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RESUMEN

El estrés induce respuestas fisiologicas y conductuales que activan al eje
hipotalamo-pituitario-adrenal, estimulan cambios en las monoaminas y la secrecion de
glucocorticoides; estos cambios dependen de las caracteristicas del estresor. Se analizaron
los efectos del estrés por restriccion (R) sobre memoria y ansiedad en procedimientos
ejecutados a diferentes tiempos después del estrés y los cambios en el sistema
noradrenérgico de la corteza prefrontal (CPF) y el estriado dorsal (ED), y la concentracion
de corticosterona en plasma en ratas Wistar.

De 4 experimentos, en el 1°, se evalud el efecto de los estresores R (15 min) y
choque (2.5 mA) y la exposicion del entrenamiento en la camara de evitacion inhibitoria
(EI), en laberinto elevado en T (LT), y el laberinto elevado en cruz (LEC); los animales se
sacrificaron 0, 1 0 24 h después. En el 2° se evalu6 la memoria en la camara de EI, en el 3°
la memoria y la ansiedad en el LT y en el 4° la ansiedad en LEC. El efecto de la R sobre la
memoria y la ansiedad (Experimentos 2, 3, 4), en los que las tareas se ejecutaron a 0, 1 o
24 h después de la R los animales se sacrificaron al concluir la tarea. Los controles solo
ejecutaron la tarea y se sacrificaron 0, 1 o 24 h después. Los resultados mostraron que la
respuesta del sistema noradrenérgico de la CPF y del ED dependi6 del tipo de estresor; la
R y el choque aumentaron la concentracion de corticosterona. La R en la tarea de EI, no
deteriord la memoria ni la actividad noradrenérgica en la CPF y en el ED la actividad
aumentd dependiendo del tiempo en el que se ejecutd la tarea después de la R. La R
provoco amnesia en la tarea de LT, no modificé la actividad noradrenérgica en la CPF y en
el ED la actividad fue mayor cuando la tarea se ejecutd 1 h después de la R. La
concentracion del metabolito MHPG en la CPF, en el grupo 24 h fue menor respecto al
grupo R 24, en el ED los resultados fueron contrarios. La R no modificé la respuesta de
ansiedad; el sistema noradrenérgico de la CPF y del ED, respondieron de manera diferente
a los efectos de la R y de la R seguida de la exposicion al LEC.

El estrés por R activo al sistema noradrenérgico en CPF y el ED, los cambios
producidos pueden modular a los procesos de memoria y ansiedad. El estrés agudo indujo
a través del tiempo cambios, que dependen del tipo de estresor y el momento de la

evaluacion en el sistema noradrenérgico de la CPF, el ED y corticosterona en plasma.



1. INTRODUCCION

El estrés puede ser definido como la respuesta de un organismo a un estimulo
aversivo (estresor) que amenaza su equilibrio interno (homeostasis). Tales estimulos son
percibidos y evaluados por un sistema cognoscitivo/emocional, que induce una variedad de
cambios neuroendocrinos, metabolicos y conductuales en un intento para maximizar la
probabilidad de mantener el equilibrio interno frente a la sobredemanda. Cuando el estrés
es mas intenso ocurre una serie de ajustes no especificos. Estos ajustes pueden llevar a
respuestas que aumentan la actividad fisiologica como resultado de la interaccién de
factores medioambientales y psicoldgicos. La intensidad y la naturaleza de la respuesta
dependeran de las caracteristicas de cada individuo y pueden afectar el sistema inmune,
balance neuroendocrino y bienestar de los individuos produciendo graves patologias en
humanos y animales (Ramos & Morméde, 1998).

La reaccion fisioldgica inmediata al estrés se caracteriza por la liberacion de
catecolaminas (Rioja et al., 2007). La respuesta secundaria es algo mas lenta (15-20
minutos) depende de la especie en estudio y el estresor, y se caracteriza por la liberacion de
corticosteroides por la corteza adrenal via una cascada de eventos que ocurren en el eje
hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA). En la organizacion de la respuesta ante un estimulo
aversivo participan diversas estructuras cerebrales, entre ellas el hipotalamo, sistema
septohipocampal, la amigdala, el cingulo, la corteza prefrontal (CPF), asi como el cerebro
posterior, regiones del tallo cerebral como el nicleo parabraquial, nucleo cuneiforme y el
nucleo del rafe dorsal (Carrasco & Van de Kar, 2003; Mora, Segovia, del Arco, de Blas &
Garrido, 2012).

El sistema noradrenérgico participa en la regulacion de la respuesta y adaptacion al
estrés (Nakane, Shimizu & Hori, 1994). Los eventos estresantes activan al sistema
noradrenérgico del locus coeruleus (LC), sistema que contribuye a la regulacion de las
respuestas conductuales al estrés y la ansiedad. Los efectos del estrés sobre el sistema
noradrenérgico dependen del estresor, tiempo de accion y regiones estudiadas, lo que
explica que se describan aumentos, disminuciones de la actividad del sistema o la no
existencia de cambios (McDevitt et al., 2009; Pudovkina, Kawahara, Vries & Westernik,

2001; Singewald & Philippu, 1998).



El estrés modula los procesos de aprendizaje, memoria y ansiedad (Gunnar &
Quevedo, 2007). Los centros nerviosos que participan en estos procesos presentan traslape
entre ellos, como ocurre con la CPF que interviene tanto en la regulacion de la memoria
como en la ansiedad (Keeley, Bye, Trow & McDonald, 2014). En animales sometidos a
distintos tipos de entrenamiento, la administracion de muscimol (agonista GABA¢érgico) o
de 4cido aminofosfonopentandico (AP5) (antagonista glutamatérgico selectivo a receptores
NMDA) aplicados inmediatamente, a los 90 o 180 min después del entrenamiento de una
tarea de evitacion inhibitoria, a las 24 h provocd amnesia, lo cual no ocurrié cuando la
inyeccion se realizé 270 min después del entrenamiento (Souza et al., 2000). La inyeccion
de acido iboténico en esta misma region reduce la ansiedad medida en las pruebas de
laberinto elevado en cruz y de interaccion social (Shah & Treit, 2003), en animales
sometidos a estimulos aversivos o experiencias de ansiedad, aumenta la liberacion de
corticosterona y en la CPF se incrementa la concentracion de noradrenalina (NA) y
serotonina (5-HT) (Sahgal et al., 1990; Tomie, Tirado, Yu & Pohorecky, 2004).

Dependiendo del tipo, la duracion e intensidad del estresor, el someter a los
animales a diferentes estresores resulta en sefiales nerviosas y endocrinas que llegan a
multiples poblaciones de neuronas localizadas en diferentes regiones del cerebro como la
CPF (Adamec, Toth, Haller, Halasz & Blundell, 2012; Holmes & Wellman, 2009; Xiao-
Min et al., 2014) y el nucleo estriado dorsal (ED) (Algeri et al., 1988; Zucker, Weizman &
Rehavi, 2005). El enfrentar a los animales a diferentes tipos de tarea puede afectar de
manera diferencial la memoria y la ansiedad. En la rata, uno de los modelos mas utilizados
para evaluar la memoria es la tarea de evitacion inhibitoria de dos vias y para evaluar
ansiedad es el laberinto elevado en cruz (LEC). El laberinto elevado en T (LT) es un

modelo en el que evala al mismo tiempor la memoria y ansiedad.



2. ESTRES

En la actualidad, el estrés (del inglés stress, ,,tension™) es un problema de salud
publica importante ya que afecta a un gran nimero de personas, de tal manera que el
término estrés se ha convertido en un vocablo habitual de nuestra sociedad actual
(Schwabe, Joéls, Roozendaal, Wolf & Oitzl, 2012). Hans Selye (1907-1982) introdujo el
término “‘estrés” como una respuesta no especifica del organismo ante cualquier demanda
que se le imponga (la demanda se refiere a la causa del estrés). El estresor se define como

el agente causante que mantiene el estrés y la respuesta resultante (Pacdk & Palkovits,

2001).

El término estrés puede ser utilizado con un sentido negativo y se denomina
“distrés”, pero algunas veces se refiere a cambios que promueven o conducen a
sentimientos de alegria o entusiasmo como un estrés “bueno” (eustrés). Mas
frecuentemente la palabra estrés es usada en sentido negativo para describir estados
cronicos de desequilibrio como respuesta a los estresores. En el presente estudio se adopto
la definicion propuesta por Goldstein y McEwen (2002) que puntualiza al estrés como la
respuesta adaptativa del cuerpo que mantiene la homeostasis alterada por los factores
estresores y que puede ser llamada “alostasis” por la cual “se consigue estabilidad a través
del cambio”. El estrés induce cambios neuroenddcrinos, metabdlicos y conductuales en un
intento para maximizar la probabilidad de éxito sobre la demanda, que cuando ésta no es
superada puede provocar distintas patologias, desérdenes mentales o ambas. En el Manual
de Diagnostico y Estadistica de Desordenes Mentales (DSM IV, por sus siglas en inglés),
de la American Psychiatric Asociation (APA), el estrés se define como un evento
traumatico que causa intenso miedo, vulnerabilidad (desamparo) o ambos en un individuo.
El progreso en los estudios neurobiologicos del estrés proviene de la investigacion animal
y de los aportes de la neuroquimica, neuroendocrinologia y neuroimagenes. Los animales
son modelos excelentes para el estudio del estrés ya que continuamente aprenden de
experiencias que son clasificadas como estresantes, Martin et al., (2000), definen al estrés

en animales como un estado desfavorable y dafiino a la condicion de vida del animal.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goldstein%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12171767
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goldstein%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12171767

2.1. Fisiologia del estrés

Las respuestas de adaptacion a un estresor agudo incluyen procesos fisiologicos y
de comportamiento que son esenciales para mantener el equilibrio homeostatico. La
adaptacion conductual incluye un aumento de la excitacion, el estado de alerta y vigilancia,
mejora de la actividad cognoscitiva; atencion enfocada; y euforia o disforia. También
incluye una mayor analgesia y elevaciones de la temperatura corporal, con la inhibicion
concomitante de las funciones vegetativas, tales como el apetito, la alimentacion, y la
reproduccion (Chrousos, 2007). Los procesos fisioldgicos redirigen la utilizacion de la
energia entre los diversos organos e inhiben o estimulan selectivamente diversos sistemas
para movilizar las reservas de energia y estar preparado para la exposicion a desafios

impredecibles adicionales (Pacak & Palkovits, 2001).

La respuesta al estrés estd determinada total y completamente por el sistema
nervioso central y la coordinacion que éste ejerce sobre los tres sistemas corporales
encargados de mantener la homeostasis: los sistemas nervioso auténomo, endocrino e
inmunolégico. Dicha respuesta al estrés incluye la participacion de neurotransmisores
centrales y periféricos, como la NA por parte de la division simpatica del sistema nervioso;
asi como liberacion de hormonas por las glandulas suprarrenales, que secretan adrenalina
en la zona medular y glucocorticoides en la corteza.

En la respuesta endocrina al estrés intervienen las hormonas prolactina, que inhibe
la funcion del sistema reproductivo; el glucagén, que estimula el catabolismo del
glucdgeno; la arginina vasopresina, que incrementa la presion arterial lo que resulta en un
mayor flujo sanguineo y energético a los musculos, regula el balance del agua y
electrolitos corporales la somatostatina, que inhibe la secrecion de la hormona de
crecimiento; las endorfinas y encefalinas, que aumentan el umbral al dolor; la oxitocina,
que incrementa los efectos de la hormona de liberacién de corticotropina (CRH) sobre la
sintesis y liberacion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH); la colecistoquinina, la
galanina, el péptido vasoactivo intestinal, la angiotensina II y la neurotensina, que facilitan
la liberacion de ACTH.

La cascada de eventos que conduce a la produccion de glucocorticoides por la
corteza adrenal comienza con la liberacion de la CRH y la arginina vasopresina (AVP) por

las células en los nucleos paraventricular del hipotalamo. La CRH y AVP viajan a la



hipofisis anterior por el sistema portahipofisiario y estimulan la liberacion de la hormona
ACTH, la cual se une a receptores en la corteza de la glandula suprarrenal y estimula la
secrecion de glucocorticoides (GCs) (cortisol en humanos y corticosterona en roedores), a
la circulacion general. Los GCs entran en el citoplasma de las células de todo el cuerpo y el
cerebro, donde interactiian con sus receptores. Los receptores activados se desplazan hacia
el nucleo de la célula, donde regulan la transcripcion de genes en regiones sensibles a GCs.
La accion de los GCs en tejidos diana implica cambios en la transcripcion de genes, lo que
explica que los efectos de los GCs elevados pueden tardar muchos minutos u horas para ser
reconocidos y pueden continuar ejerciendo efectos sobre la fisiologia y el comportamiento
durante periodos prolongados (Gunnar & Quevedo, 2007).

Los glucocorticoides son los efectores finales del eje HPA y los principales reguladores
del mismo al interactuar con receptores celulares ubicados en la hipofisis, regiones
hipotalamicas como el LC, algunos nucleos de los nervios craneales, la region ventral y
subicular del hipocampo, el ntcleo central de la amigdala, la CPF, el septum lateral y los
nucleos de rafé¢ (Guyton & Hall, 1997; Ziegler & Herman, 2002). En la figura 1, se

representa el sistema HPA en el humano.
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Figura 1. Anatomia del sistema del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) (B) y las
estructuras que son importantes en su regulacion (A). La activacion (+) e inhibicién
(retroalimentacion) (-) de las vias del sistema HPA. El incremento en glucocorticoides
(GC) se inicia por la hormona de liberacidon-coticotropica/arginina- vasopresina
(CRH/AVP) desde la region medial parvocelular del nucleo paraventricular (PVN) en el
hipotdlamo. La inhibiciéon por retroalimentacion negativa opera a través de los
glucocorticoides (GCs), actuando al nivel de la pituitaria, ¢ hipocampo. Hormona



adenocorticotropica (ACTH); amigdala; acido gamma aminobutirico (GABA); hipocampo;
hipotalamo; Nucleo del Tracto solitario; Corteza Prefrontal (CPF) (Modificado de Gunnar
& Quevedo, 2007)

Otro componente del sistema de respuesta al estrés es el sistema nervioso simpatico
que es estimulado por la excitacion, vigilancia o una emergencia. Cuando algo de esto
sucede, el sistema simpatico transmite el mensaje desde la médula espinal a la médula
adrenal y se estimula la liberacion de adrenalina y NA, las que actian como hormonas a

nivel periférico.

2.2. Tipos de estresores

Los estresores se dividen en cuatro categorias: 1) estresores fisicos como el frio, el
calor, el ruido intenso y otros, y como estresores quimicos los venenos y las drogas; 2)
estresores psicoldgicos que reflejan una respuesta aprendida a experiencias previas en
condiciones adversas, afectan los procesos emocionales y pueden resultar en cambios
conductuales tales como la ansiedad, el miedo o la frustracion; 3) estresores sociales en
donde se reflejan disturbios entre individuos, como ejemplo en humanos esta la separacion
marital; y 4) estresores que alteran la homeostasis cardiovascular y metabdlica tales como

el ejercicio, la hipoglicemia o las hemorragias (Bowers, Bilbo, Dhabhar & Nelson, 2008).

En términos de su duracion los estresores se dividen en dos categorias: agudos
cuando se presenta una sola exposicion con limite de tiempo y cronicos que pueden ser
exposiciones al estresor en forma intermitente y prolongada o exposiciones continuas.

La intensidad del estresor es un parametro clave para establecer hasta qué punto
una situacion es mas o menos estresante e incluye un continuo de posibilidades desde
intensidades leves, moderadas o fuertes. Segin la naturaleza del estresor la intensidad
influye en el impacto producido sobre la reactividad fisiologica y psicologica del
individuo. La frecuencia de la presencia del estresor es determinante para establecer la
relacion estrés-enfermedad. Las consecuencias de un estrés agudo seran distintas a un
estrés que se repite en el tiempo hasta constituirse en una situacion crénica (Mercier et al.,

2003).



2.3. Modelos animales para el estudio del estrés

La utilizacion de modelos animales para estudiar las respuestas y consecuencias
fisiologicas y conductuales al estrés, permite abordar numerosas cuestiones que en los
humanos seria dificil o imposible de ejecutar. Hay que tener en cuenta que diferentes tipos
de estresores inducen distintas respuestas fisiologicas, que incluyen la activacion de
diferentes patrones en el cerebro y que no necesariamente se acompafian de cambios

bioquimicos y fisiologicos (Bowers et al., 2008).

Los estresores en los modelos animales se clasifican en:

Estresores biologicos. Se manipula el estado fisiologico del organismo, por la
privacion de alimento, bebida o suefio entre otros.

Estresores psicoldgicos. Se situa a los animales en un ambiente novedoso o de
conflicto en donde aprenden a desarrollar una respuesta o conducta determinada para
obtener un premio o refuerzo. Cuando consiguen éste aprendizaje se modifican las
condiciones experimentales.

Estresores sociales. Se basan en las tendencias innatas de las conductas y en los
modos de organizacion caracteristicos de cada especie. Como ejemplos se puede citar el
aislamiento de los sujetos en jaulas independientes, el hacinamiento de sujetos en una sola
jaula; aislamiento previo de los machos de modo que al hacerlos coincidir en un mismo
entorno tendran que luchar para establecer un orden jerarquico entre ellos y por el reparto o
dominio del territorio.

Estresores de tipo fisico. El modelo mas utilizado son los choques eléctricos que se
pueden administran en las patas de los animales a través de un suelo electrificado 6 en
alguna parte del cuerpo. Otro estresor es el ruido (intensidad y frecuencia). La aplicacion
de temperaturas extremas y la inmovilizacioén entre otros (Ho, Eichendorff & Schwarting,
2002).

2.3.1. Estrés por restriccion de movimiento

En la rata uno de los procedimientos para producir estrés es restringir el
movimiento durante cierto tiempo, para luego someterlos a un procedimiento conductual y

evaluar el efecto del estrés (Zerbib & Laborit, 1990). Hans Selye fue el primero que utilizé



el estrés por inmovilizacién en ratas las cuales manifestaron el sindrome del estrés:
hipertrofia adrenal, ulceracion gastrica e involucion timico-linfatica (Glavin, 1986).

La diferencia entre restriccion e inmovilizacion es que la restriccion es intensa, pero
no se sujeta en su totalidad al animal dejando la cabeza libre; mientras que la
inmovilizacién es mas completa (el sujeto queda inmovilizado en su totalidad) lo que
resulta en una mayor incidencia de lesiones. La restriccion es un modelo que es simple
efectivo, confiable y reproducible para producir una répida respuesta de estrés (Paré &
Glavin, 1986).

Los animales pueden habituarse a episodios prolongados o repetidos de restriccion.
La habituacion involucra una adaptabilidad o conservacion de la magnitud de las
respuestas centrales monoaminérgicas (como las noradrenérgicas) al estrés. Las respuestas
al estrés son diferentes dependiendo de la especie, cepas, edad, sexo, dieta, hora y €poca

del afio en que se realice el estrés (Glavin, Paré, Sandbak, Bakker & Murison, 1994).

2.4. Estrés y memoria

El estrés afecta la memoria (Shors, 2001), la direccion de este efecto depende del
tipo de estresor, la excitacion emocional, el sexo del individuo estresado y de las
interacciones entre estos factores, lo que resulta en la facilitacion, el deterioro, o la falta de
efectos sobre la memoria (Buchanan, 2007; Hoscheidt, LaBar, Ryan, Jacobs & Nadel,
2014; Roozendaal & McGaugh, 2011; Sandi & Pinelo-Nava, 2007; Schwabe et al., 2012).

En la rata, el estrés agudo por inmovilizacion produce respuestas opuestas sobre la
memoria espacial dependiendo del género, la memoria se deteriora en los machos y la
facilita en las hembras independientemente de la etapa del ciclo estral en la que se
encuentren. En éstas ultimas, los cambios en la concentracién de corticosterona dependen
del dia del ciclo estral en estudio, la concentracion de corticosterona en hembras tratadas
en el dia del proestro fue mayor que en las sometidas a restriccion en el dia del estro

(Conrad et al., 2004).
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3. APRENDIZAJE Y MEMORIA

Las expresiones “aprendizaje y memoria” remiten a dos realidades distintas. El
aprendizaje se considera un cambio en la conducta como resultado de la experiencia,
mientras que la memoria es el registro de la experiencia que subyace en el aprendizaje, es
decir la capacidad de almacenar y recuperar experiencias pasadas (Anderson, 2001;

Baddeley, 1994).

3.1 Aprendizaje

El aprendizaje se define como un cambio relativamente permanente en la conducta
como resultado de la experiencia, que no se debe a un estado transitorio, a la maduracion o
a tendencias de respuesta innata (Klein, 1995), lo que excluye los cambios debidos a la
fatiga, el uso de drogas y el crecimiento (Hilgard & Bower, 1989). Es un cambio en la
conducta que tiene lugar mediante la préactica o la experiencia. Es la adquisicion de una
respuesta conductual frente a un estimulo ambiental (Sweatt, 2003). Los resultados del
aprendizaje se pueden observar tanto en las habilidades intelectuales como en las motoras,

ya que ambas proveen las bases para sobrevivir.

3.1.1. Aprendizaje no asociativo.

El aprendizaje no asociativo es aquel en el que se produce un cambio en la
conducta como resultado de la experiencia repetida de un tUnico estimulo. En el
aprendizaje no asociativo se describen dos fendomenos: La sensibilizacion, que es un
fortalecimiento de la respuesta a una amplia variedad de estimulos que sigue a un estimulo
intenso o nocivo, es decir, es una facilitacion para responder a los estimulos incluso a los
que antes no generaba respuesta. La habituacion es un descenso de la respuesta a un
estimulo moderado repetitivo, es un proceso contrario a la sensibilizacién, que consiste en
dejar de responder a los estimulos que carecen de importancia biologica (Gasbarri,

Pompili, Packard & Tomaz, 2014).
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3.1.2. Aprendizaje asociativo

Uno de los principios mas antiguos que se conocen del aprendizaje es el de
asociacion. Mediante la asociacion de respuestas del organismo a una variedad de
situaciones estimulantes, la conducta del sujeto cambia. Estos cambios se reazan por dos
tipos de condicionamiento, el clasico y el operante.

La primera descripcion cientifica de los principios del condicionamiento clésico fue
realizada por Ivan Pavlov en 1900. Mientras realizaba una serie de experimentos sobre la
digestion y la salivacion de los perros, descubrid que tras varios ensayos en que se ponia
alimento en la boca de un perro, éste comenzaba a salivar a la vista del alimento, luego al
ver el recipiente del alimento y por ultimo hasta con los pasos del investigador (respuesta
incondicionada (RI)). La salivacién ante el estimulo asociado con la presentacion de
comida recibio el nombre de respuesta condicionada (RC). En este estudio clasico la
presentacion de un estimulo neutro (EN) produce so6lo una respuesta de orientacion y
después de algunos cuantos segundos se presenta la carne o estimulo incondicionado (EI).
Tras varios apareamientos del EN y el EI, el perro presenta la respuesta de salivacion ante
la presentacion del estimulo neutro, ahora estimulo condicionado (EC). Cuando esto ocurre

se ha establecido una respuesta condicionada (Rachlin, 1986).

En el condicionamiento operante o instrumental propuesto por B. F. Skinner, el
animal emite una respuesta (por ejemplo, presionar una palanca), y esta se refuerza, por
ejemplo, con alimento. La presentacion del reforzador aumenta la probabilidad de
ocurrencia de la respuesta, es decir que el animal repite la accion una y otra vez. Las
caracteristicas del condicionamiento operante es el uso de refuerzos y la afirmacién de que
la conducta esta mediada por sus consecuencias (Ardila, 1974). Un reforzador es un
estimulo cuya presentacion aumenta la probabilidad de ocurrencia de una misma respuesta.
Al procedimiento de presentacion de reforzadores se le 1llama reforzamiento, el cual puede
ser positivo o negativo. El procedimiento de reforzamiento positivo consiste en la
presentacion de un reforzador como consecuencia de la emision de una respuesta. La
emision de una respuesta seguida por un reforzador positivo, aumenta la probabilidad de
ocurrencia de dicha respuesta. Mientras que, en el reforzamiento negativo, los estimulos
son aversivos, como los choques eléctricos, o la estimulacion visual, auditiva o térmica

intensa, que producen en el sujeto un estado de dolor o malestar que el sujeto tratara de
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aliviar de igual manera que en el caso del hambre o la sed, por lo que cuando se termina un
estimulo aversivo se refuerza la conducta que pone fin a dicho estimulo. En el
condicionamiento con reforzamiento negativo cada respuesta correcta del sujeto termina
(escape) o pospone (evitacion) la aparicion del estimulo aversivo, lo que hace que se

incremente la probabilidad de ocurrencia de la respuesta (Reynolds, 1973).

3.2 Memoria

La memoria se refiere a los procesos por los cuales retenemos los conocimientos
adquiridos, es un sistema de almacenamiento y recuperacion de la informacion (Bermudez-
Rattoni, 2014). La formacion de la memoria pasa por 3 fases: adquisicion, consolidacion y
la recuperacion. La adquisicion es la etapa en la cual se adquiere el aprendizaje, la
consolidacion es la fase en la cual se fija la memoria, la cual requiere de tiempo, la
memoria es muy vulnerable durante la consolidacion, y finalmente es necesario conseguir
el acceso a la informacién almacenada (recuperarla). La consolidacion se lleva a cabo en
unos cuantos minutos después de la experiencia (Prado-Alcald & Quirarte, 2007). La
entrada de la informacion al encéfalo se procesa en un almacén de memoria a corto plazo.
Este tiene una capacidad muy limitada pudiendo durar minutos. La informacion es
transformada posteriormente mediante algun tipo de proceso a un almacenaje a largo plazo
mas permanente (Kandel, Jessell & Schwarts, 1996). Diferentes tipos de informacion se
adquieren, almacenan y recuperan de diferentes maneras, por lo que se puede hablar de

diferentes tipos de memorias.
3.2.1. Tipos de memoria

Existen diferentes clasificaciones de la memoria:

La memoria a corto plazo incluye la manipulacion de la informacion sobre nuestra
experiencia actual, es un proceso activo de duracion limitada y la memoria a largo plazo
almacena las experiencias pasadas, y se considera un cambio real de la estructura del
sistema nervioso. La memoria a largo plazo puede dividirse en dos formas seglin el tiempo
en el que se haya obtenido: anterégrada o inmediata (menos de 10 minutos) o retrégrada o
mediata (por tiempo prolongado) y tiene capacidad ilimitada que permite almacenar

grandes cantidades de informacion (Sweatt, 2003).
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La memoria puedes ser implicita y explicita segun como se almacena y se recuerde
la informacion. La memoria explicita o declarativa es la recuperacion de manera
consciente, es el tipo de memoria voluntaria. Pude ser memoria semantica (informacion
general de los conocimientos) o episddica (memoria autobiografica contextualizados en
tiempo y espacio). (Squire, 2004). La memoria implicita o no declarativa, o de
procedimiento es la memoria que supone la recuperacién no intencional del material
previamente presentado (habilidades motoras y cognoscitivas) (Ballesteros, Reales &
Manga, 1999). La memoria no declarativa se divide en cuatro subsistemas que son el de
las habilidades y habitos, el del priming (que se presenta cuando la ejecucion es facilitada o
entorpecida por informacion a la que se tuvo acceso recientemente), el de aprendizajes
asociativos basicos (que se subdivide a su vez en las respuestas emocionales y en las
musculares) y el de aprendizajes no asociativos (Kandel, Jessell & Schwarts, 1996).

La informacion emocional es procesada de manera diferente a la informacion
neutral (Wolf, 2008). El sistema que nos ayuda a fijar los recuerdos a partir de las
emociones es el sistema de la memoria emocional. El impacto de las emociones funciona

en estrecha relacion con la memoria declarativa (explicita) y no declarativa (implicita)

(LaBar & Cabeza, 2006).

3.2.2. Neurobiologia de la memoria

Existen varias teorias sobre como se desarrolla el proceso de la memoria. La
capacidad de la memoria estd basada en fendmenos neurales por lo que existe la hipdtesis
de que la formacion de la memoria esta distribuida o localizada en distintas regiones del
cerebro y se ha sefialado que existe una disociacion entre las regiones relacionadas con la
adquisicion y el almacenamiento de diferentes tipos de memoria. Cuando se produce un
dafo en alguna estructura de los sistemas de memoria se deterioran el aprendizaje y la
memoria de unas tareas, pero no de otras, lo que indica que los procesos neurales que se
procesan en cada tarea utiliza diferentes mecanismos dentro del cerebro que conllevan los

procesos de memoria (Gold, 2004).

Segiin White y McDonald (2002) existen tres sistemas neurales de memoria que

estan organizados en el cerebro en una serie de modulos independientes que funcionan en


http://www.plusesmas.com/salud/como_funciona_la_memoria/que_es_la_memoria_procedimental/515.html
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paralelo. Cada sistema tiene una estructura principal: el hipocampo, el estriado dorsal y la
amigdala. Por ello, los sistemas son referidos por los nombres anatomicos de las
estructuras principales: el sistema hipocampal, sistema estriado-dorsal y sistema de la

amigdala.

El sistema del hipocampo procesa informacién acerca de la relacion de las senales
del medio ambiente, es decir la memoria declarativa. Este sistema incluye al hipocampo, la
corteza entorrinal, el subiculo (al cual proyecta el hipocampo), y la corteza de la region
parahipocampal (Eichenbaum, 1997; Eichenbaum, Schoenbaum, Young & Bunsey, 1996;
Kandel, et.al., 1996).

El sistema del estriado dorsal esta involucrado criticamente en el aprendizaje y la
memoria de procedimiento, lo que implica la formacién de habitos de estimulo-respuesta,
es decir procesa la memoria no declarativa. El estriado dorsal contiene la memoria de
procedimiento. Lesiones en el estriado dorsal deterioraron la adquisicion de una prueba de
memoria de procedimiento y no la adquisicién en una prueba de memoria declarativa.

(Packard, 2009a).

El sistema de la amigdala también procesa informacién que involucra sefiales
individuales que ocurrieron cuando los animales fueron expuestos a ciertas situaciones de
aprendizaje, respuestas generadas por un reforzador procesadas en este sistema es decir la
memoria emocional (Squire, 2004).

En la amigdala se adquieren y retienen recuerdos duraderos de experiencias
emocionales (McGaugh, 2004). La amigdala basolateral (ABL), es fundamental para la
adquisicion y el almacenamiento de la memoria de situaciones que producen miedo. En
una prueba de evitacion activa la lesion electrolitica del 42% de la ABL, deteriord la
memoria (Kédar et al., 2014). Segiin Buchanan (2007), la amigdala, en combinacion con el
hipocampo y la CPF, juega un papel importante en la recuperacion de recuerdos de eventos
emocionales.

White y McDonald (2002) propusieron la existencia de “Sistemas multiples de
memoria en paralelo”. El concepto de que los sistemas pueden actuar paralelamente,
implica que diferentes clases de informacion de cada condicidon sea procesada en un

sistema diferente y Unico. Una sola prueba de aprendizaje espacial puede tener diferentes
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condiciones, por ejemplo, memoria emocional y de trabajo. En estos sistemas son posibles
dos clases de interacciones; primero, las salidas de un sistema pueden interactuar o
emerger de uno o mas puntos, produciendo tendencias conductuales que pueden interactuar
cooperativamente o competitivamente. Segundo, existen conexiones anatémicas directas
entre los sistemas. Estas dos condiciones implican que la actividad en un sistema puede
actuar directamente en otro sistema y promover o impedir el procesamiento de la
informacién, asi como promover cambios sinapticos que conlleven a interacciones que
pueden ser de tipo competitivo o cooperativo (Colombo & Gold, 2004).

Prado-Alcala y Quirarte (2007) proponen que los sistemas de memoria pueden
actuar en paralelo en la consolidacion de la memoria. Numerosos tratamientos
farmacoldgicos (como agonistas GABAérgicos o antagonistas colinergicos) o diferentes
estresores como la restriccion de movimiento en ratas, pueden producir amnesia. En la
momento en que ocurre una experiencia, los efectos amnésicos son menores, hasta llegar
un momento en que se tornan totalmente inefectivos. El periodo de vulnerabilidad marca la
duracion del proceso de consolidacion.

Cuando se interfiere con la actividad normal de una estructura cerebral
determinada, se produce una deficiencia en la consolidaciéon o en la retencion de la
memoria, es decir existe un conjunto de nucleos cerebrales indispensables para que se
establezca la memoria, y basta con que uno de ellos no funcione correctamente para que la
informacion derivada del aprendizaje no se almacene. Prado-Alcala y Quirarte (2007),
postularon que estas estructuras estdn conectadas funcionalmente en serie, y que la
informacion derivada de una experiencia de aprendizaje debe transitar por todas ellas para
llegar a algin “centro de integracion”, de cuya activacion depende la consolidacion de la
memoria y que cuando la informacién se interrumpe es debido a que alguno de los
componentes de este ensamblaje de estructuras no funciona correctamente y, por lo tanto,
no se produce la consolidaciéon. Un segundo modelo postula que las estructuras que
originalmente estaban conectadas en serie (u otras estructuras sumadas a las originales)
ahora sufren un cambio, conectandose funcionalmente en paralelo. De esta forma, aunque
alguna de las estructuras del circuito no funcione normalmente o esté dafiada, la actividad

derivada de la experiencia de aprendizaje podra seguir su trayecto hacia el posible “centro
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de integracion”, facilitando la consolidacion de la memoria (Dudai, 2004; Prado-Alcala, et

al., 2007).

Memoria I

A 4
Declarativa No declarativa o de Emocional
Corteza, hipocampo procedimiento Amigdala, CPF, estriado ventral

Estriado dorsal, cerebleo

Figura 2. Sistemas de la memoria (Squire, 2004; White & McDonald, 2002).

3.2.3. Neurofarmacologia de la memoria

Las neuronas se conectan entre si en forma de redes, lo que permite una
comunicacion interneuronal compleja. Esta organizacion en red es particularmente
evidente en relacion con la funcidon cognoscitiva. Las interacciones de estos sistemas se
caracterizan por utilizar diferentes neurotransmisores en la comunicacion entre las
diferentes regiones y tipos de neuronas. En estudios experimentales en animales, se
analizan los efectos de otros neurotransmisores ajenos a las redes en estudio, sobre el
aprendizaje y la memoria. La disminucion o el aumento en los niveles de los
neurotransmisores, la activacion o el bloqueo de los diferentes receptores relacionados con
los neurotransmisores indican que otros mecanismos pueden alterar el aprendizaje y la
memoria (Zarrindast, 2006).

La acetilcolina es un neurotransmisor que participa en los procesos de aprendizaje y
memoria. Los agonistas colinérgicos producen facilitacion de la adquisicion y retencion de
la memoria, mientras que los antagonistas producen deterioro en ambas (Garcia-Saldivar &
Cruz-Morales, 2000). La administraciéon sistémica de escopolamina (antagonista
colinérgico), a ratas entrenadas con diferentes intensidades de choque en una tarea de

evitacion inhibitoria, produjo amnesia cuando los animales fueron entrenados con
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intensidades moderadas, lo que no ocurri6 cuando se administraba en sujetos entrenados
con intensidades bajas (Quirarte, Cruz-Morales, Diaz Del Guante, Garcia & Prado-Alcala,
1993), o con intensidades altas (Cruz-Morales, Duran-Arevalo, Diaz Del Guante, Quirarte
& Prado-Alcald, 1992).

Por su influencia en regiones corticales y subcorticales, los sistemas
monoaminérgicos DA, NA y serotonina (5-HT) participan en los procesos cognoscitivos.
La amplia distribucion de estas redes monoaminérgicas es una de las principales
dificultades para el analisis de sus funciones e interacciones (Levin, 2006). La reduccion
de actividad de la DA cerebral que ocurre como una parte del envejecimiento se asocia con
cambios en sistema motor, asi como las funciones cognoscitivas (Govoni, 2009). Estudios
en nuestro laboratorio muestran que la restriccion de movimiento deteriora la memoria de
evitacion en un laberinto elevado en T y disminuye la actividad serotonérgica en el estriado
dorsal. EIl deterioro de la memoria parece estar asociado con cambios en el sistema
serotonérgico estriatal, que se explica por los efectos de diferentes factores del estrés sobre
la capacidad de las neuronas serotonérgicas para sintetizar el neurotransmisor (Cruz-
Morales et al., 2008). La inhibicion de la sintesis de la NA por medio de la inactivacion del
LC, no afecta la adquisicion en una prueba de evitacion inhibitoria, pero si a la
consolidacion y a la retencion (Khakpour-Taleghani, Lashgari, Motamedia & Naghdi,

2009).

3.2.4. Evitacion inhibitoria como modelo para evaluar memoria

Uno de los procedimientos mas comunes para evaluar el efecto de firmacos en la memoria
de animales es el reforzamiento negativo, y concretamente el procedimiento de evitacion
activa y pasiva. El procedimiento de evitacion pasiva, también llamado evitacion
inhibitoria, consiste en entrenar a los sujetos a evitar un estimulo aversivo por medio de la
inhibicion de sus respuestas en donde los sujetos aprenden la tarea después de un unico
ensayo (Gold, 1986). Las ventajas del empleo de estos paradigmas son: la tarea es
rapidamente aprendida, se requiere de un solo ensayo, por lo que se tiene el control del
momento en que se inicia la consolidacion de la memoria; las respuestas se mantienen
estables a lo largo del tiempo; y los resultados son equivalentes a los resultados obtenidos a

otros procedimientos. Las respuestas que se miden empleando estos procedimientos, son el
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numero de ensayos, nimero de aciertos y errores, latencias etc. (Bammer, 1982). De esta
manera es posible estudiar la memoria a corto y largo plazo. Los efectos de los farmacos
en la respuesta de evitacion pasiva son evaluados por su administracion antes o después del

entrenamiento, antes de la prueba o antes del entrenamiento y la prueba.
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4. ANSIEDAD

La ansiedad se presenta en respuesta a varios factores estresantes que pueden ser
fisiolégicos, ambientales o ambos, y aunque la ansiedad se considera un fendémeno
emocional comun en la vida cotidiana, puede causar alteraciones patologicas. Las
investigaciones clinicas en enfermedades psiquidtricas reconocen una serie de sindromes

ansiosos que implican sustratos biologicos diferentes (Clement & Chapouthier, 1998).

El término ansiedad hace referencia a un estado emocional, un sintoma, o un
conjunto de sintomas que se presentan como reaccion ante situaciones de peligro, estrés,
conflicto, como resultado de un trauma, por consumo de drogas o por presencia de una
enfermedad; todos los cuales pueden deteriorar el funcionamiento normal (Cruz-Morales,
Gonzalez Lopez, Gémez-Romero & Arriaga-Ramirez, 2003), mientras que el miedo, se
considera como una reaccion a situaciones de peligro las cuales son reales y bien definidas
(Boissay, citado en: Ramos & Mormede, 1998), lo que hace que sea diferente a la
ansiedad. En el DSM 1V, la ansiedad se define clinicamente como un estado de aprension o
tension difusa o vaga, frecuentemente acompainiado de una o mas sensaciones fisicas

inducidas por la expectativa del peligro, dolor o la necesidad de un esfuerzo especial.

Las respuestas a la ansiedad pueden afectar a todos los sistemas organicos, alterar
todos los aspectos de la conducta y matizar casi todos los estados de animo y las
emociones. Entre los signos o cambios de conducta se describen la poca concentracion
(distraccion), el aumento de la reactividad, la falta de motivacion, el aumento en los
trastornos del lenguaje, las compulsiones, la preocupacidon obsesiva, los actos motores
repetitivos, la disminucién de la capacidad de aprendizaje o para resolver problemas. En
las respuestas fisiologicas hay aumento de la frecuencia cardiaca, hiperventilacion,
cefaleas, mareos, poliuria, sudoracion profusa, aumento de las secreciones gastricas entre

otros (Cruz-Morales et al., 2003).

4.1. Tipos de ansiedad

El estado de ansiedad incluye manifestaciones fisicas y mentales no atribuibles a

peligro verdadero, que ocurren con ataques o en estado de persistencia al peligro (Belzung
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& Griebel, 2001). En el DSM 1V se distinguen diferentes tipos de ansiedad entre las que se
incluyen desordenes de panico con o sin agorafobia, fobia, desorden obsesivo-compulsivo,

trastorno por estrés agudo o postraumatico y ansiedad generalizada.

Estudios experimentales han analizado las estructuras y neurocircuitos asociados
con las respuestas de ansiedad, sobre todo en roedores, utilizando principalmente el
condicionamiento del miedo, la evitaciéon inhibitoria y los modelos de sobresalto

potenciada por miedo (Shin & Liberzon, 2010).

4.2. Neurobiologia de la ansiedad

Los trastornos del estado de animo y de la ansiedad se caracterizan por una
variedad de afecciones neuroanatomicas, neuroendocrinas y de alteracion en la sintesis y
liberacion de los neurotransmisores (Kalueff, 2007). La identificacion de las alteraciones
en su funcionamiento se complica por el alto grado de interconectividad entre las areas
corticales del cerebro, circuitos limbicos y del tronco del encéfalo. El mal funcionamiento
de los circuitos involucrados en los estados de ansiedad puede llevar a una psicopatologia.
Las alteraciones del estado de danimo pueden estar influenciadas por las experiencias
ambientales y la predisposicion genética (Shin & Liberzon, 2010).

En la modulaciéon de la ansiedad intervienen los sistemas motor, sensorial,
endocrino, inmune, cardiovascular y neural. Numerosas estructuras cerebrales median las
respuestas conductuales y fisiologicas de la ansiedad, como la amigdala (y sus subnucleos),
el nucleo accumbens (incluyendo la cama del nucleo de la estria terminal) (BNST), el
hipocampo, el hipotdlamo ventromedial, la sustancia gris periacueductal, varios nucleos
del tronco encefalico, ntcleos talamicos, corteza insular, y algunas regiones de la corteza
prefrontal (corteza cingular, infralimbica y prelimbica) (Millan, 2003; Shin & Liberzon,
2010).

Los circuitos neuroanatomicos implicados en el proceso de la ansiedad, se
concentran alrededor de la amigdala. La amigdala es la que primero detecta la amenaza,
coordina la respuesta via proyecciones ascendentes a las areas motoras y con proyecciones
descendentes a los nucleos del tallo cerebral que controlan las respuestas autonomas y

excitatorias. También procesa la informacion sensorial por dos vias: una via monosinéptica
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desde el tdlamo sensorial a la amigdala y una via multisinaptica que coordina la
informaciéon desde las areas sensitivas de asociacién y estructuras mesotemporales
corticales. La amigdala recibe informacion desde diversas regiones del cerebro como la
CPF media, el hipocampo y el circuito cortico-estriato-talamico (Kent, Mathew & Gorman,
2002). Algunos autores han sugerido que puede haber sistemas de miedo y ansiedad por
separado orquestados a través del nucleo central de la amigdala y la BNST,

respectivamente (Davis, 2006).

Existen evidencias de la participacion de la amigdala en la memoria afectiva o
emocional. En la rata, las lesiones en la amigdala bloquean el efecto estimulante de la
administracion de adrenalina y glucocorticoides sobre la memoria. Después del
entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria, el estimulo de los receptores [3-
adrenérgicos de la amigdala mejord la memoria, mientras que el bloqueo de los receptores
B-adrenérgicos bloqued la modulacion de la memoria (McGugh, Cahill & Roozendal,

1996).
4.3. Neurofarmacologia de la ansiedad

Los sistemas noradrenérgico, GABAérgico, glutamatérgico, serotonérgico,
colinérgico, los opioides y las hormonales influyen sobre los circuitos mencionados
(McGaugh et al., 1996).

En ratas adolescentes (juveniles de 229g) sometidas a una prueba de conflicto
social en el hipocampo aumenta la concentracion de NA y 5-HT y disminuye la de DA en
la CPF. A partir de estos resultados se sugiere que la tension social en ratas adolescentes
produce déficit en las respuestas de ansiedad y la funcion monoaminérgica es alterada

(Watt, Burke, Renner & Forster, 2009).

Con el uso de medicamentos ansioliticos ha sido posible analizar cuales son los
circuitos de neurotransmision que participan en la ansidedad. Las benzodiazepinas son
utilizadas en el tratamiento de la ansiedad, los trastornos del suefio, algunas formas de
epilepsia, y en condiciones particulares por sus caracteristicas de relajantes musculares y
amnésicos (File, 1987; Stephens & King, 2013). Las benzodiazepinas facilitan la

transmision inhibitoria mediada por el GABA ya que se unen a los receptores GABAa.
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4.4. Modelos animales que evaltan ansiedad

El desarrollo de modelos animales de ansiedad y de estrés han ayudado a identificar
los mecanismos farmacologicos y los posibles efectos clinicos de varios medicamentos, asi
como la comprension de la neurobiologia de las enfermedades psiquiatricas (Campos,
Manoela, Fogaca, Aguiar & Guimaraes, 2013).

Los modelos de ansiedad en animales miden respuestas conductuales o fisioldgicas
ante estimulos estresantes o novedosos. Treit (1985) reconoce tres tipos de pruebas de
ansiedad: las basadas en respuestas incondicionadas (por ejemplo, conductas exploratorias,
consumatorias y sociales), las basadas en paradigmas de aprendizaje (por ejemplo,
condicionamiento en evitacion activa y pasiva) y las basadas en aprendizajes aversivos en
formas filogenéticamente preparadas (condicionamiento de aversion al sabor). Las pruebas
basadas en aprendizaje condicionado frecuentemente utilizan estimulos fisicos nocivos
tales como choques eléctricos, privacion de agua, comida o ambas. Para establecer una
relacién entre los modelos animales con los humanos, Clement y Chapouthier (1998),
utilizan modelos que reproducen algunos de los sintomas observados en humanos, tales
como situaciones de conflicto, respuesta emocional condicionada y prueba de interaccion
social.

Entre las pruebas mas utilizadas para medir la ansiedad, se encuentran los modelos
basados en la conducta exploratoria de los sujetos como el campo abierto, compartimento
luz-oscuridad, la interaccion social, el laberinto elevado en cruz (LEC), lo cual les da cierta
validez dado que se apoyan en la conducta incondicionada y espontanea de los sujetos
(Cruz-Morales et al., 2003). El LEC consiste en un laberinto en forma de cruz, con dos
brazos abiertos y dos cerrados, y esta elevado del suelo 50 cm. Este modelo se basa en el
miedo incondicionado que tienen los roedores a los espacios abiertos, requiere de poco
tiempo (usualmente de cinco minutos) para adquirir la respuesta de ansiedad y no requiere
entrenamiento. Se basa en la actividad exploratoria para lo cual se mide el nimero de
entradas a los brazos abiertos y cerrados, el tiempo de permanencia a los brazos abiertos y
cerrados, el numero total de entradas que son indices de diferentes componentes como la
ansiedad, y la actividad motora (Campos et al., 2013; Costa, Tamascia, Nogueira, Casarini
& Marcondes, 2012; Cruz, Frei & Graeff, 1994; Cruz-Morales et al., 2003; Hogg, 1996;
Jones, Duxon & King, 2002; Korte & De Boer, 2003).
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4.5. Ansiedad y memoria

Tanto en humanos como en roedores, la ansiedad puede alterar la memoria por lo
que existe la posibilidad de que la ansiedad y la memoria interactien (Kalueff, 2007). La
presentacion de estimulos aversivos se asocian con la liberacion de las hormonas del estrés
y de neuropéptidos que afectan la atencidon, motivacion, excitacion o vigilancia, el

aprendizaje, la memoria y ansiedad (Croiset, Nijsen, & Kamphuis, 2000).

Para el estudio de la memoria y ansiedad se utiliza el laberinto elevado en T (LET),
un procedimiento derivado del LEC, que consiste en un brazo cerrado y dos brazos
abiertos, y permite evaluar al mismo tiempo la ansiedad y la memoria. En este modelo a
los sujetos se les somete a tres ensayos consecutivos de evitacion a los brazos cerrados y
un ensayo de escape del brazo abierto. Se asume que las respuestas de los sujetos
representan respuestas condicionadas (evitacién) y respuestas incondicionadas como el
miedo (escape). Un dia mas tarde se evaliia la memoria exponiendo al sujeto una sola vez
al brazo cerrado y tomando el tiempo que tarda en salir al brazo abierto (latencias de
evitacion) y para evaluar la ansiedad se expone una sola vez al brazo abierto y se toma el
tiempo que tarda en entrar al brazo cerrado (latencias de escape) (Conde, Costa & Tomaz,
1999; Cruz-Morales et al., 2003). Otros investigadores utilizan el LET como modelo
exclusivamente de ansiedad (Carvalho-Netto & Nunes-de-Souza, 2004; Graeff, Ferreira &

Zangrossi, 1998).

Los efectos de la exposicion al LET sobre la memoria y la ansiedad han sido
probados administrando a ratas diazepam o ipsapirona, una azapirona que no tiene efectos
amnésicos. En dosis altas ambas drogas deterioraron la memoria de evitacion inhibitoria,
un efecto que puede deberse al efecto ansiolitico. Tres dias mds tarde el diazepam en las
mismas dosis provocd amnesia anterograda, mientras que la ipsapirona no deteriord la
memoria, aunque el escape fue alterado por las dos drogas. Por ello se propone que el LET
puede ser util para analizar la disociaciéon entre memoria y ansiedad (Conde, Costa &
Tomaz, 1999; Viana, Tomaz & Graeff, 1994).

A partir de los resultados obtenidos en estudios disefiados para diferenciar la

participacion de estructuras cerebrales en la memoria y la ansiedad, Trivedi y Coover,
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(2004) concluyen que el hipocampo ventral y dorsal estan involucrados diferencialmente
en la evitacion inhibitoria en el LET.

La ansiedad y el estrés afectan la memoria tanto en humanos como en animales, lo
que plantea la posibilidad de que la memoria y la ansiedad interactien. Aunque ambas
pueden ser afectadas de manera independiente, es importante entender que la memoria y la
ansiedad representan dos procesos del sistema nervioso central que se superponen
estrechamente, y que por tanto pueden interactuar en diferentes niveles, incluyendo la

neuroquimica cerebral, circuitos, farmacologia y genes (Kalueff, 2007).
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5. CORTEZA PREFRONTAL (CPF)

En los mamiferos, el polo anterior de la corteza del cerebro es comunmente
designado como CPF. La complejidad morfologica de la CPF, especialmente en los
vertebrados, hace improbable su homogeneidad funcional. La CPF es la parte de la corteza
cerebral que recibe proyecciones desde el nicleo medio-dorsal del tadlamo (Fuster, 1988).
En los humanos se le considera como la region donde se realizan las funciones cognitivas
mas elevadas, tales como el pensamiento, la toma de decisiones, el juicio, razonamiento y
la planeacion. La CPF protege a estas representaciones fragiles de la interferencia de
distracciones externas o internas, y es clave para inhibir acciones inapropiadas y la
promocion de las operaciones pertinentes. Todas estas capacidades dependen de las

conexiones de redes neuronales (Arnsten, 2009).

5.1. Neuroanatomia de la CPF

La CPF es una coleccion de areas neocorticales interconectadas que envian y
reciben proyecciones practicamente de todos los sistemas corticales como el sensorial y el

motor, y de muchas estructuras subcorticales (Miller & Cohen, 2001).

En humanos, la parte funcional de la corteza cerebral comprende principalmente
una fina capa de neuronas de 2 a 5 milimetros de espesor que cubre la superficie de todas
las circunvoluciones del cerebro. Estd formada por capas con diferentes tipos celulares.
Capa 1 o capa molecular: es escasa en neuronas, la mayoria de las células son gliales; Capa
II o granular externa, formada por células granulares pequenas, con dendritas que
ascienden a la Capa I y axones descendentes a las capas mdas profundas. Capa III o
piramidal externa constituida por abundantes neuronas piramidales que se distinguen en
dos grupos, uno superficial en relacion con la capa granular formado por neuronas de
tamafio pequefio y una subcapa profunda formada por neuronas de mayor tamafio. Las
dendritas de éstas neuronas se dirigen a la primera capa y los axones a la profundidad.
Capa IV o granulosa interna, integrada por células estrellas (granulares). Capa V o
piramidal interna, constituida por neuronas piramidales de mediano y pequeio tamafio, las
de mayor tamafio ascienden al estrato I, mientras que las de menor tamafio terminan en la

capa IV o incluso en el V. Capa VI o capa fusiforme, contiene neuronas fusiformes de
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tamafios variables cuyos ejes se orientan perpendicularmente a la superficie cortical

(Valadez, 2006).

5.1.1. Organizacién estructural en la CPF

La CPF juega un papel critico en multiples funciones cognoscitivas y limbicas.
Dada la importancia de la CPF, el estudio de la funcidn de los circuitos individuales de la
CPF en modelos animales ha proporcionado una visidon critica de la base neural de los
comportamientos subyacentes en diferentes conductas y condiciones psiquiatricas.

En la rata parte de la CPF media es analoga a la CPF dorsolateral del cerebro de los
primates (Bailey & Mair, 2004) y participa en funciones cognitivas. La CPF dorsolateral
tiene amplias conexiones con cortezas sensoriales y motoras y es clave para la regulacion
de la atencidn, el pensamiento y la accién (Arnsten, 2009).

En la rata, la CPF es una region heterogénea que se ubica en la region mas rostral
del 16bulo frontal, no posee una capa granular interna bien definida. La ausencia de ésta
condujo a varios autores a sugerir que la CPF estaba ausente en esta especie (Uylings,
Groenewen & Kolob, 2003).

En la CPF de la rata se identifican varias regiones (Figura 3). Segun Morgane,
Galler y Mokler (2005), la division frontal media puede ser subdividida en una region
dorsal, que incluye la corteza precentral y la corteza cingulada anterior (que corresponde al
area 24 de Brodmann), y un componente ventral que incluye las cortezas prelimbica (que
corresponde al 4rea 32 de Brodmann), infralimbica y orbital medial. La segunda es una
region lateral que incluye la corteza dorsal, insular agranular ventral y la orbital lateral.
Finalmente, una region ventral que incluye las cortezas orbito-ventral y orbital lateral

(Dalley, Cardinal & Robbins, 2004).
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Figura 3. Diagrama de la CPF de rata (seccion coronal unilateral), aproximadamente 3.5
mm hacia el frente de bregma. Los 3 diferentes sombreados representan las 3 subdivisiones
principales de la CPF (medial, ventral y lateral). Abreviaciones: CCa, corteza cingulata
anterior; DAI, corteza dorsal agranular insular; VAI, corteza ventral agranular insular; OM,
nucleo olfatorio medial anterior; OV nucleo olfatorio ventral anterior, LO, corteza orbital
lateral; M1, area motora primaria; COM, corteza orbital media; CPc corteza precentral;
CPI, corteza Prelimbica; VLO, corteza orbital ventrolateral; VO, corteza orbital ventral
(Modificado de Dalley, et al., 2004).

5. 1. 2. Conexiones de la CPF

La CPF participa en numerosos circuitos corticales y subcorticales que estan
funcionalmente segregados, que controlan funciones sensorimotoras, cognitivas,
emocionales/motivacionales y viscerales.

Las conexiones cortico-corticales reflejan la especializacion funcional de las
distintas regiones. Las principales, como son el area motora y la corteza cingulada,
proyectan reciprocamente a areas corticales sensorimotoras y de asociacion, asi como a la
corteza visual y perirhinal. El 4rea prelimbica y la infralimbica tienen interconexiones con
cortezas de asociacion limbica temporal perirhinal, hipocampo e insular granular, la cual se
conecta reciprocamente con regiones olfativas y gustativas (Groenewegen & Uylings,
2000).

La CPF recibe aferencias desde los ganglios basales, via proyecciones estriato-
palidal, estriato-nigral, palido-taldmicas y nigro-talamicas, que proyectan en paralelo a
diferentes areas de la CPF. También recibe proyecciones cortico-corticales, desde la
corteza parietal posterior y las éareas sensoriales corticales, y tiene conexiones con

estructuras subcorticales (sustancia nigra (SN), area tegmental ventral, amigdala,
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hipotalamo lateral e hipocampo). Igualmente existen conexiones reciprocas desde la CPF a
¢éstas estructuras, asi como proyecciones directas al septum lateral, mesencéfalo y regiones
autondmicas del tallo cerebral (Courtin, Bienvenu, Einarsson & Herry, 2013).

La corteza orbito frontal y parte de la corteza de asociacion limbica se conectan
directamente con la amigdala y por ende estd relacionada con la conducta emocional
(Guyton & Hall, 1997). La CPF también tiene una conexion con el nicleo medio dorsal del
talamo (MD). La conectividad con el talamo es en gran medida reciproca y estd organizada
topograficamente (Heidbreder & Groenewegen, 2003).

En la Figura 4 se representan algunas de las conexiones intrinsecas y extrinsecas de la
CPF. La convergencia parcial de las aportaciones de muchos sistemas del cerebro y las
conexiones internas de la CPF, le permiten desempenar un papel central en la sintesis de la
informacion necesaria para el comportamiento complejo. La mayoria de las conexiones son

reciprocas; las excepciones se indican mediante flechas (Miller & Cohen, 2001).
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Figura 4. Algunas conexiones intrinsecas y extrinsecas de la CPF. Modificada de
Miller y Cohen (2001).
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5.1.3 Sistemas de neurotransmision de la CPF

La CPF tiene dos tipos de neuronas principales, las neuronas piramidales y la
interneuronas. Las neuronas piramidales se caracterizan por formar sinapsis asimétricas
excitatorias (glutamatérgicas); alrededor del 80% de la poblacion neuronal cortical son
neuronas de proyeccion. Las interneuronas GABAérgicas representan alrededor del 15%
de la poblacién neuronal cortical y se caracterizan por formar sinapsis simétricas
(DeFelipe, 2011).

La CPF tiene conexiones reciprocas y topograficas con los nucleos principales de
los sistemas de neurotransmision colinérgico y monoaminérgico como son: neuronas
noradrenérgicas del pontino central, neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral,
neuronas serotonérgicas del nucleo de rafé y colinérgicas del cerebro medio basal, los
cuales actiian a través de un sistema neuromodulador cortical de transmision sinaptica
inhibitoria y excitatoria (Dalley et al., 2004).

Las vias serotonérgicas se originan en el rafé dorsal (DR) y medial (MR) y estan
criticamente involucradas en la funcion cortical. La 5-HT actia en receptores pre y
possinapticos y estd relacionada con las emociones, la memoria, el control de impulsos,
humor y la funcién motora, ya que modula la actividad de diferentes tipos neuronales
como piramidales y GABAérgicas y la liberacion de otros neurotransmisores, tales como el
glutamato, GABA, acetilcolina y DA (Celada, Puig & Artigas, 2013).

La DA juega un papel fundamental en la regulacion de la funcion prefrontal a
través de la activacion de sus receptores. El sistema ascendente dopaminérgico inerva
especificamente las areas frontales y a la CPF. Las vias ascendentes dopaminérgicas se
dividen en dos sistemas: el sistema nigroestriatal, originado en la SN, que inerva
predominantemente al nucleo estriado y esta asociado con el control del movimiento
voluntario, y el sistema mesocorticolimbico que procede del area tegmental ventral (ATV)
y proyecta a la CPF, hipocampo, amigdala y nticleo accumbens (Arnsten, 2011).

El sistema noradrenérgico constituye un componente esencial de la inervacion del
tronco cerebral que asciende directamente a la corteza cerebral sin ser primero transmitida
a través del talamo. La mayoria de las proyecciones entran en la corteza a través del polo
frontal y viajan longitudinalmente en la capa VI a zonas caudales de la corteza, a la vez

que hay arborizaciones que ascienden a las capas mas superficiales. De hecho, en la
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corteza de la rata hay patrones comunes de arborizacion en la capa I que contiene un plexo
denso de fibras, y en las capas II y III que son menos densas de axones, estan orientados
radialmente. Las capas IV y V tienen fibras cortas retorcidas moderadamente densas, y la
capa VI tiene axones largos que llevan NA en una direccién rostro-caudal (Miner &
Sesack, 2007).

La CPF media, recibe y envia informaciéon al LC. La corteza cingulada anterior
presenta poca inervacion noradrenérgica, mientras que la corteza granular retrosplenial
(por ejemplo la corteza cingulata posterior) recibe una densa inervacion (Heidbreder &
Groenewegen, 2003). Las vias noradrenérgicas originadas en el LC inervan amplias areas
del cerebro-medio limbico incluyendo al hipotdlamo (Aston-Jones & Cohen, 2005). Las
neuronas dopaminérgicas y noradrenérgicas que proyectan a la CPF, estan implicadas en
varias conductas complejas tales como ‘procesos cognoscitivos, emocion, respuestas al
estrés, ansiedad y miedo. Estas neuronas convergen en la CPF medial e interactiian en la

liberacion de varias catecolaminas (Kawahara, Kawahara & Westernik, 2001).

5.2. Ejemplos de la participacion de la CPF en diversas funciones

La CPF se ha implicado en funciones cognitivas y ejecutivas que incluyen entre
otros, la memoria de trabajo, la toma de decisiones, el control de la respuesta inhibitoria, y
la integracion temporal de la conducta voluntaria.

Basados en estudios en roedores, Dalley et al. (2004) describen que la CPF
dorsomedial participa en la memoria que involucra respuestas motoras, incluyendo la
seleccion de la respuesta y el procesamiento de la informacidon temporal, mientras que las
regiones de la CPF medial ventral, estan implicadas en la funcidén relacionada con la
“supervision” de la atencion, incluyendo atencion a las caracteristicas del estimulo y
contingencias de tareas (o reglas de accion y de resultado), la atencion puesta al cambio y
la flexibilidad del comportamiento. La corteza orbitofrontal participa en discriminaciones
de orden inferior, incluyendo la inversion de asociaciones estimulo-recompensa
(aprendizaje de reversion), y la eleccion que implica la respuesta demorada.

En pruebas de exploracion espontanea en un laberinto radial se muestra que la CPF
estd involucrada en la memoria espacial de reconocimiento de orden temporal, pero no en

la memoria de reconocimiento espacial (Hannesson, Vacca, Howland & Phillips, 2004).
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En monos, las lesiones bilaterales de las areas corticales frontales causan déficit en
diferentes tareas de memoria. El aprendizaje condicionado, la memoria de reconocimiento
de objetos, el aprendizaje de inversion, el aprendizaje de discriminacion visual, la memoria
de multiples localizaciones espaciales y la tarea de respuesta tardia han sido reportados
como deteriorados por lesiones bilaterales en areas de la CPF. Monos con lesiones
unilaterales cruzadas en CPF y temporal y con lesiones bilaterales presentaron severo
deterioro en el aprendizaje asociativo de lugar de objetos (Browing, Easton, Buckley &
Gaffan, 2005).

En una prueba en un laberinto radial, con cambios de lugar de estimulos olfatorios
y visuales, la inactivacion con lidocaina del area insular agranular de la CPF o del area
prelimbica de la CPF mostr6 que la adquisicion guiada por el olor dependi6 del area
insular agranular, mientras que la adquisiciéon de la prueba visual dependid del area
prelimbica. Esta disociacion sugiere que las funciones de la memoria de trabajo estan
diferenciadas en las regiones de la CPF (Di Pietro, Black, Green-Jordan, Eichenbaum &
Kantak, 2004).

La CPF y otras estructuras cerebrales median la memoria de trabajo. En una prueba
de discriminacion de contexto basado en el miedo, las lesiones en el nucleo taldmico
mediodorsal y la CPF produjeron un deterioro significativo de las respuestas (Antoniadis &
McDonald, 2006).

En la CPF, el estrés puede deteriorar las funciones de la memoria de trabajo, en
donde el estrés agudo por presion de la cola, incrementa la liberacion de la DA y NA
(Finlay, Zigmond & Abercrombie, 1995).

En otro estudio se evaluaron los efectos de la lesion en la CPF, en los procesos de
memoria de discriminacién en serie y espaciales. Los resultados mostraron que los
controles (no estresados), asi como los ratones lesionados en la CPF (estresados o no) se
acordaron de la primera discriminaciéon (D1) pero no de la segunda (D2), ademas el estrés
aumento significativamente la concentracion de corticosterona en ambos grupos sometidos
a estrés; los autores concluyen que el recuerdo de D2 requiere de la integridad de la CPF
(Chauveau et al., 2009).

Los glucocorticoides son esenciales para el mantenimiento de muchas funciones en

el cerebro y sus receptores estan ampliamente distribuidos, incluyendo a la CPF. En las
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ratas el estrés cronico produce la liberacion de glucocorticoides e induce a un deterioro en
la memoria de trabajo y a un decremento de la transmision dopaminérgica en la CPF. La
supresion de glucocorticoides endogenos por adrenalectomia en ratas deteriora la memoria
de trabajo y disminuye la liberacion de DA, lo que se subsana con la inyeccién de
corticosterona que reprodujo los niveles fisiologicos. Estos resultados indican que los
glucocorticoides son esenciales para el mantenimiento de la funcién cognoscitiva de la
CPF (Mizoguchi, Ishige, Takeda Aburada & Tabira, 2004).

La CPF presenta modificaciones estructurales y funcionales en respuesta a cambios en
el medio ambiente, la concentracion hormonal, y la edad. El estrés afecta a la estructura y
funcién de la CPF, aunque dichos efectos no son necesariamente permanentes (McEwen &

Morrison, 2013).
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6. ESTRIADO

Los ganglios basales son un grupo de nucleos subcorticales interconectados que se
localizan en el telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo. Incluyen a la SN, el area tegmental
ventral, el nucleo subtaldmico, el cuerpo estriado, el nicleo accumbens y el tubérculo
olfatorio (Heimer, Zahm & Alheid, 1995). Los ganglios basales estan involucrados en los
movimientos voluntarios, la atencidon, el aprendizaje y la memoria entre otros y su
estructura y organizacion funcional son complejas. El cuerpo estriado es el nucleo cuyo
sustrato neural es clave para el aprendizaje y la memoria de procedimiento (Kreitzer,
2009). El ntcleo caudado y el putamen conforman el neoestriado o estriado dorsal (ED). El
estriado ventral comprende el nicleo accumbens y porciones del tubérculo olfatorio y las
regiones inferiores del nucleo caudado y el putamen. El caudado se extiende a todos los
l6bulos del cerebro, comenzando por la parte anterior de los lobulos frontales, pasando
después hacia atrds por los lobulos parietal y occipital, y curvandose de nuevo hacia
delante, hacia los l6bulos temporales en forma de C. El nucleo caudado recibe en gran
parte de sus entradas proyecciones desde las areas de asociacion de la corteza cerebral,
areas que integran distintos tipos de informacion sensorial y motora en patrones de
pensamiento utilizables. Una vez que las sefiales pasan de la corteza cerebral al ntcleo
caudado, se transmiten al globo palido interno, después a los nucleos de relevo del talamo
ventroanterior y ventrolateral y finalmente de regreso a las areas motoras prefrontales,
premotora y suplementaria de la corteza cerebral, pero casi ninguna de las sefiales de
retorno pasa directamente a la corteza motora primaria. Cada area de la corteza frontal
proyecta a una region determinada del estriado, conservando una distribucion topografica

(Groenewegen8 & Uylings, 2000).
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Figura 6. Componentes de los Ganglios Basales. C: corteza cerebral, NE: neoestriado
(nucleos caudado y putamen), GPi: globo palido interno, SNr: substancia nigra reticulada,
GPe: globo palido externo, SNc: substancia nigra compacta, origen de la aferencia
dopaminérgica al NE (en café), NST: nucleo subtalamico. Ce: cerebelo, af: aferentes.
(Modificado de Bargas & _Galarraga, 2000).
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6.1. Neuronas del estriado

La mayor parte de las neuronas del neoestriado son neuronas espinosas (presentan
numerosas espinas dendriticas) medianas de proyeccion (90%), que sintetizan y liberan
GABA. Las interneuronas colinérgicas del estriado constituyen menos del 2% (Bargas,

Galarraga & Aceves, 1991; Bolam & 1zzo, 1987).


http://www.ciencia.cl/CienciaAlDia/volumen3/autores-i.html#JoseBargas
http://www.ciencia.cl/CienciaAlDia/volumen3/autores-i.html#ElviraGalarraga
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Ademas de los neurotransmisores descritos, en el estriado hay neuronas
glutamatérgicas, o que utilizan neuropéptidos (opioides, colecistoquinina, sustancia P,
somatostatina o neurotensina) como neurotransmisor (Bolam & Izzo, 1987; Packard &

Knowlton, 2002).

6.2. Conexiones del estriado

El neoestriado es un mosaico complejo con diferentes tipos de neuronas y
microrregiones neuroquimicamente especializadas. Esta organizacion de mosaico revela
una multiplicidad de funciones: el primer nivel esta representado por la segregacion de dos
sistemas de salidas del estriado al globo palido y la SN; el segundo nivel estd determinado
por las salidas corticales a una porcion del estriado, el cual de regreso proyecta neuronas
dopaminérgicas, SP-érgicas y GABA-érgicas a la SN; el tercero esta asociado con las
conexiones topograficas de la corteza al estriado. Este tipo de organizacion explica las
diferentes funciones que tiene el neoestriado dependiendo del area a donde llegue la
informacion tanto de estructuras corticales como subcorticales (Suvorov & Shuvaev,
2004).

Vias aferentes del estriado. El estriado recibe proyecciones de la corteza cerebral, el
talamo, y de estructuras limbicas como la amigdala e hipocampo que utilizan
neurotransmisores excitatorios predominantemente glutamatérgicos y colinérgicos.
También recibe proyecciones de vias dopaminérgicas originadas en la SN y en el area
tegmental ventral; vias serotonérgicas de los ntlicleos del rafé y vias noradrenérgicas del LC
(Gerfen, 1989).

Vias eferentes. Las principales conexiones eferentes estriadas se proyectan hacia la
SN, el diencéfalo y la corteza cerebral. Tanto el nlicleo caudado como el putamen
proyectan hacia el globo palido en forma organizada y el nucleo caudado se proyecta
también directamente hacia el putamen y la SN. El globo pélido, a su vez envia fibras al

talamo, subtalamo, hipotdlamo y la SN (Netter & Brass, 1994).
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6.2.1. Sistema cortico-estriatal

Existe un arreglo topografico de las proyecciones desde la CPF a diferentes partes
de los ganglios basales, en particular al estriado. Tales proyecciones cortico-estriatales van
desde el area fr2 (medial agranular) al caudado-putamen. Las proyecciones desde el area
cingular anterior terminan medialmente y se extienden ventralmente hasta el nucleo
accumbens. La parte dorsal del area prelimbica proyecta al caudado-putamen, bordeando la
pared del ventriculo lateral, el nicleo nlicleo accumbens y en menor grado el polo rostral
del ntcleo accumbens. La parte ventral de la corteza prelimbica envia fibras al extremo
ventromedial del caudado-putamen. Estas observaciones indican que unicamente el area
ventral prelimbica, infralimbica y orbital medial de la corteza, mandan proyecciones al
nucleo accumbens, mientras que la region prefrontal dorsal manda proyecciones al corazon
de éste nucleo y al caudado putamen dorsal (Heidbreder & Groenewegen, 2003; Yin,

Knowlton & Balleine, 2006).

6.3. Funciones de los nucleos basales

Los ganglios basales desempefian un papel fundamental en la planificacion,
iniciacion y finalizacion de los movimientos, sobre todo en aquellos en que existe una
dimension cognitiva compleja. También influyen en el procesamiento de los estimulos del
movimiento y en el inicio de éste. Intervienen en el control del movimiento ajustando la
informacion aferente del programa motor para la realizacion adecuada de los movimientos
e influyen en la gradacion de la velocidad y amplitud del movimiento (Schultz, Tremblay

& Hollerman, 2003).

Para comprender las alteraciones motoras y otros trastornos neurologicos que
afectan la esfera cognoscitiva y emocional, es muy importante tener en cuenta la existencia
de numerosos subsistemas en el circuito de control cortical, en particular el circuito

limbico.

En el circuito cortico-estriatal se describen dos vias, una directa y otra indirecta,
ambas se originan en las neuronas espinosas estriatales. En la via directa entre las

aferencias corticoestriadas y el tdlamo, se interponen dos neuronas espinosas encadenadas,
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una situada en el cuerpo estriado y la otra en el globo palido medial. Ambas son
GABA¢érgicas, es decir, inhibidoras. El resultado final de la activacion de la via directa es
una desinhibicién (estimulacién) de las neuronas talamicas que envian impulsos a la
corteza y facilitan los movimientos que se requieren. El resultado final de la activacion de

la via directa es una retroalimentacion cortical positiva.

En la via indirecta se encadenan dos neuronas espinosas GABA¢érgicas situadas en
el cuerpo estriado y en el globo palido lateral, una neurona glutamatérgica (excitadora)
ubicada en el nucleo subtaldmico y una neurona GABAérgica situada en el globo palido
medial o en la porcion reticular de la SN. Cuando se activan las neuronas del cuerpo
estriado y al estar articuladas dos neuronas inhibidoras se produce una desinhibicion de la
tercera neurona que es excitadora, por lo que se estimula la neurona situada en el globo
palido medial (o en la porcidn reticular de la SN), que es inhibidora. El resultado final de la
desactivacion de la via indirecta es una inhibicion de las neuronas taldmicas con
proyeccion cortical y, por consiguiente, la inhibiciéon del movimiento planificado. La via
indirecta es un circuito de retroalimentaciéon negativa de la corteza cerebral. El
comportamiento motor normal depende de un equilibrio entre los efectos sobre la corteza

cerebral de las vias directa e indirecta (Ojeda & Icardo, 2004).

Circuitos de los Ganglios Basales
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Figura 7. Diagrama de los circuitos de los ganglios basales: Via directa e indirecta.
Segmento interno del globo palido (GPI); sustancia negra (SNr); ntcleo subtalamico
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(STN); segmento externo del globo palido (GPE); nucleo pedinculo pontino (PPN)
(Modificado de Gerfen & Surmeier, 2011).

El estriado participa en diferentes formas de aprendizaje y memoria, como el
aprendizaje de procedimiento dentro del dominio motor. El aprendizaje de procedimiento
incluye el rendimiento en tareas cognoscitivas y las  caracteristicas
emocionales/motivacionales en la memoria. Mientras que el ED esta involucrado en el
aprendizaje y la memoria procedimental que implica la formacion de habitos de estimulo-
respuesta (Berke, 2009; Packard, 2009a). Las diferencias se basan en los cambios de
actividad en tareas especificas cuando é€stas se estan aprendiendo. Las neuronas estriatales
muestran cambios cuando los animales responden a estimulos tales como los que predicen
recompensa o inducen a la preparacion de movimientos. Los cambios se encuentran
asociados con distintas areas de la corteza frontal (Schultz et al., 2003).

Recuperar la memoria basada en experiencias del pasado, implica diversos procesos
complejos. En ratas con lesion de la corteza infralimbica (pl-il), la corteza cingulada
anterior dorsal (cad), el ED lateral (EDI) o el estriado dorsal medial (EDm), un dia después
de la lesiéon fueron sometidas a una tarea de evitacion (luz brillante como estimulo
discriminativo), en dos condiciones: con el estimulo discriminativo presente o en un
ambiente nuevo. Ninguna de las lesiones afectd la adquisicion. Las ratas control
mantuvieron una mejor retencion cuando la luz brillante estuvo presente, las ratas con
lesion en el EDm no modificaron la respuesta, pero la respuesta facilitatoria del estimulo
discriminativo fue bloqueada en los animales que fueron lesionados en la corteza
prelimbica-infralimbica, la corteza cingulada y en el EDI. A partir de esos resultados los
autores proponen que las cortezas prelimbica-infralimbica y cingulada y el estriado dorso
lateral, participan en los procesos que promueven la memoria de asociacion al estimulo

(Botreau, El Massioui, Chéruel & Gisquet-Verrier, 2004).

En un estudio en monos se midid la actividad neural de la CPF dorsolateral y del
caudado putamen por imagen de resonancia magnética in situ. Los monos aprendieron a
asociar dos sefales visuales, frente a dos senales nuevas cada dia. Los cambios inducidos
en la actividad fueron mas rapidos en el estriado que en la CPF. La actividad de la CPF fue
mas acorde con la lentitud en el mejoramiento del aprendizaje. A partir de los resultados

los autores proponen que las asociaciones se identificaron primero en los ganglios basales,
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y en los que los mecanismos del aprendizaje lento se encuentran identificados en la CPF

(Pasupathy & Millar, 2005).

6.4. Participacion de regiones estriatales en los procesos de memoria

En aquéllas tareas que requieren una asociacion entre estimulo y respuesta, el ED
participa en el procesamiento de la memoria implicita (Packard & McGaugh, 1996). Los
trabajos de disociacion en tareas relacionadas con hipocampo y con el ED confirman la
participacion del ED con la memoria implicita. En ratas con dafio en el ED sometidas a un
laberinto acuatico, la habilidad para aprender la localizacion de una plataforma visible o no
visible en el mismo lugar no fue modificada por la lesion en el ED, pero cuando se removia
la plataforma visible, ellas visitaban el lugar previo. Las ratas con lesién en el fornix
aprendieron la localizacion de la plataforma cuando ésta era visible, pero no lo hicieron
cuando la plataforma no era visible. Cuando se removid la plataforma visible, las ratas
nadaron hacia el lugar donde estaba. A partir de estos resultados, los autores postulan que
el sistema neural en el estriado controla la conducta de informacién espacial y que en el
sistema nervioso de los mamiferos, los distintos sustratos adquieren diferente tipo de

informacion simultdneamente y en paralelo (McDonald & White, 1994).

Diversos estudios muestran la participacion del ED en el aprendizaje y la memoria.
Sin embargo, existen evidencias de que el estriado ventral también estd involucrado en este
proceso. Al ntcleo accumbens se le asocia con la memoria emocional mediada por
estructuras limbicas que proyectan al estriado ventral (por ejemplo hipocampo y amigdala),
y existen evidencias de que lesiones en el ED no afectan el proceso de éste tipo de
memorias (Cador et al., 1989 citado por Packard & Knowlton, 2002; Packard & Wingard,
2004). La amigdala envia proyecciones directa e indirectamente a otras regiones del
cerebro incluyendo el nucleo caudado y al hipocampo, involucradas en la mediacion de
diferentes formas de aprendizaje (McGaugh, MclIntyre & Power, 2002; Packard, 2009b;
Pakard & Wlngard, 2004).

Las lesiones en el estriado deterioran la ejecucién en una tarea de evitacion
inhibitoria (Barker, Glick, Green & Khandelwal, 1982). Lesiones en la region anterodorsal

del estriado y en la region posterior produjeron deterioro en una tarea de evitacion



40

inhibitoria, lo que no se observd cuando la lesion fue en la region ventral (Prado-Alcala,
Maldonado & Vazquez-Nin, 1979). Las lesiones del nucleo caudado-putamen dorsolateral
antes del entrenamiento de ratas Long-Evans, no tuvieron efecto en la tarea de laberinto de
Morris, pero las lesiones de la region dorsomedial incrementaron las latencias para que los

sujetos encontraran la plataforma en el laberinto (Devan, McDonald & White, 1999).

En ratones con lesion en la amigdala o en el hipocampo, la estimulacion del sistema
GABA¢érgico por la inyeccion de muscimol, disminuy6 la retencion, lo que no ocurri6 en
los animales con lesion en el nicleo caudado. El bloqueo del sistema GABA¢érgico con
bicuculina, produjo facilitaciéon en todos los casos. Los resultados obtenidos fueron
dependientes de la dosis (Ammassari-Teule, Pavone, Castellano & McGaugh, 1991). La
estimulacion de los receptores GABAg en el ED por la administracion de baclofen post-

entrenamiento, deteriord la tarea de evitacion inhibitoria (Gonzalez-Lopez, 2005).

La administracion de a-metil-4-carboxyfenilglicina (antagonista glutamatérgico) o
del 4cido 1-aminociclopentano-1, 3-carboxilico (agonista glutamatérgico) en el ED de ratas
sometidas a una tarea de evitacion inhibitoria, deterioran la retencién de la evitacidon
inhibitoria, mientras que no afectan la retencién en el laberinto de Morris (Packard,

Vecchioli, Schroeder & Gasbarri, 2001)

La inyeccion de sulpiride, un bloqueador de los receptores dopaminérgicos D2, en
el caudado-putamen posteroventral de ratas sometidas al laberinto de Morris resultdé en un
menor tiempo de nado cerca de la localizacion de la plataforma de entrenamiento y mas
tiempo en la periferia del laberinto. La latencia para localizar la plataforma no fue afectada

significativamente (Setlow & McGaugh, 1999)

El estriado es una de las estructuras en donde se procesa la memoria y tiene una
intima relacion con la CPF, pero pocos son los estudios en animales en donde se relacionen

funcionalmente las dos estructuras durante el proceso del aprendizaje y la memoria.
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7. NORADRENALINA

Varios estimulos estresantes activan las neuronas noradrenérgicas del LC lo que
resulta en el aumento del metabolismo y recambio de la NA en diferentes areas del cerebro

(Kawabhara, et al., 2001).

El LC es un grupo compacto de neuronas situados en el cerebro medio dorsal y en
¢l se concentra la mayoria de las neuronas noradrenérgicas, por lo que es considerado uno
de los principales sistemas en la regulacion de reacciones de conductas complejas ante el
estrés y la ansiedad (Valentino & Van Bockstaele, 2008).

Las neuronas noradrenérgicas del LC inervan al hipocampo y la neocorteza,
regiones asociadas en los procesos de aprendizaje. Evidencias anatoémicas,
electrofisiologicas y conductuales nos sugieren que el LC, y posiblemente otras vias
noradrenérgicas, participan en la regulacion de la adquisicion de la informacion sensorial, a
la cual modulan por medio de la memoria, atencion y conductas motoras. La
desregulacion del sistema noradrenérgico-LC resultaria en un deterioro de los procesos
cognoscitivos y afectivos asociados con desordenes como el déficit de atencion, la
hiperactividad, narcolepsia y los desérdenes derivados del estrés (Berridge & Waterhouse,

2003) como la depresion (Resseler & Nemeroff, 1999).

7.1. Vias noradrenérgicas del LC

Los axones de neuronas noradrenérgicas del LC y de nucleos noradrenérgicos del
bulbo raquideo ascienden e inervan al cerebro. El sistema del LC inerva a todo el cerebro
excepto a los ganglios basales (estriado y globo palido) los cuales estan practicamente
desprovistos de NA. Unicamente el niicleo accumbens recibe pequefias inervaciones
noradrenérgicas del LC (Marien, Colpaert & Rosenqui, 2004).

Aferencias. El LC recibe aferencias principalmente del nticleo paragigantocelular y
del hipogloso ambos situados en la médula rostral, otras fuentes de entrada son el nucleo
paraventricular del hipotalamo, el area predptica medial, la sustancia gris periacueductal y
la zona intermedia de la médula espinal, del ntcleo del rafé dorsal, amigdala, y la corteza
frontal, insular y perirhinal (Singewald & Philippu, 1998). Estas vias incluyen

neurotransmisores  adrenérgicos, glutamatérgicos, serotonérgicos y gabaérgicos,
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CRHérgicos que liberan encefalinas o sustancias P (Bremner, Krystal, Southwick &

Charney, 1996).

Eferencias. El LC proyecta a la CPF, el tdlamo, estriado ventral, la amigdala, el

area preoptica, el hipotalamo, al cerebelo, tallo y médula espinal (Paxinos, 2004).

El patron de inervacion del LC a la corteza muestra una especificidad regional con
una distinta distribucion laminar en diferentes capas de la corteza. En las capas I, IV y V.
Pocas neuronas noradrenérgicas se encuentran en la materia blanca (Glavin, 1985). A partir
de estas observaciones Valentino y Aston-Jones en 1995 (citado por Gibbs & Summers,
2002) propusieron que cambios en las descargas del LC pueden impactar funcionalmente y
simultdneamente a diferentes blancos y éste podria ser un camino por el cual el LC podria

coordinar la actividad de multiples sistemas.
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Figura 8. Principales vias noradrenérgicas en cerebro de rata (Modificada de Laverty,

1975).

7.2. Sintesis

La sintesis de NA y DA son dependientes de la disponibilidad de la tirosina. La
tirosina es competitivamente transportada a través de la barrera hematoencefalica desde el
liquido cerebroespinal por un acarreador. En las neuronas noradrenérgicas la tirosina es
transportada a la terminal nerviosa, convertida en L-hidroxifenil-alanina (L-DOPA), por la
enzima tirosina hidroxilasa. La L-DOPA es descarboxilada a DA y la DA es convertida a
NA por accion de la enzima dopamina-B-hidroxilasa (DBH) (Glavin, 1985; von Bohlen &
Dermietzel, 2006).
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La NA es empaquetada en vesiculas que son transportadas a las terminaciones
nerviosas donde se liberan a los espacios sinépticos por un proceso dependiente de Ca™.
La NA liberada es recapturada en las terminales presinapticas por el transportador de NA
(NAT) o en terminales DA por el transportador de DA (DAT). La NA recapturada es
transportada a vesiculas o metabolizada intraneuronalmente por la monoamina oxidasa
(MAO), produciendo 3,4-hidroxifenil-glicol (DHPG) o acido 3,4-hidroximandélico
(DHMA), los cuales son convertidos en el 3 metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) o en
acido vanillilmandelico (VMA) (Figuras 9 y 10).
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Figura 9. Estructura y funcion de las neuronas enfatizando la transmision y liberacion de
los neurotransmisotres (Modificada de Osuch et al., 2004).
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Figura 10. Esquema de la sinapsis noradrenérgica donde se muestra la sintesis,
metabolismo, receptores y “segundos” mensajeros Noradrenalina (NA); dopamina (DA);
adrenalina (AD); dihidroxi-fenil-alanina (DOPA); aminoacido aromatico descarboxilasa
(aaaD), dopamina beta hidroxilasa (DBH); fenil-etanol-amina N-metil transferasa
(PNMT); monoamina oxidasa (MAO); 3,4-dihidroxi-fenil-etilenglicol (DHPG); 3-metoxi 4
hidroxi-fenil-etilenglicol (MHPG); enlace nucledtido guanil (N); adenilato ciclasa (A);
3’5"adenosin monofosfato ciclasa (cAMP); adenosin-trifosfato (ATP) y guanosina
trifosfato (GTP) (Modificado de Glavin, 1985).

Almacenamiento:

Una gran porcion de la NA sintetizada es almacenada en particulas o granos que
contienen adenosin-trifosfato (ATP) y DBH. El ATP sirve para acoplar la NA o la DA
dentro de éstos granos, en los cuales la DBH transforma la DA en NA. Se ha propuesto que
estas vesiculas de almacenaje contienen aproximadamente el 80% del total de la NA y DA.
La vida media de ambos NA y DA es aproximadamente de 120 min.

Liberacién, degradacion y recaptura:

La liberacion de la NA depende de la entrada de Ca™", lo cual provoca que las
vesiculas la pongan en contacto con la membrana celular y se produzca la exocitosis. La
NA en el espacio sindptico interactiia con los receptores 3 de la membrana postsinaptica y
con los receptores a de la membrana presinaptica. El 80% de la NA liberada es recapturada

y una parte es reutilizada en vesiculas, y otra es metabolizada por la MAO que esta

presente en la mitocondria (Glavin, 1985).
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Se han propuesto varios mecanismos para explicar la liberacion de las
catecolaminas desde las terminales nerviosas en el cerebro. Uno de ellos postula la accion
de sustancias endogenas que actlian en las terminaciones nerviosas y estimulan la
liberacion de las aminas almacenadas. Las catecolaminas, la acetilcolina, adenosina, las
prostaglandinas, los péptidos como angiotensina II, y vasopresina, han sido implicados en
la modulacion de la liberacion de las catecolaminas via accion directa en las terminaciones
nerviosas (Glavin, 1985).

La existencia de receptores presindpticos es otro mecanismo para la liberacion
continua, los adrenoreceptores presindpticos o, inhiben y regulan la liberacion de NA a
través de un mecanismo de retroalimentacion inhibitoria mediado por el propio
neurotransmisor.  Los agonistas a adrenoreceptores o, (ej. clonidina), inhiben la
estimulacion de la liberacion de NA, mientras que los antagonistas (ej. yohimbina)
aumentan la liberacion de NA durante la estimulacion nerviosa (Fernandez-Pastor, 2002).

Otro mecanismo propuesto es la existencia de sistemas de recaptura especificos,
como cuando las monoaminas son inactivadas después de su liberacion desde la sinapsis
por un sistema especifico de recaptura en las terminaciones nerviosas, las cuales
incorporan al neurotransmisor desde el medio externo al interior de la terminacion
nerviosa. Esta recaptura es regulada por la inactivacion del sistema de recaptura cuando las
concentraciones de NA son bajas e incrementando la recaptura cuando las concentraciones
son altas. La actividad de transportadores depende del gradiente de Na' de la

transmembrana (Glavin, 1985; von Bohlen & Dermietzel, 2006 ).

7.3. Receptores

Los receptores adrenérgicos se clasifican en a y B, que a su vez se subdividen en a-
1 ya-2,yen B.Losreceptores a-1 y 3 se localizan en sitios post-sindpticos, mientras que
los a-2 se localizan en los sitios pre y post-sinapticos. La distribucion y el acoplamiento a
segundos mensajeros varia dependiendo de la regién del cerebro. Se han identificado
subtipos de los receptores adrenérgicos: tres subtipos B (B1-3), tres subtipos a-1 (a-1 a, a-
1b y a-1d) y 4 subtipos a-2 (a-2 a — d). Los receptores 2 actiian presinapticamente para
facilitar la liberacion de la NA (Bylund et al., 1992; Jones & Palacios, 1991). Los

receptores a-2 y -2 son autoreceptores y participan en la liberacion de noradrenalina.
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7.4. Noradrenalina y estrés

El sistema noradrenérgico cerebral participa en la respuesta de estrés. Un estimulo
estresante activa al sistema noradrenérgico del LC aumentando el disparo de las neuronas
noradrenérgicas. Los estimulos que activan al LC pueden ser dolorosos, estresantes o
alarmantes. En animales de laboratorio se emplean como estresores el pinchamiento de la
cola del animal, el choque en las patas, un ruido fuerte y la hipotension. El estrés resulta en
un incremento en la sintesis, liberacion y recambio de la NA en la region terminal de las
neuronas noradrenérgicas de la corteza cerebral, el hipocampo y la amigdala. La activacion
de las neuronas noradrenérgicas del LC depende del tipo del estimulo estresante que se
imponga, de los otros sistemas que sean activados y de los que son inhibidos. Segln
Singewald y Philippu (1998) la desregulacion del sistema noradrenérgico del LC esta
involucrada en algunos desdrdenes mentales como el estrés postraumatico, la depresion y

el desorden por panico.

7.5. Ejemplos de la modificacién del sistema noradrenérgico en los procesos de

memoria, ansiedad y estrés

Diversos estudios muestran la influencia de la NA en la memoria. La
administracion de propanolol, bloqueador de los receptores B-adrenérgicos, a ratas adultas
inmediatamente después de haber ejecutado una prueba en el laberinto de agua, produjo
amnesia retrograda, lo que indica que se afecto el proceso de consolidacion de la memoria
(Cahill, Pham & Setlow, 2000).

La exposicion a un ensayo de evitacion inhibitoria produce liberacion de NA en la
amigdala (Mclntyre, Hatfield & McGaugh, 2002). La administracion intra-amigdala del
DSP-4 (toxina noradrenérgica) a ratas sometidas a una prueba de evitacion inhibitoria
deteriord la memoria, mientras que la infusidon intra-amigdala de NA, bloqued este
deterioro (Liang, 1998). Estudios farmacoldgicos muestran que la NA en la amigdala juega
un papel importante en la consolidacion de la memoria (McGaugh, 2004).

En ratas sometidas a estimulos aversivos o con experiencias de ansiedad, aumenta
la liberacion de corticosterona en plasma y de NA y de serotonina en la CPF, pero no en el

estriado (Sahgal et al., 1990; Tomie et al., 2004).
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La exposicion a animales a estresores fisicos, conductuales o psicologicos produce
aumento de la liberacion de NA, de la concentracion de NA en el LC, hipotalamo,
hipocampo y el nucleo basolateral de la amigdala. Esta respuesta puede ser modulada
cuando el estimulo estresante es controlable o predecible (Rusndk, Kvetiiansky, Jelokova
& Palkovitsc, 2001). El estrés agudo por restriccion altera de manera diferente al sistema
noradrenérgico del hipotdlamo, la amigdala, el hipocampo y los ganglios basales, lo cual

depende del estresor utilizado (Glavin, 1983).
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8. CORTICOSTERONA

La exposicion a estimulos estresantes aumenta la secrecion de glucocorticoides por
la corteza adrenal, en respuesta al aumento de la concentracién de la CRH y ACTH. el
aumento en la concentracion de glucocorticoides, a su vez, inhibe el aumento de CRH y
ACTH (retroalimentacion negativa). Los glucocorticoides modulan y regulan la plasticidad
neuronal de muchas regiones del cerebro (McEwen, 1999 citado por Belanoff, Gross,
Yagera & Schatzberga, 2001). Diversos estimulos estresantes estimulan la secrecion de
glucocorticoides, lo cual depende del sexo del animal (Bowman, Beck & Luine, 2003), del
estimulo estresante y la intensidad y la duracion de éste (Klenérova et al., 2003). Asi,
animales sometidos a inmovilizacion por diferentes tiempos presentan disminucion de la
concentracion de corticosterona, que dependid del tiempo de inmovilizacion (Rage,
Givalois, Marmigere, Tapia-Arancibia & Arancibia, 2002). En cambio, cuando los
animales son expuestos a un choque, aumenta la concentracion de corticosterona. En
animales y en humanos, un estimulo doloroso, dafiino o peligroso que se presente por un
largo periodo puede resultar en el aumento en la concentracion de glucocorticoides (De

Boer, Koopmans, Slangen & Van de Gugten, 1990).

8.1. Efectos de la corticosterona en la memoria y en la ansiedad

Segin algunos autores la administracion de glucocorticoides mejora la memoria,
mientras que otros describen que hay deterioro (Park, et al.,, 2006; Woodson, Macintosh,
Fleshner & Diamond, 2003). El efecto de los glucocorticoides en la memoria depende de
la fase de la memoria (McReynolds, Holloway-Erickson, Parmar, & McIntyre, 2014). Por
ejemplo, la influencia del aumento de glucocorticoides plasmaticos en la consolidacion de
la memoria depende de la activacion noradrenérgica del complejo basolateral de la
amigdala y la interaccion con otras regiones del cerebro. En cambio, la recuperacion de la
memoria se deteriora con altas concentraciones de glucocorticoides o por inyeccion de

agonistas en el hipocampo (Roozendaal, 2002).

La administracién de glucocorticoides mejora la consolidacion de la memoria a largo
plazo, pero deteriora el proceso de recuperacion de la memoria de trabajo dependiendo de

la dosis (Roozendaal, Okuda, Quervain & McGaugh, 2006; Sandi, 2003).
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En ratas adrenolectomizadas y privadas de alimento sometidas a una tarea de
memoria de trabajo en laberinto en T, mostraron deterioro en la memoria y se redujo la
liberacion de DA. La inyeccion de corticosterona evito el deterioro, lo que indica que los
glucocorticoides intervienen en la memoria (Mizoguchi, Ishige, Takeda, Aburuda &

Tabira, 2004).

La ansiedad por si misma esta acompafiada por un aumento en la actividad del eje
hipotalamo-corticotropico y existe una interrelacion entre la secrecion de los

glucocorticoides y los estados de ansiedad (Lupien & Lepage, 2001; Millan, 2003).
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9. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

A partir de los resultados obtenidos en estudios en humanos se sugiere que la
exposicion diaria a estresores se correlaciona con diferentes problemas de salud como son
el abuso compulsivo de drogas, la reincidencia del consumo de la droga en el periodo de
abstinencia, la presencia de desérdenes mentales como los trastornos de ansiedad etc. Los
mecanismos neurobioldgicos y conductuales involucrados en el efecto del estrés y las
drogas que son utilizadas para atenuarlos no son enteramente conocidos (Lu, Shepard,

Hall, & Shaham, 2003).

Los estudios de los efectos del estrés sobre los modelos conductuales no son
concluyentes. Segin algunos estudios, el estrés mejora la memoria, mientras que otros
indican deterioro de la misma. Los resultados de estudios neuroquimicos y hormonales
vinculados al proceso de memoria y estrés son ain mas inciertos, ya que los resultados
dependen del tipo de prueba a la que se someta al animal, del tipo de estimulo y la
intensidad de éste. E1 ED y la CPF son estructuras relacionadas con la memoria de trabajo
y la memoria emocional. Son pocos los estudios en donde se evalta la participacion del
ED, la CPF y los glucocorticoides en los proceso de memoria y ansiedad. Los resultados de
esos estudios son inconsistentes, ya que los glucocorticoides pueden mejorar o deteriorar la
memoria dependiendo de la dosis, el procedimiento a que se someta al sujeto, tipo de estrés

e intensidad del mismo.

También existen pocos estudios sobre la modificacion del sistema noradrenérgico
en la CPF y el estriado dorsal relacionados con los efectos del estrés sobre la memoria y
ansiedad. Por ello en el presente estudio se evaluaron los efectos del estrés agudo sobre la

conducta y el sistema noradrenérgico en éstas estructuras.

Existe poca informacion sobre el curso temporal de la NA ante el estrés. La
mayoria de los estudios sobre los efectos del estrés sobre las catecolaminas se basan en los
resultados de su liberacion aguda en varias estructuras del cerebro durante el estrés y el
curso temporal es de hasta 180 min. En cambio, en el presente estudio se analizaron los
efectos de diferentes tipos de estrés sobre la actividad noradrenérgica hasta 24 h después

del estrés.
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Dado que el estrés por restriccion desencadena la respuesta del eje HPA, y que las
tareas ejecutadas que evalian la memoria y la ansiedad, pueden hacer llegar la sefial a
diferentes poblaciones de neuronas de estructuras como el ED y la CPF y ejercer influencia
en la respuesta conductual y neuroquimica, en este trabajo se pretende contestar las
siguientes preguntas:

(Cual es el efecto del estrés agudo por restriccion de movimiento sobre la memoria
y la ansiedad?

En los mismos sujetos ;Se afectard el sistema noradrenérgico de la corteza
prefrontal y el estriado dorsal, estructuras cerebrales relacionadas con estos procesos?

(El estrés agudo por restriccion afectara la concentracion de corticosterona en
plasma en cada caso?

Los resultados de estos estudios aportan nuevos conocimientos sobre los efectos del
estrés agudo sobre los sustratos neuroanatomicos de los que depende la ansiedad y el

almacenamiento de la memoria.
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10. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos del estrés agudo por restriccion sobre la memoria y la ansiedad
en procedimientos ejecutados inmediatamente, una o 24 horas después del estrés, y los
cambios en el sistema noradrenérgico en la CPF, el ED y la concentraciéon de

corticosterona en plasma.
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11. METODOLOGIA

Sujetos: Se utilizaron 360 ratas macho Wistar en el rango de 250 — 270 g al inicio
del experimento, las que se alojaron durante una semana para su habituacion en jaulas de
acrilico en grupos de cuatro ratas, con comida y agua ad libitum, con ciclo de luz-
oscuridad natural. Los sujetos (Ss) fueron asignados aleatoriamente a los diversos

procedimientos experimentales (n = §).
Aparatos

Equipo de Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en

inglés High Resolution Liquid Chromatography).

Se utilizé para medir las cantidades de NA y MHPG en tejido cerebral. El equipo
esta ubicado en el laboratorio de Biologia de la Reproduccion de la FES-Zaragoza. Esta
constituido de una bomba isocratica digital (modelo L-250 Perkin-Elmer Co., Norwalk,
CT, EUA), una valvula de inyeccion Rheodyne (modelo 7125, Perkin, Co., Norwalk,
EUA) con una capacidad de 20 pl y una columna de fase reversa C-18 (25 cm x 4.6 mm),
con particula de 10 um de diametro, (Bioanalytical Systems, West Lafayette, EUA). La
columna esta acoplada a un detector electroquimico (modelo L4-C4, BAS West Lafayette,
EUA) (conformado de un electrodo de trabajo de carbon vidriado y un electrodo de
referencia de plata/cloruro (Ag/AgCl). Los datos obtenidos fueron procesados por un

integrador modelo 1020, Perkin Elmer.

Céamara de Evitacion Inhibitoria (EI)

Para evaluar la memoria se utilizé6 una camara de evitacion Gemini (San Diego
Instruments, California, USA). La cédmara estd compuesta por dos compartimentos
separados por una compuerta, uno de seguridad (iluminado) y el otro de castigo (oscuro)
provisto de una rejilla para administrar choques eléctricos. La camara est4d conectada a una
computadora con el programa provisto por el fabricante lo cual permite la presentacion de
estimulos y el registro de las respuestas en forma automatica y medir las latencias de

retencion el dia de la prueba.
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Compartimiento
de castigo

Compartimiento
de seguridad

Rata dentro del compartimiento de seguridad en la camara de evitacion inhibitoria

Laberinto elevadoen T (LT)

Se utiliz6 para evaluar la memoria (latencias de retencion) y ansiedad (latencias de
escape). El registro de las conduct as (latencias de evitacion y escape) se realizd por
observacion directa, los tiempos se midieron con ayuda de un crondémetro. El laberinto
elevado estd hecho con PVC blanco con dos brazos abiertos de (50 x10 cm) y un brazo
cerrado opuesto de las mismas medidas, con paredes cerradas de 40 cm de alto excepto en
la entrada. Los brazos abiertos cuentan con una orilla de 1 cm de alto del mismo material.
Los brazos se extienden a partir de una plataforma central de 10 x 10 cm, el laberinto se

encuentra elevado a 50 cm del piso.

Dibujo del laberinto elevado en T
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Laberinto elevado en cruz (LEC)

Para evaluar la ansiedad, se utilizé6 un laberinto, hecho con PVC blanco con dos
brazos abiertos opuestos a dos brazos cerrados todos de las mismas medidas (50 x 10 cm).
Los brazos abiertos cuentan con una orilla de 1 cm del mismo material, los brazos se
extienden a partir de una plataforma central de 10 x 10 cm, y se encuentra elevado a 50 cm
del piso. Se utilizd para evaluar ansiedad (tiempo de espera en los brazos cerrados y
abiertos). Se registr6 el nimero de traslados a los brazos abiertos y cerrados y niumero total
de éstos. El registro se hizo con una camara de circuito cerrado conectada a un programa

de computo, para su analisis.

Dibujo del laberinto elevado en cruz

Restriccion (R)
Se emplearon contenedores de acrilico (PLAS LAB. INC) que impiden el
movimiento del cuerpo, pero no de la cabeza. Los sujetos fueron restringidos en un cuarto

con luz natural.

Rata en el contenedor de restriccion de movimiento

Procedimiento General (para todos los grupos)
Los sujetos fueron manipulados durante los ocho dias de habituacién con el fin de

disminuir el estrés causado por la misma al momento de ser introducidos a los
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contenedores de acrilico para la restriccion. El tiempo de restriccion empezo a contar desde
el momento en que los contenedores quedaron completamente cerrados y sellados con
cinta adhesiva.

Cuantificacion de corticosterona en plasma

Inmediatamente después de la restriccion de movimiento o de terminada la prueba
conductual los animales fueron decapitados con una guillotina, se obtuvo una muestra de
sangre del tronco (3 mL) que se le dejo coagular, se centrifugd a 3,000 rpm durante 30
minutos, el suero se mantuvo a -20°C hasta que se cuantificé la corticosterona por ELISA,
con un Kit de Assay Designs. Catalogo No. 900-097 EV. Los resultados analiticos se
expresan en ng/ml. El limite inferior de deteccion fue de 0,027 ng/ml y el porcentaje de los
coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron 5.3 y 9.87 respectivamente.

Cuantificacion de noradrenalina

Se extrajo el cerebro que fue congelado inmediatamente con nitrogeno liquido, e
inmediatamente después y en condiciones de baja temperatura se hicieron cortes
transversales para obtener muestras de: corteza prefrontal (derecha) y estriado (dorsal
derecho). Las muestras fueron mantenidas a -80°C hasta su procesamiento por HPLC
donde se midi6é la cantidad de NA y su metabolito 4cido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol
(MHPG), siguiendo la metodologia de Ayala, Monroy, Morales, Castro, & Dominguez
(1998). La actividad noradrenérgica se calculé como el cociente de la concentracion del
metabolito entre la concentracion del neurotransmisor [Metabolito]/[Neurotransmisor]
(Shannon, Gunnet, & Moore, 1986).

Procedimiento de HPLC

La fase movil se prepard antes de cada corrida y consistié de un buffer de citratos
0.1 M pH=3 (citrato de sodio, Merk México) mas 100 mg de 4cido octanosulfoénico (Merk-
Meéxico). La solucidn se filtro a través de una membrana de celulosa y se degasificd con
helio al vacio. Se adicionaron 20 ml de acetonitrilo y 15 ml de tetrahidrofurano, el
volumen final fue de 500 ml. La fase fue bombeada al sistema de cromatografia a un flujo
de 1.2 ml/min.

Preparacion de estdndares

El dia de medicién se prepararon los estandares de NA [3-hidroxi tiramina

hidroclorada] y MHPG (Sigma Chem., Co., St. Louis. Mo, EUA). La calibracion se realizo
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con el método estandar externo, se utilizo el area de los picos obtenidos en el
cromatograma de tres estandares (1, 0.5 y 0.1 ng) y se ajustaron a una recta que incluy¢ el
origen, por el método de regresion de minimos cuadrados. El integrador 1020, calcul6 la
concentracion de la muestra problema, al comparar el area bajo la curva de ésta, con el area
bajo la curva de la solucion de referencia de NA y su metabolito. La concentracion se

expresa en ng/mg de tejido, el limite de deteccion de la NA fue de 0.01 ng.

Procedimiento de las pruebas conductuales

Camara de Evitacion Inhibitoria

Entrenamiento

Cada sujeto se introdujo en el compartimiento de seguridad iluminado, durante 10
s (habituacion), luego se abri6 la puerta entre los dos compartimentos y se registrd el
tiempo en que el sujeto tardd en entrar al compartimento de castigo, el cual estaba oscuro
(latencia de adquisicion). Una vez adentro, se cerrd la puerta y se aplicé un choque de 2.5
mA durante 5 s. luego se abrid la puerta y se permitié al S escapar al compartimiento de
seguridad (latencia de escape), en donde permanecié durante 30 s y después se le devolvid
a su jaula.

Prueba

Veinticuatro horas mas tarde se realizo la sesion de retencion la cual fue igual a la
sesion de entrenamiento, excepto que no se le administro el choque. Se midio el tiempo en
el que el S entr6 al compartimiento de castigo (latencia de retencidn), si el S no cruzaba en
600s, se daba por terminada la sesion. Latencias cortas sefialaban amnesia y latencias

largas recuerdo.

Laberinto elevadoen T

Entrenamiento

En la primera sesion se realizaron 3 ensayos de evitacion (EV) y uno de escape
(ES). En cada ensayo de EV, el sujeto se introdujo en el brazo cerrado y se midio el tiempo
que permanecio en el mismo hasta que salié del mismo y las 4 patas estuvieron fuera del

brazo. El primer ensayo se consider6 la linea base (LB) y los otros dos ensayos fueron de
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evitacion 1 y evitacion 2 (EV1 y EV2). En el ensayo de escape ES se coloco al sujeto en el
brazo abierto y se midi6 el tiempo que tardaba en abandonarlo y entrar al brazo cerrado
ES1. Entre cada ensayo se le devolvia a su jaula durante 30 s.

Prueba

Veinticuatro horas después se seguia el mismo procedimiento colocando al S una
sola vez en el brazo cerrado (EV3 o de retencion) y una sola vez al brazo abierto (ES2). El
criterio para dar por terminado el ensayo, fue que el sujeto no abandonara el brazo cerrado
durante 300 s.

Laberinto elevado en cruz

Se realiz6 en una sola sesion de 5 minutos. Al S se le dejé explorar libremente en el
laberinto durante 5 min, y se midieron diferentes parametros, se registraron el niimero de
traslados a los brazos abiertos y cerrados, el nimero total de traslados y el tiempo de

permanencia en cada brazo (cerrado y abierto).

Disefio del estudio

Para el estudio se realizaron cuatro experimentos. Todos los experimentos se

llevaron a cabo entre las 14 y 18 h.

11.1. Método General

Para elegir los horarios de trabajo y conociendo que las respuestas neuroenddcrinas
se alteran con el ritmo circadiano, dos grupos intactos se sacrificaron en diferente horario.
El primero en un horario de 12 h y otro a las 17 h. Se analizaron los valores del sistema
noradrenérgico de la CPF y del ED, asi como de la concentracion de corticosterona.

Para el experimento 1 se utilizaron tres grupos independientes para cada estresor
(restriccion, choque, LT y LEC) y al concluir el procedimiento correspondiente los grupos
fueron sacrificados a tres periodos: inmediatamente (0 h), una (1 h) o 24 horas después (24
h). En el caso de las tareas, se consider¢ el procedimiento del primer dia (entrenamiento en
el caso de EIl y LT) y la tarea en LEC. En la Figura 11 se muestra el procedimiento de los

grupos del Experimento 1.
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{Ratas Wistar, machos, 250 - 270 g, grupos independientes (N = S)J

n EntrenamientoJ

|
R

1
(15 min) ﬂ 2.5mA

ﬂ Intacto Tarea

procedimiento después de:

Sacrificio al concluir el ﬂ

(oh] [1h] (24h]

Obtencion de muestras de CPF, ED, y Sangre|

A 4
Cuantificaciéon de: MHPG y NA por HPLC

Corticosterona en plasma por ELISA

Figura 11. Metodologia del Experimento 1. Estresores: R = restriccion por 15 min.
CH = choque de 2.5 mA; EI = tarea en camara de evitacion inhibitoria; LT = laberinto
elevado en T; LEC = laberinto elevado en cruz.

La Figura 12 muestra el procedimiento para los experimentos 2, 3 y 4 en los que se
utilizaron grupos de sujetos que se sometieron solo a 15 min de restriccion. Terminada la
restriccion se evalud la memoria en un procedimiento de EI o en LT y la ansiedad en un
procedimiento de LT o de LEC. Los procedimientos se llevaron a cabo a diferentes
intervalos después de haber terminado la restriccion: inmediatamente, 1 hora o 24 horas

después. La toma de las muestras cerebrales se realiz6 al terminar la prueba de la tarea.
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Tarea J 15 min de R
Al concluir después
de:
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Al concluir la prueba,
sacrificio después de:
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[0h] [1h] [24h]
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A4
Sacrificio al concluir
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Obtencion de muestras de CPF, ED, y Sangre
Cuantificacion de: MHPG y NA por HPLC
Corticosterona en plasma por ELISA
.
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Figura 12. Metodologia de los grupos que fueron sometidos a un solo tiempo de restriccion
y que posteriormente a diferentes tiempos (0, 1 0 24 h) ejecutaron una tarea. Todos los
animales de cada grupo fueron sacrificados al terminar la prueba. Se utilizd6 un grupo
intacto como grupo control (grupo no mostrado en la figura).

Abreviaturas: R = restriccion; EI = evitacion inhibitoria; LT = laberinto elevado en T: LEC
= laberinto elevado en cruz. Las abreviaturas de las figuras presentadas se mantienen

constantes durante el trabajo.
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11.2. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los grupos experimentales fueron comparados con el
grupo intacto (Control). Para el caso de EI, se realiz6 una ANOVA para cada latencia
(adquisicion, escape o retencion), en el caso de LT para los tiempos de adquisicion se
realizaron ANOVAs de medidas repetidas, y ANOVA independiente para la EV3, asi
como para los tiempos de escape. La misma prueba se realizo en el caso de LEC para el
porcentaje del numero de traslados y tiempo de permanencia en los brazos cerrados y
abiertos. Los resultados neuroquimicos (MHPG, NA y actividad) y la concentracion de
corticosterona en los grupos que ejecutaron la tarea y que fueron comparados con el grupo
control (grupo intacto) fueron evaluados por la prueba de ANOVA simple. En los grupos
que ejecutaron la tarea después del estrés y fueron comparados con los grupos de solo
restriccion del Experimento 1 (figura 11), se realizo una ANOVA de dos factores
(tratamiento y tiempo). En todos los casos se aceptdé como valido cuando el nivel de
significancia fue de p <.05. Cuando se mostraron las diferencias entre los grupos, se aplico

una prueba de LSD con un nivel de significancia de p <.05.
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12. EXPERIMENTOS

Experimento 1. Estresores

En este experimento se evaluaron los efectos de la exposicion aguda de diferentes
estresores: restriccion de movimiento (15 min), choque CH (2.5 mA), entrenamientos en
evitacion inhibitoria EI y en el laberinto elevado en LT y la tarea en laberinto elevado en
cruz LEC, sobre la actividad noradrenérgica y la concentracion de MHPG, NA en la CPF,

ED y la concentracion de corticosterona en plasma.

Procedimiento.

Se utilizaron grupos de animales sometidos a restriccion, choque, LT o LEC,
sacrificados 0, 1 o 24 horas después de ser sometidos al estresor. Los animales sin

tratamiento se utilizaron como grupo control.

Resultados

En los grupos de animales intactos sacrificados a las 12.00 o 17.00 h en los que se
evaluaron valores neuroquimicos y de corticosterona, no se encontraron diferencias

significativas por lo que se decidi6 trabajar en un horario de 14 a 18 h.

Efectos de la restriccion de movimiento

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos. La actividad noradrenérgica de
la CPF y el ED no fue modificada por la restricciéon. La concentracion de MHPG en la
CPF de los animales sacrificados a tiempos 0 o 1 h, fue menor que en el grupo control
F(3,24) = 9.785, p < .001. En el ED la concentracion de MHPG en los animales
sacrificados al tiempo 1 o 24 h fue menor que en el grupo control F(3,26) = 7.79, p <.001,
mientras que la de NA en los animales sacrificados al tiempo 24 h fue mayor respecto a

todos los demas grupos F(3,26) = 48.68, p <.001.
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Tabla 1. Media (+ EEM) de la actividad noradrenérgica y la concentracion (ng/mg) de NA
y MHPG de la CPF y del ED en ratas que fueron sometidas a 15 minutos de restriccion y
sacrificadas a diferentes tiempos (0, 1 o 24 h). C= control; R=restriccion.

CORTEZA PREFRONTAL ESTRIADO DORSAL
TRAT ACT MHPG NA TRAT ACT MHPG NA
C 2.7+1.09 1.1+£0.2 | 0.3+0.08 C 1.6£1.2 2.3+0.4 0.7+£0.4
RO 0.9£0.3 | 0.1£0.03* | 0.2+0.04 RO 1.9+0.5 1.3+£0.6 0.6+0,7
R 1 2.3+0-7 | 0.3£0.05* | 0.3+0.09 R1 0.0 0.07+0.03** 0.0
R 24 2.7+1.9 1.4+0.3 | 0.06+0.04 R 24 0.04+0.01 | 0.2+0.02** |5.7+0.5%**

*p < .05; **p <.01; ***p <.001 todos vs control.

La concentracion de corticosterona en las ratas sometidas a restriccion sacrificadas

al intervalo 0 h fue mayor que en el grupo control y que en los sacrificados 1 o 24 h

después F(3, 19)=4.68, p<.01. (Figura 13)
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Figura 13. Media (= EEM) de la concentracion de corticosterona (ng/mL) en plasma en
ratas sometidas a R y sacrificadas a diferentes tiempos (0, 1 0 24 h) *p <.05

Efectos del choque

La actividad noradrenérgica en la CPF y el ED en los animales sometidos a choque
fue semejante a la del grupo control. La concentracion de MHPG en la CPF de los tres
grupos de ratas sometidas a choque fue menor que el control F(3,28) = 16.40, p < .001,
mientras que la de NA fue similar. En el ED, la concentracion de MHPG en los animales
sacrificados en el tiempo 0 y 1 h fue menor que en el grupo control F(3,28) = 5.30, p < .01,
mientras que la de NA en los animales sacrificados a las 24 h fue mayor respecto a todos

los grupos F(3,28) =13.37, p <.001 (Tabla 2).
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Tabla 2. Media (+ EEM) de la actividad noradrenérgica y la concentracion (ng/mg) de NA
y MHPG de la CPF y del ED en ratas que fueron sometidas a choque (2.5 mA) y
sacrificadas a diferentes tiempos (0, 1 0 24 h).

CORTEZA PREFRONTAL ESTRIADO DORSAL
TRAT ACT MHPG NA TRAT ACT MHPG NA
C 2.7£1.09 1.140.2 | 0.3+0.08 C 1.6+1.2 2.3+0.4 0.7+0.4
CHO 0.9+£0.02 10.1+£0.03**| 0.1+0.01 CHO 1.8+0.5 0.4+0.1* 0.5+0.3
CH1 0.9+0.2 [0.2+0.03**| 0.2+0.02 CH1 0.4+0.3  |0.02+0.01** | 0.14+0.03
CH 24 1.1+0.5 [0.3+0.07**| 0.4+0.1 CH 24 1.0+0.6 1.6+0.8  [3.84+0.8***

*p <.05; **p < .01; ***p < .001 todos vs control.

La concentracion de corticosterona en los animales sometidos a choque sacrificados

1 h después fue mayor que en el grupo control F(3,19) = 3,8, p <.05 (Figura 14).
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Figura 14. Media (+ EEM) de la concentracion de corticosterona (ng/mL) en plasma en
ratas sometidas a choque y sacrificadas a diferentes tiempos (0, 1 0 24 h) *p <.05.

Efecto del entrenamiento en evitacion inhibitoria

El entrenamiento en la camara de evitacion no modifico la actividad noradrenérgica
en la CPF y el ED. La concentracion de MHPG en la CPF en los animales sacrificados a
las 24 h fue mayor que en el grupo control F(3,24) = 4.43, p < .05, mientras que la de NA
fue similar. En el ED la concentraciéon de MHPG y NA fueron semejantes al grupo control
(Tabla 3). La concentracioén plasmatica de corticosterona en los grupos experimentales fue

similar al grupo control (datos no mostrados).
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Tabla 3. Media (= EEM) de la actividad noradrenérgica y la concentracion (ng/mg) de NA
y MHPG de la CPF y del ED en ratas que fueron sometidas al entrenamiento en evitacion
inhibitoria y sacrificadas a diferentes tiempos (0, 1 0 24 h).

CORTEZA PREFRONTAL ESTRIADO DORSAL
TRAT ACT MHPG NA TRAT ACT MHPG NA
C 2.7+1.09 1.1+40.2 | 0.3+0.08 C 1.6£1.2 2.3+0.4 0.7+0.4
EEIO 6.8+1.0 | 1.17+0.2 [0.18+0.03] EEIO 3.6x0.9 2.2%0.5 0.7%0.2
EEI1 13.2+4.7 | 2.1+0.2 0.8+0.4 EEl1 4.5+1.2 2.9+0.8 1.1+04
EEI24 | 6.47+2.6 | 3.1+0.7* | 0.1+0.05 | EEI24 4.7+0.6 2.8+0.6 0.6x0.1

*p <.05 vs control.

Efecto del entrenamiento en laberinto elevadoen T

El entrenamiento en el LT no modifico la actividad noradrenérgica, Ila
concentracion de MHPG y NA en la CPF. En el ED la actividad noradrenérgica en
animales sacrificadaos en el tiempo 0 h fue menor que en los sacrificados al intervalo 1 h.
La concentracion de MHPG en el grupo de animales sacrificado al tiempo 0 h fue menor
que en el grupo control y que el sacrificado a las 24 h F(3,26) = 7.66, p < .001, mientras
que la de NA en éste ultimo grupo fue mayor respecto a todos los grupos F(3,26) = 5.86, p
< .01 (Tabla 4). La concentracion de corticosterona en los grupos experimentales fue

similar al grupo control (datos no mostrados).

Tabla 4. Media (= EEM) de la actividad noradrenérgica y la concentracion (ng/mg) de NA
y MHPG de la CPF y del ED en ratas que fueron sometidas al entrenamiento en laberinto
elevado en T y sacrificadas a diferentes tiempos (0, 1 0 24 h).

CORTEZA PREFRONTAL ESTRIADO DORSAL
TRAT ACT MHPG NA TRAT ACT MHPG NA
C 2.7£1.09 1.1+£0.2 0.3+0.08 C 1.6£1.2 2.3+0.4 0.7+0.4
ELTO 0.4+0.08 | 0.07+£0.01 | 0.2+0.02 ELTO | 0.06+0.04" | 0.1£0.08** [ 0.4+0.3
ELT1 4.8+1.2 0.7+0.3 0.2+0-01 ELT1 3.5+0.8 1.3+0.5 0.3+0.9
ELT 24 1.2+1.4 0.5+0.4 0.4+0.1 ELT 24 1.4+0.4 2.7+0.6 2.4+0.6*

*p <.05; **p <.01, todos vs control; ++ p<.01 vs 1 h
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Efectos de la tarea en el LEC

La actividad noradrenérgica en la CPF de las ratas expuestas al LEC y sacrificadas
al tiempo 1 h fue mayor respecto a todos los grupos F(3,26) = 8.03, p < .001. La
concentracion de MHPG fue menor en los animales sacrificados en el intervalo O h o 24 h
que en el grupo control F(3,26) = 10.01, p < .001, mientras que la de NA fue semejante al
grupo control. En el ED la actividad noradrenérgica fue similar al grupo control. La
concentracion de MHPG en los grupos de animales sacrificados en el intervalo 0 y 1 h fue
menor que el control F(3,27) = 6.44, p < .01 y la de NA en las ratas sacrificadas en el
tiempo 24 h fue mayor que el control y que el grupo sacrificado al tiempo 0 h F(3,27) =

7.69,p < .001 (Tabla 5).

La concentracion de corticosterona en los grupos sometidos a la tarea LEC fue

semejante al grupo control (datos no mostrados).

Tabla 5. Media (= EEM) de la actividad noradrenérgica y la concentracion (ng/mg) de NA
y MHPG de la CPF y del ED en ratas que fueron sometidas a la tarea en el laberinto
elevado en cruz y sacrificadas a diferentes tiempos (0, 1 0 24 h).

CORTEZA PREFRONTAL ESTRIADO DORSAL
TRAT ACT MHPG NA TRAT ACT MHPG NA
C 2.7£1.09 1.10.2 0.3+0.08 C 1.6+£1.2 2.3+0.4 0.7+0.4
LEC 0 3.6+0.8 0.5+0.1* | 0.2+0.03 LEC 0 0.0 0.2+0.03** 0.0
LEC 1 6.8+1.4* 1.3+0.2 0.2+0.02 LEC 1 1.0+0.3 0.8+0.2* 1.9+0.8
LEC 24 0.3£0.3 [0.1+0.08**| 0.1+0.04 | LEC 24 0.4+0.1 1.2+0.5  [3.1£0.5%**

*p < .05;**p < .01; ***p < .001 todos vs control.

Discusion.

Segun Blanchard, Mckittrick y Blanchard (2001) y Shanks, Griffiths & Anisman,
(1994), los efectos de un estresor sobre la reactividad fisiologica y psicoldgica del
individuo dependen de la naturaleza del mismo. Los resultados de este experimento
muestran que los dos estresores considerados graves para el animal (restriccion y choque),
modifican el sistema noradrenérgico de la CPF y del ED y resultan en un aumento de la

concentracion de corticosterona. En cambio, la exposicion a los otros estresores también
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modifico el sistema noradrenérgico de ambas estructuras nerviosas, sin que se observaran
cambios en la concentracion de corticosterona. Por lo anterior, proponemos que los
mecanismos que explican los cambios en el sistema noradrenérgico son diferentes en
funcion del estresor y que no siempre dependen del aumento de la concentracion de

corticosterona.

Experimento 2. Efecto del estrés sobre la memoria de la tarea de EI

Este experimento fue disefiado para examinar los efectos de la exposicion a 15 min
de estrés por restriccion sobre la memoria de una tarea de evitacion inhibitoria y sobre la
concentracion plasmatica de corticosterona, la actividad noradrenérgica, la concentracion

de MHPG y NA en la CPF y el ED en ratas.
Procedimiento

Se utilizaron grupos de animales sometidos a la tarea de EI que fueron sacrificados
a 0, 1 o 24 horas después de ser sometidos a la prueba y grupos sometidos a restriccion
seguida de la tarea de evitacion inhibitoria que fue ejecutada a diferentes tiempos después

0, 1 0 24 h. Estos grupos fueron sacrificados al concluir la prueba.

Resultados
Efecto de la restriccién sobre la memoria

La Figura 15 y la Tabla 6 muestran los resultados de los animales sometidos a
restriccion que ejecutaron la tarea de evitacion inhibitoria (Grupos REI). Las latencias de
retencion, adquisicion y escape, fueron similares al grupo control (EI). Aunque no se
presentaron diferencias significativas en la retencion se observd disminucién no

significativa de las latencias a lo largo del tiempo.
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Figura 15. Media (+ EEM) de las latencias de retencion (s) en sujetos sometidos a
restriccion y que ejecutaron el entrenamiento de EI a diferentes intervalos (0, 1 o 24 h)
después de estrés.
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Tabla 6. Media (+ EEM) de las latencias (s) de adquisicion y escape de sujetos que
ejecutaron la tarea de EI a diferentes horas (0, 1 o 24) después del estrés.

TRATAMIENTO| ADQUISICION (s) | ESCAPE (s)
El 19.6+5 3.3+0.7
R+EL 0 16.6+5.8 3.5+0.7
R+EI 1 12.8+2.8 4.742.8
R+EI 24 18.1423 3.8+0.1.1

Resultados neuroquimicos

Efectos de la tarea de evitacion inhibitoria

La actividad noradrenérgica y la concentracion de NA de la CPF de ratas que
ejecutaron la tarea de evitacion inhibitoria fue similar al control, pero la concentracion de
MHPG fue menor en los animales sacrificados en el tiempo 0, F(3,30)= 4.60, p <.01. En
el ED en los animales sacrificados en el intervalo 24 h la actividad noradrenérgica fue
mayor que en las sacrificadas en el tiempo 0 o 1 h F(3,28) = 3.04, p < .05. La
concentracion de MHPG en el grupo sacrificado en el tiempo 0 fue menor que el grupo
control F(3,30) = 4.8, p < .01. En cambio, la concentracion de NA en el grupo sacrificado
en el tiempo 1 h, fue mayor que en los grupos control y el grupo sacrificado al tiempo 0 h

F(3,28) = 3.33, p < .05 (Tabla 7).
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Tabla 7. Media (= EEM) de la actividad noradrenérgica, concentracion (ng/mg) de NA y
MHPG de la CPF y del ED en ratas sometidas a la tarea de evitacion inhibitoria y
sacrificadas a diferentes tiempos (0, 1 0 24 h) después de concluida la prueba. C = control;
EI = evitacion inhibitoria; 0, 1 0 24 h = tiempos de sacrificio.

CORTEZA PREFRONTAL ESTRIADO DORSAL
TRAT ACT MHPG NA TRAT ACT MHPG NA
C 2.7+1.09 1.1£0.2 | 0.3+0.08 C 1.6£1.2 2.3+0.4 0.7+0.4
EIOQ 0.6+0.1 ]0.1£0.03**| 0.2+0.02 EIO 0.5£0.3 | 0.1+0.04* | 0.2+0.1
El'l 1.5+0.8 0.5+0.2 0.2+0.1 El'l 1.1£0.5 2.0£1.0 [2.5+0.8* +
El 24 3.7+1.4 0.8+0.3 | 0.2+0.05 El 24 3.7£0.8 + 14.0+0.9 ++| 1.6+0.7

*p < .05; **p< .01;+p< .05;+p < .01 todos vs EI1 0; + p< .05; ++ p< .01 vs EIO.

Figura 16 muestra la concentraciéon de corticosterona en el grupo que fue

sacrificado a tiempo 0 fue mayor que en los otros grupos experimentales F(3,20) = 6.70, p
<.01.
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Figura 16. Media (= EEM) de la concentracion de corticosterona en plasma (ng/mL) en
ratas que ejecutaron la tarea en evitacion inhibitoria y fueron sacrificados a diferentes
tiempos (0, 1 0 24 h) después de la prueba. *p <.05; ++p <.01 vs EI 1 y EI 24.

La comparacion de los resultados del efecto del entrenamiento (Experimento 1) con
los de la tarea completa (entrenamiento y prueba), sobre el sistema noradrenérgico de la
CPF y el ED, muestran que la actividad noradrenérgica y la concentracion del metabolito
MHPG son mayores en los animales sometidos al entrenamiento que en los que realizaron
la tarea completa. La concentracion de NA es similar en ambos procedimientos.

La concentraciéon de corticosterona en los grupos que solo ejecutaron el
entrenamiento no difirié del grupo control, mientras que en el grupo que ejecuto la tarea

completa sacrificado en el intervalo 0 fue mayor que en el control, lo que nos sugiere que
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no hay una relacion del sistema noradrenérgico con la concentracién de corticosterona en

plasma.

Cambios en el sistema noradrenérgico en ratas sometidas a restriccion antes de la

tarea de evitacion inhibitoria

El andlisis de la actividad noradrenérgica en la CPF de animales sometidos a
restriccion o restriccion y la tarea de evitacion inhibitoria con un ANOVA de dos factores
tiempo x tratamiento, mostrd que la actividad noradrenérgica evaluada en funcion del
tiempo transcurrido entre la aplicacion y el tratamiento fueron similares F(2,34) = 0.42, p <
.66. En el analisis de la concentracion de MHPG se observo la existencia de interaccion
entre los dos factores F(2,34) = 9.86, p < .001. En el grupo que fue sometido a R y que
después de 24 h ejecuto la tarea (R+EI 24), la concentracion del metabolito fue menor que
en el grupo sometido unicamente a restriccion sacrificado a la misma hora. También hubo
diferencias significativas para el factor tiempo F(2,34) = 16.38, p < .001, el intervalo 24 h
fue diferente a los intervalos 0 o 1 h después (p < .05, p < .01, respectivamente). No se
detectaron efectos significativos en la interaccion entre factores en la concentracion de NA.
La concentracion de NA en el intervalo 24 h fue menor respecto a los grupos de intervalos

0y 1hF(2,34) =4.47; p <.05. No hubo diferencias en el factor tratamiento. Figuras 17 A

y 17 B.
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Figura 17. Media (= EEM) de la concentracion de MHPG (A) y NA (B) (ng/mg) en la CPF
en ratas sometidas a restriccion y posteriormente ejecutaron la tarea de evitacion inhibitoria
a diferentes tiempos (0. 1 o 24 h) y sacrificadas después de concluida la prueba. *p< 0.05;
**p <0.01 ambos vs 0 hy 1 h; + p <.05 R vs R+EI



71

La Figura 18 muestra que en el ED de las ratas sometidas a restricciéon o a
restriccion mas la tarea de evitacion inhibitoria, la actividad noradrenérgica mostré una
interaccion significativa entre los dos factores F (2,38) = 5.43, p <.01. En los animales de
los grupos R+EI que ejecutaron la tarea 1 h o 24 h después del estrés, la actividad
noradrenérgica fue mayor que en los grupos con restriccion sacrificados 1 o 24 h después

(R1 y R24 h). El tratamiento R+EI difiri6 del tratamiento R F(1,38) =7.706, p < .01.
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Figura 18. Media (= EEM) de la actividad noradrenérgica en el ED en ratas sometidas a
restriccion y posteriormente a diferentes tiempos (0. 1 o 24 h) ejecutaron la tarea de
evitacion inhibitoria. Sacrificio después de prueba. *p < .05 R vs R+EL

Los cambios en la concentracion de MHPG en el ED muestran que hubo
interaccion entre ambos factores F(2,38) = 8.41, p < .01. En el grupo R+EI que ejecuto la
tarea en el tiempo 0 h la concentracion del metabolito fue menor que en el grupo sometido
Unicamente a restriccion y sacrificado en el tiempo 0 h (R 0), en tanto que los grupos R+EI
que ejecutaron la tarea 1 h o 24 h después del tratamiento de estrés, tuvieron una
concentracion mayor que en los grupos con restriccion sacrificados 1 h o 24 h después
(factor tratamiento) F(1,38) = 4.66, p < .05, el tratamiento R+EI fue diferente respecto al
tratamiento restriccion p < .05. Figura 19 A.

Resultados similares se observaron en la concentracion de NA, F (2,38) = 8.08, P <
.001 en los animales sometidos a restriccion sacrificados 24 h después, la concentracion de
NA fue mayor que en los otros grupos. La concentracion de NA en los grupos sacrificados
en el intervalo de 24 h difirié respecto a los grupos en intervalos O h y 1 h (factor tiempo)
F(2,38) = 8.94, P < .001. No hubo diferencias en la concentracion de NA entre los
animales sometidos a R y a R+EI F(1,38) = 0.39, p <.53. Figura 19 B.
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Figura 19. Media (= EEM) de la concentracion de MHPG (A) y NA (B) (ng/mg) en el ED
en ratas sometidas a restriccion y posteriormente ejecutaron la tarea de evitacion inhibitoria
a diferentes tiempos (0, 1 o 24 h) y sacrificadas después de concluida la prueba. *p < .05;
**

p<.0l.

Los resultados de la concentracion de corticosterona en las ratas sometidas a
restriccion y que posteriormente ejecutaron la tarea de evitacion inhibitoria a diferentes
tiempos y en los grupos sometidos a restriccion, muestran que hay una interaccion entre los
dos factores, F(2,29) = 29.13; p <.001. En el grupo R+EI que ejecuto la tarea en el tiempo
0 h la concentracién de corticosterona fue menor en el grupo sometido a restriccion
sacrificado al intervalo 0 h (R 0), mientras que en el grupo que ejecut6 la tarea a las 24 h la
concentracion fue mayor que en el grupo R 24. El intervalo 24 h difirié de los grupos a los
intervalos 0 h y 1 h F(2,29) = 10-93, p < .001. El tratamiento R+EI fue diferente al
tratamiento restriccion sola F(1,29) = 8.26, p <.01. Figura 20.
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Figura 20. Media (= EEM) de la [corticosterona] en sujetos sometidos a restriccion y
después a diferentes tiempos (0, 1 o 24h) realizaron la prueba de evitacion inhibitoria. Los
animales se sacrificaron después de la prueba. *p < .05; **p < .001 vs sus respectivos
controles.
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Discusion

La comparacion de los resultados entre el entrenamiento y la tarea de evitacion
inhibitoria completa, nos sugieren que el entrenamiento modifica el sistema noradrenérgico
en la CPF y en el ED, y que la magnitud de los cambios disminuye cuando los animales
realizan el procedimiento completo con entrenamiento y prueba.

Los resultados obtenidos moestraron que en los animales sometidos a la tarea de
evitacion inhibitoria, la restricciéon no deterior6 la memoria. Segin McDonald y White
(1994) varios factores pueden modificar los resultados obtenidos en los ensayos de
retencion, como el nivel de actividad espontanea de cada individuo o la ansiedad producida
durante la tarea de EI (Chida, Sudo, Mori & Kubo, 2006). Los resultados obtenidos en este
estudio nos sugieren que el estrés por restriccion y el choque de 2.5 mA son lo
suficientemente aversivos para que el evento emocional no se olvide. En las ratas que
ejecutaron la tarea de evitacion inhibitoria el sistema noradrenérgico, se activé de manera
diferente en la CPF y el ED y la magnitud de la respuesta dependid del tratamiento. Al
igual que lo descrito por Hajos-Korcsok y colaboradores, (2003), el someter a los animales
a la tarea de evitacion inhibitoria después de la restriccion resulta en cambios en la
concentracion de NA en la CPF y el ED que dependen de ambos estresores, es decir que un
segundo estresor modifica las repuestas del primero.

En los sujetos que fueron sometidos a la tarea y sacrificados inmediatamente, la
concentracion de corticosterona fue mayor que la del grupo control, lo cual concuerda con
lo observado por Pacék y Palkovits (2001) sobre el hallazgo de que la maxima respuesta de
las adrenales al estrés se observa durante los primeros 30 minutos después de haber

empezado éste.

Experimento 3. Efectos del estrés, sobre la memoria y ansiedad evaluadas en el LT
En este experimento se analizaron los efectos del estrés por restriccion sobre la
memoria y la ansiedad en ratas que ejecutaron la tarea de laberinto elevado en T a
diferentes intervalos (0, 1 o 24 h) después de concluido el estrés, sobre la concentracion
plasmatica de corticosterona y la concentracion de MHPG y NA, y la actividad

noradrenérgica en la CPF y el ED.
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Procedimiento.

Se utilizaron grupos de animales sometidos la tarea en LT y sacrificados a
diferentes tiempos después de concluir la prueba (0, 1 o 24 h). Otros tres grupos fueron
sometidos a restriccion seguida de la tarea en el LT la cual se llevo a cabo inmediatamente,
a 1 o 24 h después de terminado el tiempo de la restriccion, los tres grupos fueron
sacrificados al terminar la prueba. Como grupo control se utilizaron animales sometidos a

la tarea de LT y sacrificados en el tiempo 0 después de la prueba.
Efectos de la restriccion sobre la memoria

La Figura 21 A muestra que el estrés por restriccion tuvo efecto en la adquisicion
de la tarea en LT F(6,56) = 4.70; p < .001. Los tres ensayos de evitacion de todos los
grupos resultaron diferentes entre si: la linea base con menor latencia, la evitacion 1 con
mayor latencia que la linea base y la evitacion 2 con mayor latencia que la evitacion 1
F(2,56) = 8.39, p <.001. Los grupos R+LT1 y R+LT24 mostraron menores latencias en las
evitaciones comparados con el grupo control LT y R+LTO0 F(3,28) = 8.39, p < .001. Las
latencias de retencion (EV3) en los tres grupos de animales sometidos a estrés (R-LTO, R-
LT 1 y R-LT24) fueron menores que en el grupo control LT F(3,28) = 11.33, p < .001,
Fifura 21 B.
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Figuras 21 A y B. Promedios (+ EEM) de cada tiempo (s), (A) latencias de evitacion
(adquisicion) y (B) de la retencion (s) en grupos sometidos a restriccion previa a la tarea de
LT (0, 1 0 24 h). LB = linea base; EV1= evitacion 1; EV2= evitacion 2; R +LT= 15 min de



75

R+ la ejecucion en LT; 0. 1 y 24 lapso de tiempo (h) entre los 15 min de R y el
entrenamiento. **p <.01; *p <.05 vs LT.

Efectos en la ansiedad.

En el grupo que ejecutd la tarea inmediatamente después del estrés (R+LTO), la
latencia del ES 1 fue mayor respecto al ES 1 del grupo control LT F(3,28) =5.45, p < .01,
mostrando un efecto ansiolitico. El escape 2 en el dia de la prueba en todos los grupos fue

semejante al control LT (Figura 22).
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Figura 22. Medias = EEM de las latencias de escape (s), en grupos sometidos a restriccion
previa a la tarea de LT. *p < .05 vs LT. LT=laberinto elevado en T; R= retencion; R+LT=
retencion + ejecucion en LT; 0, 1 y 24 lapso de tiempo (h) entre la R y el entrenamiento de
LT.

Resultados Neuroquimicos

Efectos de la tarea de laberinto elevadoen T

En la CPF de ratas sometidas a la tarea de laberinto elevado en T, la actividad
noradrenérgica, la concentraciéon de NA y de MHPG en la CPF fueron similares al grupo
control (Tabla 8).

En el ED, se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la actividad
noradrenérgica F(3,26) = 6.41, p < 0.01, la concentracion de MHPG F(3,26) = 3.88; p <
.05 y de NA F(3,26) = 8.25; p < .001. En los animales sacrificados en el intervalo 1 la
actividad noradrenérgica y la concentracion de MHPG fueron mayores que el grupo
control, y que en los grupos sacrificados al intervalo 0 o 24 h. En cambio, la concentracion

de NA en los animales sacrificados al intervalo 0 o 24 h fue mayor que en el grupo control.
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No se observaron diferencias en la concentracion de corticosterona y no se presentan los

resultados.

Tabla 8. Media (= EEM) de la actividad noradrenérgica, concentracion (ng/mg) de NA y
MHPG de la CPF y del ED en ratas sometidas a la tarea de laberinto elevado en T y
sacrificadas a diferentes tiempos (0. 1 0 24 h) después de concluida la prueba (0, 1 o 24 h).
C = control; EI = evitacion inhibitoria.

CORTEZA PFREFRONTAL ESTRIADO DORSAL
TRAT ACT MHPG NA TRAT ACT MHPG NA
C 2.7+1.09 1,1+0.2 | 0.3£0.08 C 1.6+1.2 2.3+0.4 0.7+0.4
LTO 2.0+1.1 0.5+0.2 | 0.2+0.08 LT0 0.9+0-5 1.1+0.2 3.2+1.0%
LTl 2.1+1.4 0-5+0.3 0.4+0.1 LT1 7.8£2.1*%++| 4.6£1.2*%+ | 1.1+0-4
LT24 1.2+1.1 0.6+£0.2 | 0.1+0.07 LT24 0.9+0.6 1.9+0.6 [5.3£1.0%*+H

*p < .05; **p < .01 vs C; +p < .05 vs LT 0; ++p <0.01 vs LTO, LT24 y LTI
respectivamente.

Efectos de la restriccion sobre la tarea de LT

La actividad noradrenérgica en la CPF en ratas sometidas a restriccion y a la tarea
de LT, fue similar a la del grupo control F(2,37) = 1.1, p = .35, datos no mostrados.

Las modificaciones en la concentracion de MHPG indican una interaccion de los
efectos del tratamiento y el tiempo F(2,37) = 19.66, p < .001. En el grupo R24, la
concentracion fue mayor que en los otros grupos p < .01. Los efectos de la restriccion
fueron distinto al tratamiento R+LT F(1,37)=11.41, p <.01. La concentracion de MHPG
en el tiempo 24 h difirié de los tiempos O hy 1 h F(2,37) = 9.29, p < .001. En el grupo
R+LT1 Ia concentracion de NA fue menor que en el grupo R1 y se observo una interaccion
entre los factores F(2,37 ) =5.47, p <0.01. No se mostraron diferencias significativas para

los factores tiempo y tratamiento (Figuras 23 A 'y 23 B).
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Figura 23. Media (£ EEM) de la concentracion de MHPG (A) y NA (B) (ng/mg) en la CPF
en ratas sometidas a restriccion y posteriormente ejecutaron la tarea de laberinto elevado
en T a diferentes tiempos (0, 1 o 24 h) y sacrificadas después de concluida la prueba. **p <
.01 vs todos; ++ p <.001 vs R.

La Figura 24 muestra que las modifaciones en la actividad noradrenérgica del ED
muestran una interaccion del tratamiento y el tiempo F(2,35) = 4.48, p < 0.05. El grupo
R+LT1 mostré mayor actividad que el grupo R1. También se detectaron diferencias

significativas por tratamientos F(1,35)=4.92, p <.05.
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Figura 24. Media (= EEM) de la actividad noradrenérgica en el ED en sujetos sometidos a
restriccion y sacrificados a diferentes tiempos (0, 1 6 24h) y sujetos que ejecutaron la tarea

de LT a diferentes tiempos (0, 1 o 24h) después de la restriccion y sacrificados
inmediatamente después de la prueba. ++p <.01 R+LT1 vs R1.
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Las Figuras 25 A y 25 B muestran que hay interaccion de factores en las
modificaciones en la concentracion de MHPG F(2,35) = 14.26, p < .001, la concentracién
en el grupo R+LT1 fue mayor que en el grupo R1. Los tratamiento difirieron entre si
F(1,35) = 17.23, p < .001, el tratamiento R fue diferente al tratamiento R+LT. En la
concentracion de NA hubo interaccion entre los factores F(2,35) = 29.14, p < .001, los
animales sometidos a restriccion y sacrificados a las 24 h después, presentaron mayor
concentracion en comparacion del grupo que ejecutd la tarea 24 h después del estrés
(R+LT24), mientras que en el grupo sometido a restriccion sacrificado una hora después
(R1) la concentracion fue menor que el grupo que recibio estrés y ejecutd la tarea 1 h
después (R+LT1). El intervalo 24 h fue diferente al intervalo 0 hya 1 h F(2,35) =39.08,
p < .001. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas por tratamiento

como puede observarse en la Figura 25 B.
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Figura 25. Media (+ EEM) de la concentracion de MHPG (A) y NA (B) (ng/mg) en el ED
en ratas sometidas a restriccion y posteriormente ejecutaron la tarea de laberinto elevado
en T a diferentes tiempos (0. 1 o 24 h) y sacrificadas después de concluida la prueba. **p <
OlvsOhylh;++p< .01.

Efectos en la concentracion de corticosterona.

El andlisis de los resultados de la concentracion de corticosterona muestra que el
factor intervalo explica las diferencias observadas, ya que el tratamiento no influy6 sobre
los resultados F(2,29) = 4.23, p < .05. Al intervalo 1 h la concentracion de corticosterona

fue menor que al intervalo 0 h p <.01 (Figura 26).
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Figura 26. Media (+ EEM) de la concentracién de corticosterona (ng/mL) en sujetos
sometidos a R sacrificados a diferentes tiempos (0, 1 o 24 h) y sujetos que ejecutaron la
tareca de LT a diferentes tiempos (0, 1 o 24 h) después de restriccion y sacrificados
inmediatamente después de la prueba. **p <.01 1 h vs O h.

Discusion

Los resultados de este estudio muestran que la restriccion produjo amnesia en los
animales que ejecutaron la tarea de LT, lo que coincide con otros estudios que muestran
que el estrés deteriora la memoria (Cruz-Morales et al., 2008; Diamond et al., 2006; Sandi
et al., 2005). La exposicion a la restriccion antes de la ejecucion de la tarea en LT causéd
solo en el grupo (R+LTO) un efecto ansiolitico en el escape 1 (ES1), lo que se puede
atribuir a la reactividad de cada sujeto y al intervalo en el que se ejecutd la tarea, ya que 24
h después en la prueba en el ES2 las latencias fueron semejantes en todos los grupos.
Dado que los resultados del ES2 se consideran respuestas a la ansiedad, se propone que la
restriccion no afectd la ansiedad, lo cual coincide con los estudios de Custddio, Zangrossi y
Graeff (2000).

Dada las diferencias significativas que se observaron en el ED se sugiere que el
sistema noradrenérgico de ésta regidon participa importantemente cuando los animales

ejecutan la tarea en LT.

Experimento 4. Efectos del estrés sobre la ansiedad evaluada en el LEC

En éste experimento se evaluaron los efectos del estrés por restriccion sobre la
ansiedad evaluada en el LEC, asi como la concentracién plasmatica de corticosterona, la

concentracion de MHPG y NA, y la actividad noradrenérgica en la CPF y el ED.
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Procedimiento

Los resultados de los efectos de la tarea sobre el sistema noradrenérgico y la
concentracion de corticosterona se presentaron en el Experimento 1, por lo que en este
experimento Unicamente se presentan los resultados conductuales, neuroquimicos y de
corticosterona en la ansiedad de ratas que ejecutaron la tarea de LEC bajo los efectos del

estrés.

Resultados
Efecto de 15 min de R sobre la ansiedad en la tarea en LEC

La restriccion no modificd la realizacion de la tarea en LEC. Todas las medidas

evaluadas de los grupos R+LEC fueron semejantes a las del grupo LEC. Tabla 9

Tabla 9. Media (+ EEM) de las medidas de ansiedad en el LEC. Un grupo realiz6
unicamente la tarea y 3 grupos sometidos a R + LEC a diferentes tiempos después de la R
(0, 1 0 24 h después). E BA = entrada en brazos abiertos; T BA = tiempo en brazos
abiertos; Tot. de Ent. = total de entradas; T en C = tiempo en el centro.

Tratamiento | % E BA % T BA Tot. de Ent. % TenC
LEC 29.845.5 | 12.9+3.5 [10.5+1.4 6.58+ 1.38
R+LECO 35.8+7-0 25.7+4.2 |18.75+1.8 21.08+1.8
R+LEC1 28.7+6.8 | 20.8+5.2 |7.87+1.6 7.25+1.65
R+LEC24 28.1+5.0 | 16.5+5.0 |10.75+1.7 7.08 +571

Resultados Neuroquimicos

El andlisis de los resultados indican que la actividad noradrenérgica en la CPF
presentd diferencias en funcion del tratamiento F(1,37) = 4.17, p < .05. En el ED se
observo una interaccion entre el tratamiento y el intervalo lo que explica los cambios en la

actividad noradrenérgica F(2,33) = 6.41, p < .01. EI grupo sometido a restriccion y
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sacrificado en el intervalo 0 (R0O) mostr6 mayor actividad respecto a todos los demas
grupos del experimento. Al intervalo 1 h la actividad fue menor que en los otros dos

intervalos F(2,33) =4.47, p <.05. Figuras 27 Ay 27 B

A B
CPF ED
5.0 - -
OR MRILEC 1., [OR W R+LEC
- | o :
i 3.0 - T C %15 .
2.0 1 £1.0 A
<10 1 ﬁ i i <05 - *
0.0 — 0.0 i |
Oh 1h 24h Oh 1h 24h

Figura 27. Media (+ EEM) de la actividad noradrenérgica en la CPF (A) y el ED (B) en
sujetos expuestos al LEC a diferentes tiempos (0, 1 o 24 h) después de restriccion y
sacrificados inmediatamente de concluida la tarea. A) Efectos en la CPF, B) efectos en el
ED. *p< .051hvs0y24h;+p< .05R0 vs R+LEC 0.

Las modificaciones en la concentracion de MHPG en la CPF muestran una
interaccion entre el factor tratamiento e intervalo F(2,37) = 13.40, p <.001. En el grupo
sometido a restriccion y expuesto al LEC 24 h después, la concentracion fue menor que en
el grupo con restriccion sacrificado 24 h después. En los animales sacrificados a los
intervalos 0 y 1 h la concentracion de MHPG fue similar al grupo con restriccion. El factor
intervalo F(2,37) = 13.42, p <.001, el grupo de 24 h difiri6 de los grupos a los intervalos
0y 1 h, y en este mismo intervalo, los tratamiento fueron diferentes entre si F(1,37) = 4.74,
p <.05. En el ED no se observaron diferencias en la concentracion de MHPG F(2,33) =

2.6, p <.05, (ver Figura 28).
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Figura 28. Media (= EEM) de la [MHPG] (ng/mg) en la CPF (A) y el ED (B) en sujetos
que ejecutaron la tarea de LEC a diferentes tiempos (0, 1 o 24 h) después de la restriccion
y sacrificados inmediatamente al concluir la tarea. A) efectos en la CPF **p <.01 vsOhy
1 h; +++p <.001 R24 vs R+LEC 24; A) efectos en la CPF; B) efectos en el ED.

En comparacion con la restriccion, la concentracion de NA en la CPF no fue
modificada por la restriccion mas LEC F(2,37) = 0.9, p = .4. En el ED los cambios en la
concentracion de NA muestran una interaccion entre los factores tratamiento e intervalo
F(2,33) = 30.24, p < .001. en los intervalos 0 y 1h la concentracion en el grupo R+LEC 0
fue mayor que el grupo R 0, p <.001, mientras que a las 24 h los efectos fueron inversos
(grupo R 24 > grupo R+LEC 24, p < .001). Se observa que tanto el intervalo como el
tratamiento estdn interactuando, ya que los pares de grupos en el mismo tiempo se

comportan en forma diferente Figuras 29 A y 29 B.
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Figura 29. Media (+ EEM) de la concentracion de NA (ng/mg) en la CPF (A) y el ED (B),
en sujetos que ejecutaron la tarea de LEC a diferentes tiempos (0, 1 o 24 h) después de la
restriccion y sacrificados inmediatamente al concluir la tarea A) efectos en la CPF y B)
efectos en el ED. **p <.01 vs 0 hy 1 h; +++p <.001 R 24 vs R+LEC 24.

La concentracion de corticosterona en los animales sacrificados al intervalo 0 h

fue mayor que en el grupo control, F(2,27) = 7.16, p < .05, lo que no ocurri6 en los grupos

sacrificados a los los intervalos 1 h'y 24 h (Figura 30).
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Figura 30. Media (= EEM) de la concentracion de corticosterona en ratas que ejecutaron la
tarea de LEC a diferentes tiempos (0, 1 o 24h) después de la restriccion y sacrificados
inmediatamente al concluir la tarea. *p <.050hvs1hy24h.

Discusion
Los resultados del presente estudio muestran que la restriccion de movimiento no

modifica la ansiedad en animales sometidos al LEC. Las diferencias en la actividad

noradrenérgica del sistema noradrenérgico de la CPF y del ED frente a restriccion o a la
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restriccion seguida de la exposicion al LEC se explican por los cambios en las
concentraciones del metabolito.

Fl aumento en la concentracién de corticosterona en los animales sometidos a

restriccion+LEC son el reflejo de los efectos de la restriccion y no de la exposicion al LEC.
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13. DISCUSION GENERAL

Los resultados de este estudio muestran que la exposicion de las ratas a estresores
fisicos y psicologicos modifican la respuesta conductual, hormonal, y noradrenérgica de la
CPF y ED y apoyan lo propuesto por Shors y Horvath (2004) sobre que la integracion de
varios sistemas neurales y periféricos median los cambios fisioldgicos y conductuales
ocasionados por la respuesta a un estresor.

McEwen y Gianaros, (2010) y Ramos y Mormede, (1998) mostraron que existe
gran variabilidad de respuestas entre individuos de la misma especie sometidos a
diferentes tipos de estresores. Joels, Pu, Wiergert, Oitzl & Krugers, (2006) y Miura, Qiao
& Ohta (2002) proponen que la reactividad de los sujetos a diferentes estresores puede ser
diferente para las respuestas neuroendocrinas y conductuales esta variabilidad en las
respuestas neuroendocrinas, conductuales y neuroquimicas también fue observada en
nuestro estudio en animales expuestos a diferentes estresores.

Shah y Treit, (2003) y Das, Rai, Dikshit, Palit y Nath, (2005) propusieron que los
cambios temporales en las monoaminas cerebrales en respuesta a un estresor dependen del
estresor, la duracion e intensidad del mismo. Los resultados de nuestro estudio apoyan
dicha interpretacion.

Miura et al., (2002) describen a la restriccion de movimiento y al choque como
estresores graves, pero segun la literatura consultada los autores no consideran a los
entrenamientos de las tareas como estresores. Los resultados del presente estudio
confirman que la restriccion y el choque son estresores graves ya que su aplicacion resultd
en el mayor nimero de cambios en el sistema noradrenérgico de la CPF y del ED y en la
concentreacion de corticosterona. La exposicion de un animal a un choque inescapable
activa los sistemas noradrenérgico, dopaminérgico y serotoninérgico, e interfiere en la
ejecucion de diferentes tareas y los efectos son menores cuando se presenta un choque del
cual el animal puede escapar (Heinsbroek, Van Haaren, Feenstra, Boon & Van de Poll,
1991).

El efecto de la restriccion de movimiento y del choque sobre el sistema
noradrenérgico fue similar, tanto en la CPF como en el ED, lo que confirma que el estrés
inescapable induce a una rapida activacion del sistema noradrenérgico (Konstandi, Jonson,

Lang, Malamas & Marselos, 2003). Dado que los efectos en los animales que expuestos a
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los entrenamientos fueron menores, se corrobora que la respuesta a un estresor €s menor
cuando el animal puede escapar del estresor.

Smith, Davis, Gehlert & Nomikos (2006) mostraron que la exposicion de ratones a
dos estresores diferentes, olor a gato o inmovilizacion, resulta en el aumento de la
concentracion de DA y acetilcolina en la corteza frontal, pero no se modifico la de NA.
En nuestro estudio solo la exposicion a la tarea del LEC modifico la concentracion de NA
en la CPF, lo cual concuerda con lo observado por Smith y colaboradores.

El curso temporal de los cambios observados en el sistema noradrenérgico en CPF
y ED, nos sugiere que las respuestas del sistema dependen del estresor y la estructura
estudiada, las cuales son funcionalmente diferentes, tal y como plantean Tanaka, et al.,
(1991). El otro factor es el tiempo transcurrido entre la aplicacion del estresor y la
evaluacion del sistema, tal y como ha sido propuesto previamente (Shinba, Ozawa, Yoshii
& Yamamoto, 2010).

En el estudio realizado por Shinba et al. (2010), expusieron a ratas a un estrés
agudo (choque intermitente por 1 h) evaluaron en hipocampo, corteza cerebral e
hipotdlamo, la concentracion de NA a las 0, 4, 24 h después del estrés. El resultado fue un
aumento significativo de la amina a las 24 h. Los investigadores explican que el estrés
induce a una acumulaciéon de NA, dado por alteracion del sistema de la enzima tiroxina
hidroxilasa, del sistema de recambio y de la recaptura, lo que conduce a una sobreactividad
y la acumulacion de la NA. Otra posible explicacion es que puede estar actuando un
mecanismo de regulacion suplementario del sistema noradrenérgico, que protege de la
continua disminucidn de la sintesis de NA en las primeras horas ocasionado por el estrés.

La restricciéon de movimiento no produjo cambios en las latencias de adquisicion y
de escape en la tarea de EI lo que sugiere que los estresores no modificaron la adquisicion
y la consolidacion de la memoria.

Segun Kaneto (1997) el estrés por choque facilita la memoria hasta 96 h después de
ser aplicado, lo que muestra que el estrés por el choque modula los procesos de aprendizaje
y memoria: adquisicion, consolidacion y retencion. En el presente estudio, el estrés
provocado por la restriccion de movimiento no modificé el proceso de memoria evaluado
en la tarea de EI, ya que no mostr6 deterior6 en ninguno de los tiempos resgistrados, por lo

que se propone que el estrés provocado por 15 min de R no es lo suficientemente agresivo
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para producir efectos en la memoria, pero el choque que se administra es de una intensidad
y duracidn alta, por lo que se puede considerar fue muy aversivo suficiente para consolidar
la memoria, tal y como ha sido propuesto (Cruz-Morales et al., 1992; Quirarte et al.,1993).

Yamada, Santos-Yamada & Wada, (2003) mostraron que la restriccion de
movimiento resulta en el deterioro de la memoria evaluada en la tarea de evitacion
inhibitoria de un solo ensayo; segun, Rashidy-Pour, Sedeghi, Taherain, Vafaei &
Fathollahi, (2004) la restriccion de movimiento por 30 min antes del entrenamiento en una
prueba de EI con un estimulo de 1 mA, deterior6 la memoria, en cambio, la memoria no se
modificd en ratones sometidos a 25 min de restricciéon de movimiento dos veces por dia,
que fueron sujetos 24 h mas tarde a una prueba de evitacion inhibitoria (Zerbib & Laborit,
1990).

Segun Klenerova et al., (2003) la retencion de la memoria es afectada por el tiempo
que transcurre entre el estrés por restriccion y la ejecucion de la tarea. Los resultados de
este estudio no apoyan esa conclusion, posiblemente porque los modelos utilizados para
evaluar la memoria fueron diferentes.

En el estudio, se observaron diferencias en el sistema noradrenérgico de la CPF y el
ED producidas por la restriccion previa a la tarea de EI, lo que nos sugiere que los cambios
producidos por la exposicion a restriccion pueden ser modificados cuando a los animales
se les somete a un segundo estresor, tal y como sucedid con la concentracion de
corticosterona.

Numerosos estudios muestran que la la restriccion deteriora la memoria cuando los
animales ejecutan la tarea en el LT u otros modelos de evaluacion (Diamond et al., 2006;
Sandi et al., 2005, Cruz-Morales et al., 2008; Arnsten, 2009). Los resultados confirman que
la restriccion provoca amnesia, dependiendo del modelo utilizado para medir la memoria y
del lapso entre el momento en que se termina el efecto estresor y se evaltian las diferentes
fases de la memoria (adquisicion, consolidacion y recuperacion).

La sola exposicion a LT no causé efecto en la ansiedad, lo cual concuerda con los
estudios de Custodio et al. (2000). En este estudio el someter a los animales a restriccion
antes de ser expuestos al LT, result6é en un efecto ansiolitico, contrario a la hipotesis de que

el estrés produce un efecto ansiogénico (Martijena, Calvo, Volosin & Molina, 1997).
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La tarea de LT no modifico al sistema noradrenérgico de la CPF. La concentracién
de la NA se mantuvo en las concentraciones basales, indicando que algiin mecanismo
propio del sistema puede estar regulando la sintesis de la NA (Nakagawa, Tanaka, Kohno,
Noda & Nagasaki, 1981) (Tabla 8). Al observar el comportamiento cuando se agrega la
restriccion de movimiento se observa que la concentracion de NA se modifica en algin
momento, lo que apoya la hipdtesis de que la NA modula las conductas motivadas sélo
cuando los estimulos son intensos y salientes (Ventura, Latagliata, Morrone, La Mela &
Puglisi-Allegra, 2008).

En respuesta al LT o a la restriccion seguida de la prueba de LT, la respuesta del
sistema noradrenérgico de la CPF y el ED son diferentes y dependieron del lapso entre la
prueba y la evaluacion neuroquimica del sistema. Esto concuerda con las observaciones de
diversos autores sobre la respuesta del sistema noradrenérgico de ambas regiones en
animales que son enfrentados a diversos sistemas estresantes: sonido de vocalizacion de
rata (Hu et al., 2014), luz intermitente (Ventura et al., 2008), una hora de inmovilizacion
(Nakane et al, 1994), con nado forzado por 15 minutos (De La Garza & Mahoney, 2004)
asi como con una serie de choques por 30 min (Rossetti, Portas, Pani, Carboni & Gessa,
1990), y con el procedimiento de presion de la cola por 30 min (Finlay et al., 1995), cinco s
a choque de 3.5 mA (limori, et al., 1982), prueba de evitacion activa (Petkov, Stoyanova &
Popova, 1989)

En el ED se observa que en los grupos que solo ejecutaron la tarea, la concentracion
de NA fue significativamente mayor en los grupos sacrificados al tiempo 0 y a las 24 h, lo
que indica que la NA no se degradd, es decir hay una sintesis simultdnea que no permite
que la NA baje en su concentracion (Tabla 8). Se ha visto que después de un dafio en el LC
o en las fibras noradrenérgicas (dafio eléctrico o lesiones neurotoxicas), hay numerosas
respuestas para minimizar las consecuencias funcionales de éste dafio, y estas respuestas
pueden ocurrir hasta cierto tiempo después (Berridge & Waterhouse, 2003).

La influencia del tiempo en la respuesta en el ED es mas evidente. Se ha estudiado
la expresion del gene de la tiroxina hidroxilasa (TH) bajo los efectos del estrés. La
restriccion de movimiento y el choque causan un rapido incremento en los niveles de
RNAm de la TH en el LC y retorna a sus niveles basales entre las primeras 24 h después de

iniciado el estrés (Rusnak et al., 2001).
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Los resultados muestran que la restriccion de movimiento no produjo efectos en la
ansiedad evaluada en el LEC, contrario a lo observado por otros autores (Chotiwat &
Harris, 2006; Hauber et al., 2006). Los resultados se pueden discutir desde el punto de
vista de las medidas que tradicionalmente se toman en cuenta en el LEC, ya que
recientemente se ha venido debatiendo si realmente miden ansiedad. Quizas en las
condiciones del experimento, las medidas utilizadas como indice de ansiedad (% de tiempo
en los brazos abiertos, % de entradas a los brazos abiertos, total de entradas), no propicien
la visualizacion de extrema ansiedad, por lo que se sugiere que en investigaciones futuras
se tomen en cuenta otras conductas etologicas “secundarias” como las que proponen otros
autores: toma de decision, capacidad de espera, desplazamiento, tiempo de decision,
ambulacién defensiva entre otras (Campos et al., 2013; Wall & Messier, 2001). La
conducta en el caso de LEC puede estar balanceada entre dos tendencias: la indecision y la
tendencia a salir de los brazos cerrados (Calatayud, Belzung & Aubert, 2004).

Existen otros factores que pueden estar influyendo en los resultados, tales como la
hora en que los animales ejecutan la tarea (Griebel, Moreau, Jenck, Martin & Misslin,
1993), tipo de estresor antes de la tarea (Lister, 1987; Pellow, Copin, File & Briley, 1985;
Shah & Treit, 2003), el contexto del propio laberinto como paredes transparentes u opacas
(Carvalho-Netto & Nunes-de-Souza, 2004), el factor luz (Pellow et al., 1985; Becker &
Grecksch, 1996; Bert, Frink, Huston & Voits, 2002) entre otros.

Se ha demostrado que la exposicion a breves periodos de estrés intenso es
suficiente para causar significativa remodelacion estructural de las neuronas de la CPF en
roedores, por lo que el estrés puede causar tanto alteraciones funcionales, asi como en el
aspecto emocional (Holmes & Wellman, 2009). En la CPF la tinica modificacion en la
concentracion de MHPG se mostrd en las ratas que ejecutaron la tarea 24 h después del
estrés, la cual fue menor respecto a los animales sometidos solo a restriccion, mientras que
en la concentraciéon de NA se observa el mismo efecto a la hora (Figura 28 A). Previos
estudios han mostrado la intervencion de la CPF (Arnsten, 2011; Weiss, 2007) y del
sistema noradrenérgico en el proceso de la ansiedad (Morrow, George & Roth, 2004). La
NA en la CPF dorsoloateral se libera en forma de U invertida dependiendo de la situacion
que se presente: poca (por ejemplo en el agotamiento o la fatiga) o demasiado (por ejemplo

en un estrés incontrolable) lo cual resulta en un deterioro de la funcion de la CPF, mientras
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que se liberan concentraciones moderadas de la catecolamina, cuando el sujeto estd alerta e
interesado en fortalecer la funcion de la CPF con base a las exigencias del entorno
(Arnsten, 2011), lo cual concuerda con los resultados conductuales al no tener efecto el
estrés en la ansiedad. En el ED se observa que la concentracion de NA de los tres grupos
R+LEC se encuentran en un rango similar, por lo que se sugiere que las sefales de
recuperacion activan varios subcircuitos basados supuestamente en una red amigdalo-
prefrontal-estriado (Botreau et al., 2004).

Las diferencias en la actividad nordrenérgica en la CPF y el ED en los animales
sometidos a estrés leve (entrenamiento y prueba de LT, prueba de LEC) que no afectan la
concentracion de corticosterona, nos sugiere que el sistema noradrenérgico en ambas
regiones cerebrales son afectados de manera diferencial por las sefiales que se originan en
otras regiones cerebrales en respuesta al estrés.

Los valores de la concentracion de corticosterona dependieron del tipo y de la
duracién del estresor, los estresores severos de poca duracion, pero de intensidad alta
provocaron la respuesta de corticosterona mas rapido que los que tuvieron mayor duracion,
es decir los entrenamientos. Los resultados de 15 min de restriccion de movimiento y el
choque (2.5 mA), coinciden con trabajos previos en raton (Bowers et al., 2008; De Boer,
Slangen & Van de Gusten, 1990; Hajés-Korcsok et al., 2003; Shimizu et al., 1994). Lo
anterior confirma que el choque y la restriccion de movimiento son estresores altamente
agresivos que provocaron concentraciones altas de corticosterona.

Los aumentos en la concentracion de corticosterona en respuesta al estrés,
modifican las funciones cognitivas (McReynolds et al. 2014). Segin Ferry, Roozendaal
& McGaugh, 1999) y McGaugh, (2004), en los casos en que el animal estuvo expuesto a
dos etresores (restriccion y el choque propio de la tarea), la concentracion de corticosterona
aumenta durante las experiencias con carga emocional, los que activan a los mecanismos
noradrenérgicos en la amigdala basolateral, lo que resulta en una mejoria en la memoria.
Segun Wolf, (2008), los resultados son inconsistentes ya que se ha observado mejora, falta
de efecto o de deterioro de la memoria. Segun la hipotesis, la activacion noradrenérgica en
la amigdala conduce a una mejor consolidacion de la memoria a través de su interaccion
con el hipocampo (LaBar & Cabeza, 2006) y la CPF medial (Roozendaal, McEwen &
Chattarji, 2009).
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Los resultados de los sujetos que fueron sometidos al entrenamiento en LT y LEC
en donde la corticosterona no se vio afectada, fueron similares a los de Van der Borght et
al., (2005) cuando exponen a los sujetos a una caja de evitacion activa con un choque de
0.3 mA. Se propone que la respuesta cortico-adrenal a estimulos estresantes puede ser
considerada como un indice sensible a la intensidad del estrés y de la experiencia
emocional del animal, cuando se utilizan estresores de baja y mediana intensidad (Armario,
Montero & Balasch, 1986).

En las ratas que primeramente fueron sometidas a 15 min de restriccion de
movimiento y ejecutaron la tarea de evitacion inhibitoria 24 h después, la concentracion de
corticosterona fue mayor respecto a todos los grupos (Figura 20), se ha documentado que
el estrés tiene el potencial de alterar a los receptores a glucocorticoides mediados por
procesos fisioldgicos y hasta 24 h después de la desaparicion del factor estresante (Deak,
Nguyen, Crystal, Cotter & Fleshner, 1999; Klenérova et al, 2003; Malisch, Satterlee,
Cockrem, Wada & Breuner, 2010).

La liberacioén de corticosterona por exposicion a estrés, se reporta con frecuencia
que la liberacion va acompafiada de cambios en la NA y la 5-HT particularmente en la CPF

(Tomie et al., 2004).
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14. CONCLUSIONES

El estrés agudo influye en la homeostasis del animal.

El estrés por restriccion activa al sistema noradrenérgico en la CPF y en el ED, los
cambios producidos pueden modular a los procesos de la memoria y de la ansiedad.
Los cambios dependen del tiempo transcurrido entre el estrés y las mediciones, de
modificaciones en la sensibilidad al sistema noradrenérgico de la CPF y el ED y de
la concentracion plasmatica de corticosterona.

El estrés por restriccion causé amnesia en los sujetos que ejecutaron la tarea de LT
a los diferentes tiempos después del estrés, pero no influyé en la memoria de los
sujetos que ejecutaron la tarea de EL

La restriccion no modifico la ansiedad evaluada en el LT o LEC

La CPF y el ED son estructuras que intervienen en los procesos emocionales y de
memoria.

Los aumentos en la concentracion de corticosterona muestran que la R y el CH son

estresores potentes.
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