabajo vs otros estudios reportados.

Dado que ha sido reportado que EGR-1 tiene un papel importante en las
plasticidad sinaptica y particularmente en aquella asociada con el miedo
condicionado (Knapska & Kaczmarek 2004; Alberini 2009), el objetivo de este
trabajo fue estudiar si la expresibn de EGR-1 es diferente en el miedo
condicionado vs el no condicionado. Para ello se utilizé el modelo de exposicion a
depredador y se asumid que el animal experimenta miedo no condicionado

(innato) en el momento en que es expuesto a su depredador, y condicionado
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cuando este es evocado 24 horas después en ausencia del gato. Usando este
modelo, se cuantific6 durante ambas fases el nimero de células inmunoreactivas
para esta proteina en diferentes nacleos amigdalinos, entre los que se incluye por

primera vez a la isla intercalada principal (IM).

Los resultados de este trabajo muestran que en comparacion con el grupo control,
gue nunca estuvo en presencia del gato pero si del dispositivo empleado, la
proteina EGR-1 incrementd su expresion durante la evocacion del miedo
condicionado pero no durante la exposicion de las ratas a su depredador, en
donde predominan las manifestaciones de miedo no condicionado. Dicho
incremento diferencial no fue general sino que solo se observé en los nucleos LA,
BA y la IM. Cabe destacar, sin embargo, que la expresion de EGR-1 en la isla
intercalada principal, a diferencia de lo que ocurrio en el LA y el BA aumento
notablemente tanto durante la expresion del miedo no condicionado como el
condicionado; aunque este aumento, muy probablemente debido a la variabilidad

encontrada, solo resulté significativo tras la evocacion del miedo condicionado.

La expresion de EGR-1 en los modelos de exposicion al gato ha sido solo
estudiada por Rosen et al. (2005) quien utiliz6 como modelo una arena de grandes
dimensiones (1,52 x 1.83 m) en donde las rata fueron expuestas a un gato vivo
gue se encontraba suelto dentro de la arena. Nuestros resultados estan de
acuerdo con los obtenidos por estos investigadores, ya que como en nuestro caso
tampoco reportaron cambios cuantitativos en la expresion de EGR-1 en el LA ni en
resto de los nlcleos amigdalinos aunque en este Ultimo caso sus observaciones, a
diferencia de las nuestras, solo fueron cualitativas. Por otro lado, nuestros
resultados difieren de los de Asok et al. (2013), quienes usando un enfoque
diferente al nuestro (la exposicion de las ratas a TMT), detectaron un aumento en
la expresion de EGR-1 en el CeA. Sin embargo, resulta dificil interpretar este
resultado, pues aunque los zorros son también depredadores naturales de las
ratas, el efecto del TMT, debido a su olor tan puatrido, pudiera mas bien estar
relacionado con una aversion a sus propiedades organolépticas y no con el miedo
gue los roedores sienten ante su depredador. Dada la ausencia de informacién en

la literatura, no fue posible comparar nuestros resultados con los obtenidos por
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otros laboratorios en torno a los efectos de la evocacion de la conducta del miedo
condicionado a depredador.

10.1.3 Expresion de EGR-1 en el miedo condicionado y no condicionado en el
modelo de exposicidén a depredador vs otros modelos.

Nuestros resultados difieren significativamente con los obtenidos en otros modelos
de condicionamiento (Rosen et al. 1998; Malkani & Rosen 2000b; Maddox et al.
2011) pues a diferencia de lo que ocurrié en todos ellos en nuestro caso no se
encontraron cambios en la expresion de EGR-1 en el LA durante la adquisicion del
miedo condicionado, representada bajo nuestras condiciones por la exposicion
aguda de los roedores a un gato. Dichos resultados sugieren que el mecanismo
gue sigue el condicionamiento a depredador es diferente del que se observa con
el condicionamiento clasico, en el que el estimulo condicionado (un tono o una luz)
se acopla a un choque eléctrico. Cabe sefalar, sin embargo, que durante la
exposicion al gato la falta de cambios en la expresion de EGR-1 observada en
nuestros experimentos también fue observada en el BLA y CeA por aquellos
autores, que como nosotros, condicionaron a los animales al contexto (Rosen et
al. 1998; Malkani & Rosen 2000b) y no a una sefial discreta (cue). Dicha similitud
fue parcialmente revertida durante la evocacion, pues en este caso el aumento en
la expresion de EGR-1 que observamos en el LA y BLA coincide con lo reportada
en aquellos experimentos en los que los animales fueron condicionados a una
sefal discreta (cue) y no al contexto. Sin embargo, tanto en nuestros experimentos
como los de Rosen et al. (1998) y Malkani & Rosen (2000) no se observaron
cambios en la expresion de EGR-1 en el CeA durante la evocacién cuando los

animales fueron condicionados al contexto.

La razon de estas diferencias, que ponen en evidencia la existencia de diferentes
mecanismos operantes entre el miedo incondicionado y el condicionado, pudiera
estar relacionada con la naturaleza o importancia del estimulo incondicionado (un
depredador que pone en riesgo la vida vs un estimulo simplemente aversivo como

un choque eléctrico), el tipo de condicionamiento (a una sefal visual o auditiva vs
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al contexto) que se produce en cada prueba y sobre todo la via que sigue la

informacion y su procesamiento en cada paradigma.

Los estudios realizados con modelos de condicionamiento en donde estimulos
auditivos son apareados a un choque eléctrico, han mostrado que estimulos
emocionalmente relevantes provenientes del tdlamo y la corteza cerebral alcanzan
al complejo basolateral de la amigdala y que tras de su procesamiento local son
enviados al CeA en donde se implementa una respuesta ansiogénica apropiada
(véase para una revisién sobre el tema (Palomares-Castillo et al. 2012; Ledoux
2000; Pare & Duvarci 2012; Ehrlich et al. 2009). De acuerdo a este esquema,
existiria una relacion lineal entre el nucleo lateral, en donde se dan cita los
estimulos condicionados y los no condicionados generando la plasticidad
requerida para el condicionamiento, y el nucleo central, donde se implementarian
las respuestas autonomicas, hormonales y conductuales caracteristicas de la
ansiedad. Por otro lado, asociada a estimulos que demandan atencion inmediata
para la sobrevivencia de un sujeto, se ha supuesto la existencia de una via corta,
en donde los estimulos aversivos llegan directamente al CeA. Es claro que la
exposicion a un depredador requiere de respuestas reflejas, capaces de preservar
la vida de un individuo ante su depredador pero también de respuestas mas
complejas que le permitan en un futuro anticipar su presencia; por lo que la
existencia de una “via corta” y una “via larga” podria aplicarse también para el

modelo de exposicion a depredador.

Nuestros resultados indican, sin embargo, que el mecanismo involucrado en el
miedo por exposicion a depredador difiere sustancialmente del modelo anterior
pues, en contra de lo que se esperaria de acuerdo a él, no se encontraron
cambios en la expresion de EGR-1 en el LA tras ser expuestas al gato (miedo no
condicionado), sugiriendo que dicha exposicion no genera plasticidad en ese
nucleo. En apoyo de lo anterior, experimentos de lesion (Martinez et al. 2011) han
demostrado que la destruccion del CeA carece de efectos en la conducta que se
observa en los animales tras la exposicién a su depredador, sugiriendo que en
este paradigma no existe una relacion lineal entre el LA y el CeA como el modelo

tradicional lo sugiere.
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10.1.4 Flujo de informacion sugerido para el modelo de exposicion a depredador.

Las diferencias encontradas entre el paradigma de exposicion a depredador con
respecto a las predicciones sugeridas por el modelo tradicional no resultan
sorprendentes si se considera que a lo largo de la evolucion de las especies,
presa y depredador siempre han coexistido; por lo que muchas de las estructuras
participantes en la deteccion del depredador y su afrontamiento corresponden a
estructuras filogenéticamente mas antiguas como aquellas relacionadas con el
olfato. Asi, como consecuencia de lo anterior, los estimulos condicionado
(contexto) y no condicionado (esencialmente el olor del gato) no se darian cita en
el nucleo lateral, que es una estructura cortical filogenéticamente mas reciente.
Por otro lado, el papel que tiene el CeA en la implementacion de las respuestas de
ansiedad en el modelo tradicional parece ejercerse en el modelo de exposicion a
depredador (o0 a su olor) a nivel del MeA que es evolutivamente mas antiguo que
el CeA, ya que como ha sido sefalado antes, la destruccion del CeA no abole las
respuestas de afrontamiento a un depredador pero si lo hace la destruccion del
MeA (Martinez et al. 2011; Blanchard et. al. 2005; Canteras, et al. 2005)

Aunque no es posible delinear con precision las interacciones anatdmicas que
operan durante la exposicion de un roedor a su depredador, se sugiere que la
informacion feromonal proveniente del érgano vomeronasal es procesada en el
bulbo olfatorio accesorio y enviada al MeA (Takahashi 2014), que como el CeA
tiene la capacidad de implementar una respuesta ansiogénica (Luiten et al. 1985).
Cabe sefialar, que bajo condiciones de apremio, esta via pudiera representar la
contrapartida de la via corta sugerida para la expresion de las manifestaciones del
miedo no condicionado en el modelo tradicional. Ya que los resultados de este
estudio muestran que no existen cambios en la expresion de EGR-1 en el MeA,
pero se ha reportado un aumento de la expresion de c-fos (Martinez et al. 2011)
gue es esencialmente un marcador de actividad neuronal, en dicho nucleo tras la
exposicién de los roedores a un gato, es posible que el papel del MeA en este
modelo sea implementar respuestas de ansiedad pero no ser un sitio de
plasticidad asociada a la experiencia con el depredador. Dado que en el modelo

tradicional se ha demostrado que aparte de la plasticidad generada en el LA existe
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plasticidad en el CeA e incluso en las islas intercaladas (Samson & Paré 2005;
Royer & Paré 2002), es posible que la plasticidad inherente a nuestro modelo
también ocurra en una forma mas distribuida como es sugerido por los resultados
de este estudio, ya que se encontr6 un aumento en la expresién de EGR-1 en el
LA, BLA e IM durante la evocacion.

Estudios anatomicos han puesto en evidencia la existencia de proyecciones bi-
direccionales entre el hipocampo con el MeA y el bulbo olfatorio accesorio
(McDonald 1998; Shipley & Adamek 1984), asi como del hipocampo hacia el
complejo basolateral de la amigdala y particularmente hacia el BA (van Groen &
Wyss 1990). Adicionalmente, experimentos de lesién han mostrado que tras la
destruccion del hipocampo ventral en roedores, las conductas que éstos exhiben
tipicamente ante su depredador 0 a un contexto asociado (incluyendo aquellas de
evaluacion del riesgo) se pierden (Pentkowski et al. 2006). En virtud de lo anterior,
dado que el modelo de exposicion a depredador (0 a su olor) es un modelo de
condicionamiento al contexto y dada la importancia del hipocampo en este tipo de
condicionamiento (Selden et al. 1991) es tentador sugerir que dicha estructura
pudiera ser un sitio de gran importancia para la generacion de plasticidad asociada
con el miedo a un depredador. La importancia de la potenciacion a largo plazo que
subyace a la instalacion de cambios plasticos en esta estructura da apoyo a la
sugerencia anterior. Es claro, sin embargo, que para apoyar esta sugerencia se
requiere de estudios posteriores que pongan en evidencia si, bajo las condiciones
empleadas en este trabajo, existe un incremento de la expresion de EGR-1 en el

hipocampo.

El incremento en la expresién de EGR-1 encontrado en este trabajo en el LA como
y el BA (que constituyen el complejo basolateral) durante la evocaciéon resulta
dificil de explicar, ya que como se discutié antes, dichos nucleos parecen tener
una importancia relativamente menor en la adquisicion del miedo condicionado en
el modelo de exposicion a un depredador. Sin embargo, es posible que aunque las
memorias generadas en este modelo no se almacenen directamente en el LA/BA
sino el hipocampo u algun otra region, estos ndcleos sean los encargados de

darles la valencia emocional a las memorias, como ha sido sugerido por Davis

53



(2001) antes de que la informacién sea enviada al MeA para la implementacion de
las respuestas de ansiedad apropiadas. En apoyo de esta sugerencia, cabe
sefialar que son bien conocidas las proyecciones del hipocampo al complejo
basolateral (van Groen & Wyss 1990) y de éste hacia el MeA (McDonald 1998).
Mas aun, dadas las conexiones que la corteza prefrontal mantiene con el complejo
basolateral (McDonald 1998), podria sugerirse que, aparte de modularse
emocionalmente, estas memorias son también moduladas cognoscitivamente.
Finalmente, dado que en el modelo tradicional las islas intercaladas incluyendo a
la IM controlan a manera de interfaz el flujo de informacién del LA al CeA, es
posible que la plasticidad sugerida por el aumento en la expresion de EGR-1 en la
IM tras la exposicion a un depredador (o a su olor), esté relacionada con el control
del paso de informacion del BLA al MeA, que en este modelo representa la
contrapartida del CeA. El flujo de informacion sugerido puede observarse en la
Figura 19.
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—3 Via corta
------ » Vialarga

Figura 19. Flujo de informacién sugerido para el procesamiento de la informacion de
miedo en el modelo de exposicion a depredador. En la via corta (representada por las
lineas sélidas), la informacion sobre el estimulo alcanza el hipocampo a través del AOB o
el MeA, siendo este Ultimo el que implementa la respuesta de miedo. Al mismo tiempo, la
informacién sobre el contexto alcanza al hipocampo, de manera que en él convergen
ambos estimulos y se lleva a cabo la plasticidad. En la via larga (representada por las
lineas punteadas), la informacion que ha sido guardada en el hipocampo es modulada por
el complejo basolateral y la corteza prefrontal y posteriormente enviada al MeA para
implementar la respuesta de miedo, ya sea directamente o a través de la IM.
Abreviaturas: mPFC, corteza prefrontal medial; LA, nucleo lateral de la amigdala, BA,
nucleo basal de la amigdala; IM, isla intercalada principal de la amigdala; MeA, nulcleo

medial de la amigdala; VNO, 6rgano vomeronasal; AOB, bulbo olfatorio accesorio.
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10.2 Conclusiones

= El modelo utilizado fue adecuado para inducir respuestas de miedo
condicionado y no condicionado, como se demostr6é por el aumento de las
conductas de evitacion y evaluacion del riesgo al exponer a las ratas a su

depredador o a un contexto asociado a éste.

= La expresidon de EGR-1 aumenta en el ndcleo lateral, basal y la isla
intercalada principal de la amigdala al exponer a una rata a un contexto

asociado a un gato (miedo condicionado).

= No se observan cambios en la expresion de EGR-1 en el nucleo lateral,
basal, central, medial y la isla intercalada principal de la amigdala al
exponer a la rata de manera aguda a su depredador (miedo no
condicionado), lo que indica que la expresion de EGR-1 es diferente entre

el miedo condicionado y el miedo no condicionado.

= Lo anterior, en conjunto con el hecho de que el nucleo central no participa
en el procesamiento de la informacién asociada al miedo a depredador,
sugiere que existen diferentes circuitos para procesar cada tipo de miedo y
gue el circuito utilizado en el miedo condicionado a depredador hace uso de
distintos circuitos cerebrales que los modelos de condicionamiento

tradicionales.

= Se encontré6 un aumento de EGR-1 en la isla intercalada principal de la
amigdala tras el miedo condicionado, lo que no habia sido evaluado hasta

ahora y conviene estudiar con mas detalle.
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