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RESUMEN

En este trabajo se presentan evidencias de la relacién que existe entre dos entidades patoldgicas de
origen metabdlico (la diabetes -DM- y el sindrome metabdlico -SM-) y una de tipo neurolégico: la ansiedad.
Las aproximaciones experimentales utilizadas en este estudio para modelar las entidades patolégicas
metabdlicas incluyeron un modelo de DM inducida por estreptozotocina (STZ) y un modelo de SM
producido por la ingestién de una dieta hipercalérica (solucién de sacarosa al 20%) durante 6 meses. Los
paradigmas de ansiedad en los que se evaluaron a los animales experimentales fueron el Laberinto Elevado

“w,n

en forma de “+” (LE+), el campo abierto (CA) y el enterramiento defensivo (ED).

Utilizando el modelo de la STZ pudimos observar cambios conductuales que denotan un perfil
ansiogénico en los animales: en el CA, una disminucién en el tiempo que el animal pasaba en los cuadros
centrales de la arena, asi como un incremento en el tiempo que la rata realizaba conductas de
congelamiento. De igual manera, en el ED el animal present6 un incremento en el tiempo que pasaba
realizando conductas de congelamiento, efecto que fue revertido por la administraciéon bilateral, intra-
amigdalina del antagonista selectivo de los receptores tipo D1, el SCH23390. Sorpresivamente, en el LE+
pudimos observar un aumento en el tiempo que el animal pasaba en los brazos abiertos del laberinto, asi
como en el nimero de entradas que los animales realizaban a ellos. Este perfil conductual aparentemente
“ansiolitico” se comparé con el efecto de la privacién de agua por 48 y 72 h en el LE+ demostrando que,
tanto los animales privados del vital liquido, como los tratados con STZ presentaban una conducta similar
en este paradigma conductual como consecuencia de la sed causada por las manipulaciones experimentales.
Este resultado nos permitié discutir la importancia de la condicion fisiolégica de los animales
hiperglucémicos en el momento en que son evaluados en las pruebas de ansiedad, para asi evitar

interpretaciones equivocadas acerca de la conducta tipo ansiosa de los animales en este tipo de estudios.

Por otro lado, utilizando el modelo de SM (alimentacién hipercalérica), observamos que los animales
mostraban un perfil ansiogénico en el CA similar al que presentaban los animales tratados con STZ
(aumento en el tiempo de congelamiento y disminucién del tiempo en los cuadros centrales), mientras que
en el ED se observé un incremento en el porcentaje de tiempo que el animal pasaba realizando conductas de
enterramiento. En contraste, en el LE+ no se observaron cambios significativos en el grupo experimental,
efecto que ocurrié muy probablemente a causa de un “efecto de techo”, dado que bajo nuestras condiciones
de estudio, un porcentaje considerable de animales del grupo control (44.4%) nunca exploraron los brazos

abiertos del LE+.



Las observaciones obtenidas en este estudio nos permiten concluir, como ha sido sugerido por otros
autores, que tanto en la DM, como en el de SM, existe una relacién estrecha entre estos desdérdenes
metabolicos y la ansiedad. Nuestros resultados también permiten sugerir que existen condiciones
fisiolégicas y metodoldgicas en las que el LE+, a pesar de su popularidad en la literatura, no es una
herramienta de estudio adecuada para determinar efectos ansiogénicos en este tipo de estudios, o en

aquellos donde se estudien animales con una acentuada polidipsia.

Aunque se requieren de estudios posteriores para conocer la naturaleza de los mecanismos que subyacen
a esta relacidn, los resultados obtenidos en nuestros experimentos de microinyecciéon intraamigdalina
apuntan a la participacién de los receptores de tipo D1 presentes en el complejo amigdalino en el
incremento de ansiedad observado en los animales tratados con STZ. La observacidon anterior abre la
posibilidad de que el bloqueo de estos receptores pueda ser usado como una alternativa terapéutica

novedosa en el incremento de ansiedad de los pacientes diabéticos y/o con sindrome metabdlico.



ABSTRACT

In this study we show evidence of an association between diabetes and/or metabolic syndrome and
anxiety. The experimental approximations used to study this relationship were the streptozotocin (STZ)-
induced diabetes model and a chronic high- carbohydrate diet (20% sucrose in drinking water). The
paradigms of anxiety utilized included the Elevated-Plus Maze (EPM), the Open Field Test (OFT) and the
Shock-Probe/Burying Test (SPBT).

Using the STZ-induced diabetic model, we observed behavioral changes that indicate an anxiogenic
profile in diabetic subjects, such as a reduction in time spent in the central squares and an increase in the
time spent in freezing behavior in the OFT. Moreover, in the SPBT we also observed an increase in the
percentage of time spent in freezing behavior, which was reverted by the injection of SCH3390 (a selective
D1 antagonist) within the amygdala. Surprisingly, we have anxiolytic outcomes when diabetic rats were
evaluated in the EPM: the time spent in the open arms of the maze and the percentage of entries to these
spaces were augmented. This anxiolytic profile was compared with the behavior of rats which were
water-deprived for 42 of 78 h in this anxiety paradigm. We demonstrated that similar effects were
produced by water deprivation and STZ-induced diabetes in the behavioral exploration in the EPM,
indicating that experimental observations can be misleading when studying physiological or pathological

conditions, e.g. diabetes, in which thirst may increase exploratory behavior.

The sucrose-treated rats showed both avoidance to explore the central part of the arena and a
significant increase in freezing behavior in the OFT. In addition, these animals displayed an increase in
burying behavior in the SPBT. However, within the EPM we did not find statistical changes among groups,
effect which may have arise as a consequence of a “sealing effect”, since under our experimental
conditions a considerable percentage of animals within the control group (44%) did not explore the open

arms of the maze at all.

Our results confirm, as other authors have suggested previously, that there exist a close relationship
between both, diabetes and metabolic syndrome, and anxiety. Moreover, this report demonstrate that
even though the EPM is a popular tool used to study this relationship, is not an adequate test to study
anxiety-like behavior in diabetic rodents, with metabolic syndrome or other conditions that provoke

polydipsia.



More studies are necessary to investigate the nature of the mechanisms that provoke the increase in
anxiety observed in our animals. However, our results obtained with the microinjection of SCH23390
within the amygdala suggest that amygdaloid D1 receptors play a role in the modulation of anxiety-like
behavior in diabetic subjects. This opens up the possibility that blockade of amygdaloid dopamine D1
receptors may be used as therapeutic alternative for the control of the increased anxiety observed in

diabetic patients and/or with metabolic syndrome.



1.INTRODUCCION

Diabetes

Se define como diabetes mellitus (DM) a un sindrome que comprende un grupo heterogéneo de trastornos
metabdlicos en los que el factor comun es la hiperglucemia (alta concentracién de glucosa en la sangre), el cual se
sostiene de forma croénica en los pacientes. Esta caracteristica es consecuencia de la falta o disminucién en los

niveles de insulina o de una resistencia periférica a su accion.

La etiologia de la diabetes es multifactorial, presentando un componente genético y otro del medio ambiente.
Existen dos tipos principales de DM: la tipo 1 (DM1) es de origen autoinmune y es provocada por un ataque de
células linfociticas efectoras y macréfagos del sistema inmunolégico a las células pancredticas de tipo B, las cuales
son las responsables de sintetizar la insulina -la hormona responsable de aumentar el transporte de glucosa a las
células diana-. Este tipo de diabetes, denominada también diabetes juvenil o diabetes dependiente de insulina,
representa solamente el 10% de los casos clinicos. Hoy dia se conocen al menos 20 genes del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) que se han implicado en la DM1. Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de
anticuerpos contra proteinas propias del organismo, tales como la insulina, la glutamato descarboxilasa (GAD) y la

fosfatasa de tirosina ICA512 (también conocida como [A-2) [Chatziegeorgiou et al.,, 2009].

La DM tipo 2 (DM2) -llamada también diabetes del adulto o no dependiente de insulina-, se trata de un desorden
metabdlico que ocurre en el organismo a consecuencia de su incapacidad para utilizar y producir adecuadamente la
insulina. Esta representa el 90% de los casos clinicos y, por lo tanto, es la que ha adquirido proporciones epidémicas
en nuestros tiempos. Los problemas metabdlicos que generan la DM2 comienzan a producirse afios antes de que
esta patologia se manifieste de forma clinica. Se desarrolla por la conjuncién de un componente poligénico y otro del
medio ambiente, que puede incluir, la obesidad por una mala alimentacién, un estilo de vida sedentario y el estrés
[Chatziegeorgiou et al., 2009]. La resistencia a las acciones periféricas de la insulina sobre el metabolismo de la
glucosa y los lipidos es una sefial importante para el desarrollo de la diabetes, condiciones que se presentan en el
sindrome metabélico (ver mas adelante). En él las células f son estimuladas continuamente para secretar altas
cantidades de insulina. Eventualmente, éstas llegan a agotarse y son incapaces de producir la cantidad de hormona
necesaria para mantener los niveles de glucosa en condiciones normales, de ahi que se comience a desarrollar
hiperglucemia [Larqué et al, 2011]. La DM2 estd entre las primeras cinco causas de muerte en nuestro pais
[Organizacion Panamericana de la Salud, 2007] y es uno de los padecimientos que demanda un alto gasto publico en
México en la actualidad [Arredondo y Zuiiga, 2004]; de ahi que la investigaciéon en torno a esta enfermedad sea hoy

una actividad intensa en muchos grupos cientificos alrededor del mundo, incluyendo el nuestro.



Sindrome Metabolico

El sindrome metabdlico (SM) es se trata de un complejo de signos que aumentan el riesgo a desarrollar
enfermedades cardiovasculares, diabetes y algunos tipos de cancer. Fue descrito por primera vez por Kylin en la
década de los 20°s como una entidad que agrupaba a la hipertensidn, la hiperglucemia y la gota. Dos décadas
después el trabajo de Vague permitié determinar que la obesidad de tipo androide (aquella que se caracteriza por el
“ensanchamiento” de la parte superior del cuerpo) era uno de los rasgos mas estrechamente asociados a las
anormalidades metabdlicas observadas en la diabetes y las enfermedades cardiovasculares. En 1988 Reaven acuii6
el término “sindrome X” para describir al conjunto de las alteraciones previamente mencionadas; sin embargo, la
obesidad no estaba incluida en su definicién. Un afio mas tarde, Kaplan renombré el término de Reaven como “el
cuarteto de la muerte”, mientras que otros lo llamaron “sindrome de resistencia a la insulina” [ver la revision de
Alberti et al, 2006]. Actualmente se conoce al SM como una constelacién de factores de riesgo para las
enfermedades cardiovasculares y la DM2 relacionados con componentes lipidicos y no lipidicos, que pueden
aparecer de forma simultanea o secuencial en un individuo como manifestaciones de un estado de resistencia a la

insulina, cuyo origen puede ser genético y/o ambiental.

En 1998 la Organizacién Mundial de la Salud definié a este conjunto de padecimientos como la coexistencia en un

mismo individuo de 3 de los siguientes elementos [basado en la revision de Day, et al., 2007]:

1) Resistencia a la Insulina o Glucosa en ayuno alterada (2110 mg/dL) o Prueba de Tolerancia a la Glucosa
alterada (=140 mg/dL/2h).

2) Dos criterios adicionales, elegidos de la siguiente lista:

- Obesidad central (considerada en hombres cuando el perimetro de la cintura es >102 cm y >88 cm en
mujeres ), o un indice de masa corporal de 230 kg/m?

- Hipertension arterial (2140/90 mmHg)

- Dislipidemia (Triglicéridos en niveles 2150 mg/dL y HDL-C <35 md/dL en hombres y <39 mg/dL en
mujeres)

- Presencia de microalbuminuria (excrecién de albiimina por la orina 220 pg/min, indice utilizado como

marcador de disfuncién endotelial, dafio vascular o renal y enfermedad cardiovascular).

Otras definiciones de SM, como la del National Cholesterol Education Program (Adult Treatment Panel III),
consideran que los criterios diagndsticos deben excluir la presencia de la resistencia a la insulina y le da mayor peso

al contenido de tejido adiposo acumulado y se basa en la asociacién de 3 de los siguientes factores enlistados:



- Glucosa en ayuno alterada (2110 mg/dL) o Prueba de Tolerancia a la Glucosa alterada (=2140mg/dL/
2h)

- Obesidad central (>102 cm en hombres, 88 cm en mujeres)

- Indice de masa corporal de 225 kg/m?

- Hipertensidn arterial (2130/85 mmHg)

- Dislipidemia (Triglicéridos en niveles 2150 mg/dL y HDL-C <40 mg/dL en hombres y <50 mg/dL en

mujeres)

Aunque la discusién para definir al SM es controversial, es bien aceptado que el SM al igual que la DM2, son
problemas de salud publica importantes. En el pais se inform6 una alta prevalencia de SM en poblaciones urbanas
entre los afios 2004-2010 (desde el 21.4 hasta un 27.6%) [Aguilar-Salinas et al. 2004; Echavarria-Pinto et al.,, 2006].

Valores parecidos se han encontrado en los Estados Unidos [Beltran-Sanchez et al., 2013].

Como consecuencia del desarrollo de SM se generan también otras alteraciones en el organismo, como pueden ser
el desarrollo de higado graso, anormalidades en la funcién del tejido graso y el tracto gastrointestinal, inflamacién
sistémica, falta de fertilidad, entre otras. De hecho, existen una serie de condiciones clinicas que han sido asociadas
al SM por ejemplo el sindrome de ovario poliquistico, la Enfermedad de Alzheimer y algunos tipos de cancer, como

el de pulmdn, préstata y pancreas [Aydin et al., 2014].

Por los motivos mencionados previamente hoy es de crucial importancia entender los mecanismos que lo
producen, para poder tratarlo y prevenirlo de una mejor forma, de ahi que el SM sea también es un objeto de

estudio prioritario en muchos grupos de investigacion no sélo en México, sino alrededor del mundo.

Modelos animales de diabetes y sindrome metabélico

En un esfuerzo por entender la etiopatologia tanto de la DM, como del SM, y poder disefiar tratamientos
adecuados para quienes los padecen, se han desarrollado distintos modelos animales que reproducen uno o mas de
los sintomas que caracterizan dichas patologias. Sin embargo, las comparaciones entre ellos y la condicién clinica
del humano aun no se consiguen de forma completa y exitosa. Es importante mencionar que algunos de estos
modelos comparten rasgos de la etiopatologia de ambas entidades y en la literatura pueden manejarse en ocasiones

de forma indistinta como modelos de DM y/o de SM.

De manera general, podemos clasificar los modelos animales de DM y SM en 5 grupos [basado en las revisiones de

Rees y Alcolado, 2005 y Chatzigeorgiou et al., 2009]:




1)

2)

3)

Quirurgicos: se trata de una técnica invasiva, donde se remueve total o parcialmente el pancreas,
produciendo una condicién hiperglucémica en los animales. Este procedimiento se ha llevado a cabo en
perros, cerdos, gatos, roedores y primates debido a la falta de espontaneidad para desarrollar una condicién
similar a la DM1 en estas especies; ha sido muy utilizado por la facilidad para realizarse en el laboratorio. Sin
embargo, afecta la fisiologia de los animales severamente y, por lo tanto, los resultados obtenidos con este

modelo pueden ser dificiles de interpretar.

Farmacolégicos: los animales (generalmente roedores) son administrados con compuestos quimicos que
destruyen especificamente las células  del pancreas, simulando asi la destrucciéon de éstas en la DM1.
Farmacos como la estreptozotocina (STZ), la aloxana, el vacor, entre otros, han sido utilizados para inducir
una condicién hiperglucémica severa en los animales, ademds de otros rasgos caracteristicos de la DM, como
polidipsia, polifagia y poliuria. En algunos trabajos, la administracién de STZ se lleva a cabo 15 minutos
posteriores a la administracién de otro compuesto denominado Nicotinamida para modelar a la DM2, puesto
que éste protege al organismo de los efectos citotdxicos de la STZ y de la aloxana y, por lo tanto, se desarrolla
una hiperglucemia moderada sin cambios en los niveles de insulina plasmatica [Masiello et al., 1998]. En este
trabajo, el compuesto utilizado para generar una condiciéon hiperglucémica en nuestros animales
experimentales fue la STZ, un antibi6tico obtenido del hongo Streptomyces achromogenes que posee
propiedades antitumorales y oncogénicas. Su accién citotéxica sobre las células B es especifica, rapida y
aparente desde la primera hora posterior a su administracion; por sus propiedades alquilantes causa la
fragmentacién del ADN resultando en necrosis celular irreversible. Entre los compuestos “diabetogénicos”
mas utilizados se encuentran la aloxana y la STZ. La STZ es la mas utilizada en la literatura, pues brinda
ventajas sobre la aloxana, debido a que tiene una vida media mas prolongada que éste y los efectos
hiperglucémicos que produce son de mayor duracion, ademas de que se establecen mejor las complicaciones
diabéticas y la posibilidad de provocar cetosis y/o mortalidad es mucho menor. El uso de estos modelos es
muy comun alrededor del mundo en los distintos grupos de investigacién dedicados al estudio de la diabetes,
debido a la facilidad para llevarlo a cabo en el laboratorio y por su costo relativamente bajo. Son utilizados
principalmente en el estudio de los eventos bioquimicos, morfolégicos y fisiolégicos que ocurren durante y
después de un evento diabético, asi como para indagar en los mecanismos que producen las complicaciones
diabéticas. A pesar de su popularidad y su relativa “sencillez” para utilizarlos, tienen la limitante de que en
algunos casos, este tipo de compuestos son tan téxicos que pueden generar alteraciones patolégicas en otros
organos (rifiones, glandulas suprarrenales, tiroides, hipdfisis e higado), ademas de que no desarrollan

ninguno de los mecanismos autoinmunes presentes en la DM1 del humano.

Animales genéticamente modificados: se trata de animales que presentan mutaciones puntuales en uno o
varios genes de interés, o de individuos en los que de manera artificial se inserta en el genoma una
construccion de ADN que provoca una pérdida o sobre-expresion de un gen determinado. La variedad de este

tipo de animales con rasgos semejantes al SM (resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa, hipertension,



4)

5)

obesidad, entre otros) y posteriormente un fenotipo similar a la DM2 (hiperglucemia) es cada vez mas
amplia. Un ejemplo de ellos son los ratones BAPa, [A-2/1A-2[3, mencionados en el anexo 4 de este trabajo.
Estos modelos han sido de gran utilidad para entender el papel de ciertas moléculas especificas en los
aspectos de la patogénesis del SM y la DM2, debido a que permiten la interrupcién selectiva de la expresion
de un elemento genético que forma parte de un sistema mucho mas complejo. Las limitantes de este tipo de
animales es que la informacién que se genera con ellos puede llegar a ser limitada, ya que estan modificados
genéticamente, aunque brindan la oportunidad de estudiar acerca de los mecanismos que generan la DM y/o

las alteraciones que provoca una vez establecida.

Cepas espontaneamente diabéticas: se trata de cepas de roedores que desarrollan espontaneamente
sintomas similares a la DM1 o 2 del humano. Estos animales son el resultado de la cruza en laboratorio de
varias generaciones y son seleccionados por una o mas de las alteraciones metabdlicas que estos presentan,
como pueden ser la insulinopenia, hiperglucemia, intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina, obesidad,
etc. Algunos ejemplos de este tipo de cepas que modelan a la DM1 son los ratones NOD, asi como las ratas
Biobreeding y LETL. Aquellas cepas que modelan a la DM2 en ratones son: ob/ob, db/db, KKK, NSY, NZO,
mientras que en ratas se encuentran las ratas obesas tipo Zucker (o fa/fa), OLETF y Goto-Kakizaki. Cabe
mencionar que algunas de las cepas que modelan a la DM2 han sido consideradas también como modelos de
SM por algunos autores, tal es el caso de los ratones ob/ob, db/db y las ratas tipo OLETF, fa/fa y las Goto-
Kakizaki [Larqué etal, 2011]. Las caracteristicas de cada una de estas cepas se encuentran mencionadas con
detalle en el anexo 1 de este trabajo. Estas cepas, al igual que los animales genéticamente modificados, suelen
ser muy costosas y su mantenimiento es muy complicado, debido a que deben mantenerse en un ambiente
libre de patdgenos por su alta susceptibilidad a ellos, por lo que su uso en los distintos grupos de
investigacion es mas restringido. Sin embargo, aportan informacién muy valiosa respecto a los mecanismos

etiopatolégicos de estas enfermedades.

Modificaciones alimentarias: estos modelos incluyen aquellos donde se administra de forma crénica
alimentos ricos en grasas y/o carbohidratos y/o sal en la dieta de los animales [Aydin et al. 2014]. Con el
transcurso del tiempo, esta manipulacién experimental produce obesidad y, posteriormente condiciones
semejantes a las alteraciones observadas en el SM y posteriormente, a la DM2 del humano (ver figura 1).
Dado que la obesidad es el principal factor predisponente para desarrollar DM2, la habilidad para que en un

modelo se produzca este rasgo, es crucial para seleccionarlo como modelo de DM2.

Una manera de llevar a cabo esto en el laboratorio es administrando una solucién de sacarosa al 20% en el
agua de bebida por 2-6 meses, a libre demanda. Los animales manipulados de esta forma desarrollan desde
los 2 meses sindrome metabdlico, caracterizado por, resistencia a la insulina e hiperinsulinemia, acompafiada
de obesidad central e hipertensién arterial [Larqué et al, 2011]. Después de 6 meses, ademas de las

caracteristicas anteriores, las ratas presentan una hiperglucemia moderada [Velasco, et al., 2012]. Este



modelo ha sido de particular interés en nuestro grupo, puesto que en las ultimas décadas el consumo de
bebidas endulzadas ha sido relacionado con el desarrollo de SM y DM2 [Aydin et al., 2014]. Ademas, el
analisis de los cambios metabdlicos que ocurren a corto, mediano o largo plazo a causa de las modificaciones
alimentarias es interesante, puesto que el SM usualmente inicia con un incremento en la ingesta de alimentos.
Este tipo de modelos es muy valioso debido a que estos animales no presentan una susceptibilidad genética a
desarrollar SM o DM2. Esto nos permite discernir el efecto fisiolégico de la dieta sobre la génesis del SM de
forma mas nitida que haciendo uso de los modelos donde existe un trasfondo genético (animales

transgénicos y cepas espontaneamente diabéticas).

Modelos de Sindrome Metabdlico
(Induccién por modificaciones alimentarias)
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Figura 1. Modelos animales de sindrome metabdlico
inducidos por modificaciones alimentarias

[Tomado y modificado de Aydin et al., 2014]



Sin lugar a dudas, existen diferencias entre los modelos animales de estos padecimientos y las caracteristicas
patofisiolégicas que se presentan el humano, ya sea porque no logran reproducir todos los sintomas de éstos o
porque las caracteristicas propias de la especie con la que se trabaja hacen que éstas se comporten de distinta
forma a la de la evolucién clinica en el humano [Chatzigeorgiou et al,, 2009]. Por ejemplo, en la mayoria de los
modelos murinos de DM ésta se desarrolla sin mostrar la patologia en los islotes pancreaticos que caracteriza a la
DM del humano (i.e., amiloidosis) [Cefalu, 2006]. Algunas de estas diferencias son tan profundas que algunos
autores pueden apuntar que la informacién que se obtiene a través del uso de estos modelos es invalida. Sin
embargo, estas cuestiones pueden ser compensadas cuando los investigadores tienen en mente que cada modelo
refleja sélo algunas o fasetas de dichos padecimientos y, por ello, los resultados obtenidos en la experimentacion
basica deben ser tomados con cautela. Asi, resulta ideal trabajar con diferentes modelos para poder entender

distintos aspectos de estas patologias [Chatzigeorgiou et al., 2009].

A pesar de las limitaciones anteriormente mencionadas, la utilidad de los modelos animales para avanzar en el
entendimiento de los mecanismos etiopatolégicos de la DM y el SM es incuestionable. Gracias a algunas de estas
aproximaciones experimentales Banting y Best, ganadores del premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1923,
pudieron conocer que las caracteristicas clinicas de la diabetes podian ser reversibles cuando “un extracto
obtenido del pancreas” era administrado a perros pancreatomizados, observaciéon que llevé al descubrimiento de

la insulina.

Por los motivos anteriores y para los fines de esta tesis, se acepta que estos animales se consideren diabéticos
tipo 1 -en el caso de los animales tratados con STZ- y con una condicién de sindrome metabélico establecida -en el

caso de las ratas alimentadas con la solucién de sacarosa.



El miedo y la ansiedad

La ansiedad puede definirse como una respuesta adaptativa, que alerta y prepara a un individuo a contender
contra un peligro potencial o real. Clinicamente, se considera un trastorno mental que se caracteriza por un estado
de aprensién profunda, acompafiado de algunas respuestas fisiolégicas, como cambios en la frecuencia cardiaca,
presion arterial, sudoracién, sobresalto, malestar estomacal, sensacién de asfixia, entre otras. Cuando esta
respuesta se presenta en forma prolongada, intensa o frente a estimulos relativamente poco importantes e
interfiere con el rendimiento y funcionamiento psiquico y/o social en una persona, se considera patoldgica [Pérez

de la Mora, 2003].

Conceptualmente, la ansiedad puede confundirse con otros fenémenos parecidos a ella, como son el miedo y el
estrés. Ciertamente, aunque dichas entidades comparten similitudes en las manifestaciones fisioldgicas,
enddcrinas y/o conductuales que producen, se diferencian entre si debido a que el miedo ocurre ante situaciones u
objetos claramente definidos y que implican un peligro real para el individuo (como la presencia de un
depredador), mientras que en la ansiedad o el estrés el estimulo que genera esta condicién no esta bien definido,
por lo tanto se presenta ante una amenaza vaga o difusa, que puede incluso no ser real. Por su parte, el estrés se
diferencia de la ansiedad en la duracién y/o frecuencia del episodio apremiante que experimenta el sujeto, ya que
en el caso de la ansiedad esta puede presentar ante una breve exposicion a un estimulo amenazante, mientras que
el estrés seria la respuesta a una serie de exposiciones a ese mismo factor [Flores-Gracia, 2005; Gallegos-Cari,

2010].

A pesar de sus diferencias conceptuales, el miedo, la ansiedad y el estrés generan respuestas muy similares
tanto en humanos como en otros mamiferos y parecen ser variantes de un mismo mecanismo de alerta que
protege a los organismos [Pérez de la Mora, 2007]. Por lo tanto, debido a la dificultad de diferenciar entre dichas

entidades, en este trabajo dichos conceptos se manejaran como sinénimos.

Modelos animales de ansiedad

Por razones éticas que impiden la experimentaciéon en humanos y debido a que la ansiedad es un tema
complejo que aun tiene muchas facetas por estudiar, se han desarrollado modelos animales de este trastorno.
Dichos modelos permiten someter a los individuos estudiados (generalmente roedores) a distintas
manipulaciones experimentales, que generan analogias con lo que ocurre en el humano. Sin embargo, para que un

modelo sea valido, tiene que cumplir con los siguientes requisitos (basado en Belzung y Griebel, 2001):

1) Ser predictivo, es decir, que sea sensible a agentes farmacoldgicos que son efectivos para disminuir la

ansiedad en la clinica.



2) Ser sintomatoldgico, lo que se refiere a que debe producir respuestas de miedo y ansiedad similares a
las observadas en el humano.
3) Ser inducido, el término hace referencia a que el estimulo que se aplique a la condicién experimental

debe ser capaz de producir una amenaza a la homeostasis del organismo estudiado.

Asi, los modelos animales de miedo y ansiedad se basan en la capacidad de los organismos para responder ante
un estimulo que es potencialmente peligroso ante el cual reaccionan de manera activa (incrementando su
locomocion, por ejemplo), o de manera pasiva (con conductas de congelamiento o evitando la fuente del estimulo

aversivo).

En general, los modelos animales de ansiedad pueden dividirse en dos grandes grupos: los condicionados y los

no-condicionados.

Modelos condicionados de ansiedad

En los modelos condicionados el animal estudiado aprende a reconocer la asociacién entre un estimulo
inicialmente inofensivo (un sonido o destello luminoso), con uno aversivo (un choque eléctrico, por ejemplo). Tras
varias sesiones de entrenamiento, el estimulo inofensivo se transforma en un estimulo condicionado, capaz de
desencadenar en el animal respuestas como las que se presentan en la ansiedad (emision de vocalizaciones de alta

frecuencia, congelamiento, inmovilidad, defecacién, miccién, entre otras) [Pérez de la Mora, 2003].

Modelos no-condicionados de ansiedad

En los modelos no-condicionados se explota la tendencia natural de una especie a comportarse de una forma
determinada en su ambiente. Reciben este nombre debido a que son de ensayo tnico y, por lo tanto, no requieren
que los animales sean entrenados. Por ejemplo, en el laberinto elevado en forma de “+” (EPM) y el campo abierto
(OFT) -unas de las pruebas conductuales de ansiedad mas populares en la literatura-, se saca ventaja del miedo
innato de los roedores a los espacios abiertos. En la caja luz-obscuridad se aprovecha el miedo de estos animales a
los espacios muy iluminados y en el enterramiento defensivo se saca provecho de la conducta innata de los
roedores a enterrar “algo” que el animal interpreta como un estimulo adverso (un choque eléctrico, en este caso).
Para el estudio de los desérdenes ansiosos, en este trabajo se emplearon este tipo de modelos animales (el EPM, el

OFT y el enterramiento defensivo). El procedimiento que se llevo a cabo se con este fin describird con mayor

detalle en la seccién de metodologia.



Respuestas fisioldgicas en condiciones de miedo y ansiedad

En respuesta a una situacion estresante o de peligro existen procesos de afrontamiento dentro del organismo
que lo ayudan a “pelear o huir”. Por un lado, el Sistema Nervioso Simpatico (SNS) responde liberando
abruptamente al torrente sanguineo adrenalina, una hormona que agudiza los sentidos para permitir una mejor
recepcion de informaciéon del ambiente. Sus efectos son casi inmediatos en los organismos y se manifiestan
liberando una gran cantidad de energia que produce taquicardia, taquipnea, aumento de flujo sanguineo a los
musculos para realizar acciones vigorosas, dilata las pupilas, entre otras reacciones. El Sistema Nervioso
Parasimpatico (SNP) -que generalmente tiene funciones antagoénicas a las del SNS- se encarga de restablecer el
equilibrio de la energia utilizada en estas situaciones con el fin de restablecer las funciones “normales”del
organismo después de dicha respuesta. El nervio vago (un nervio primordialmente autébnomo que inerva los
musculos lisos y las glandulas de los aparatos digestivo, respiratorio y cardiopulmonar) percibe los cambios
provocados en los drganos internos a causa de la situacién estresante. Esta informacion visceral la envia al ntcleo
del tracto solitario (NTS), un conjunto de estructuras nerviosas finamente interconectadas forma una red
auténoma central enviando proyectando sus fibras directamente a las neuronas del SNS y SNP presentes en el
bulbo raquideo y la médula espinal, para mediar los distintos reflejos auténomos y coordinar sus respuestas. La
mayoria de estas proyecciones nerviosas llegan al nicleo parabraquial y de ahi se envian al hipotalamo, la
sustancia gris periacueductal, el tdlamo, la corteza cerebral y el complejo amigdalino (ver figura 2), el cual es el
encargado de coordinar la respuesta ansiosa al activar otras regiones cerebrales (ver mas adelante). Asi, el NTS
actua integrando la funcién auténoma con las respuestas endécrinas y conductuales del individuo que se

presentan en situaciones de amenaza real o potencial.

Por otra parte, ante las situaciones estresantes o de peligro el sistema neuroenddécrino (eje Hipotadlamo-
Hipofisis-Adrenal, HHA; ver figura 3) responde en el hipotdlamo liberando una hormona denominada CRH
(abreviada asi por sus siglas en inglés, Hormona liberadora de Corticotropina) que a su vez estimula en la hip6fisis
la produccién de ACTH (hormona adrenocorticotrépica), la cual es enviada al torrente sanguineo y de esa forma se
transporta hasta la corteza de las glandulas adrenales para promover la liberacién de glucocorticoides (GC, cortisol
en humanos y corticosterona (CORT) en roedores). El aumento de GC tiene la capacidad de retroalimentar el
sistema negativamente a nivel hipotalamico e hipofisiario e inhibir asi su sintesis y liberacién [Squire et al., 2003].
Asi, el sistema adrenérgico y el eje HHA juegan un papel vital en la adaptacién de los seres vivos ante los retos
homeostaticos que se presentan en condiciones de ansiedad y han perdurado en el proceso evolutivo, pues

confieren ventajas biolégicas para su supervivencia [Le Doux, 1996; Heinze, 2003].
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Figura 2. Vias que distribuyen por el encéfalo la informacién sensitiva visceral.

La informacién aferente visceral (linea continua) entra al cerebro a través del ntcleo del tracto solitario. Se distribuye a las
neuronas preganglionares, a un area del bulbo ventrolateral, que coordina los reflejos auténomos y respiratorios, y a través de
una via ascendente al prosencéfalo. Las entradas menos directas (linea punteada) que hacen relevo en el nicleo parabraquial
llevan esta informacion al hipotalamo, el complejo amigdalino, la corteza y la sustancia gris periacueductal [Tomado de Kandel
etal, 2001].
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Figura 3. Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal.

[Tomado de Squire, et al,, 2003]

La ansiedad en la clinica y clasificacion de los trastornos de ansiedad

El diagnéstico clinico de la ansiedad se realiza mediante distintos instrumentos, que han sido desarrollados con
el fin de determinar la presencia y severidad de la sintomatologia ansiosa. Dichos instrumentos identifican una
serie de signos y sintomas de este trastorno, arrojando resultados que se reportan a manera de escalas. Entre las
pruebas de diagnéstico clinico de ansiedad y depresiéon mas utilizadas se encuentran la escala de Hamilton
(Hamilton Anxiety Scale Rate), el inventario del estado ansioso (STAI State Trait Anxiety Inventory) y la escala de

examinacion Minimental (Minimental State Examination Scale).

Clinicamente los trastornos de ansiedad se clasifican segin el conjunto de signos y sintomas presentes, su
etiologia y su frecuencia de aparicion y se dividen, de acuerdo al DSM-IV (Manual diagnéstico y estadistico de los

trastornos mentales), en 11 categorias, cuyos nombres y caracteristicas pueden revisarse en la Tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion de los trastornos de ansiedad segtin el DSM-IV

Nombre del trastorno

1.Crisis de angustia
0 panico:

2.Agorafobia:

3.Fobias especificas:
4.Fobias sociales:

5.Trastorno
obsesivo-compulsivo:

6.Trastorno por
estrés post-traumatico:

7.Trastorno por
estrés agudo:
8.Trastorno por ansiedad
generalizada:
9.Trastorno de ansiedad
debido a enfermedad
médica:
10.Trastorno de ansiedad
inducido por sustancias:
11.Trastorno de ansiedad
no especificado:

Caracteristicas

aparicion subita de sintomas de aprensién y miedo intenso, acompafiado
generalmente de una sensaciéon de muerte inminente, de “volverse loco” o
perder el control. Durante la crisis aparecen sintomas, como falta de aliento,
opresidn o malestar toracico, sudoracion, entre otras. Puede presentarse con
o sin agorafobia.

es la aparicién de ansiedad en lugares o situaciones donde escapar resulta
dificil, puede presentarse en un individuo sin antecedentes de crisis de angustia
(alo que se denomina inesperada) o formar parte del historial clinico del paciente.

ansiedad que se manifiesta ante la exposicion a situaciones u objetos temidos,
como el miedo a las arafas, por ejemplo.

ansiedad producida como respuesta al miedo a actuar en publico o a enfrentar
ciertas situaciones sociales.

se caracteriza por la existencia de pensamientos persistentes que causan malestar
(obsesiones) y en consecuencia, se pueden manifestar comportamientos repetitivos
(compulsiones) que se realizan para atenuar el malestar generado.

se produce por la re-experimentacién de acontecimientos altamente traumaticos,
lo que produce una condicién de hiper-vigilancia y evitacién de los estimulos
relacionados con el trauma.

se manifiesta un estado parecido al del estrés post-traumatico, pero su duracion
es menor y va de 2 dias, hasta 4 semanas.

ansiedad y preocupacion excesiva y persistente durante al menos 6 meses.

crisis de angustia que se manifiesta como consecuencia fisiol6gica
de una enfermedad subyacente.

crisis de angustia generada por la intoxicacién o abstinencia de una sustancia
quimica o medicamento, como el alcohol, la cafeina, los sedantes, entre otros.

se incluye en esta categoria aquellos trastornos que manifiestan ansiedad o fobias
que no rednen los criterios de diagndstico mencionados en las categorias
anteriormente mencionadas.

Sustratos anatémicos del miedo y la ansiedad: La amigdala

En la génesis de la ansiedad participan distintas estructuras cerebrales que conforman al sistema limbico (el
responsable de la expresion de las emociones), entre las que destacan la amigdala, una estructura en forma de
almendra ubicada en la profundidad del l6bulo temporal que se ha reconocido como el “epicentro de las

emociones”.



El papel de la amigdala en el procesamiento del miedo y la ansiedad

Los trabajos publicados por Kluver y Bucy en 1939 arrojaron evidencias de que la amigdala es una regiéon
fundamental en la expresién emocional, especialmente en el procesamiento del miedo y la ansiedad. En sus
experimentos dichos investigadores observaron que la remocidn bilateral del 16bulo temporal en monos Rhesus
producia un “aplanamiento emocional”, asi como otras conductas anormales, como el aumento en la exploracion,
la tendencia a examinar los objetos con la boca (oralidad), hipersexualidad, ceguera psiquica (reconocimiento
visual atenuado y por tanto, la necesidad de acercarse demasiado a los objetos animados e inanimados) y la

desaparicion de vocalizaciones asociadas a manifestaciones de miedo y agresividad [Kluver y Bucy, 1939].

Afios mas tarde, el trabajo de Lawrence Weiskrantz (1956) permitié discernir que la mayoria de las conductas
“anormales” observadas en los monos estudiados por Kluver y Bucy se debian principalmente a la remocién
bilateral de la amigdala. A partir de estos hallazgos se han llevado a cabo distintos ensayos experimentales para
conocer los efectos de la lesion de la amigdala o de su estimulacidn eléctrica en el miedo y la ansiedad. A través de
estos procedimientos se observd que la lesion de esta regidn provoca una perturbaciéon en la respuesta de
condicionamiento al miedo en primates no humanos y humanos [Bechara et al., 1995; La Bar et al. 1995] y que
reduce la conducta de congelamiento en ratas expuestas a un gato sedado o al pelo de este animal [Vazdarjanova
et al, 2001]. En contraste, cuando la amigdala se estimula eléctricamente, se ha observado que se generan
sentimientos de miedo y ansiedad, reacciones autondmicas indicativas de miedo y un aumento en los niveles

plasmaticos de ACTH y CORT en la rata [Feldman y Weidenfeld, 1998].

Recientemente, los estudios realizados con técnicas de neuroimagen, como la resonancia magnética funcional
(RMf) y la tomografia por emisiéon de positrones (PET) han corroborado el papel de la amigdala en el
procesamiento emocional. Mediante dichas técnicas se ha demostrado un aumento en la activaciéon de dicha
region cuando los sujetos son expuestos a estimulos amenazantes [Sergerie et al,, 2008], a rostros de miedo y
enojo [Vuilleumier et al., 2001; McClure et al., 2004] o a imagenes con contenido sexual [Hamann et al., 2004] (Ver
figura 3B). También se ha demostrado que la amigdala de los pacientes que padecen desérdenes ansiosos
presenta un funcionamiento alterado [Damsa et al,, 2009] que se puede observar, en el caso de pacientes con

trastorno por estrés post-traumatico [Koenigs et al.,, 2007], como un incremento de su actividad.

Todos los datos anteriores nos dejan ver la importancia de la amigdala en el procesamiento del miedo y la

ansiedad y es por esta razén que la hemos escogido como la region de interés para este estudio.
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Anatomia de la amigdala

El término “amigdala” fue acuiiado en 1819 por Burdach para describir “una masa de sustancia gris en forma
de almendra, localizada en el I6bulo temporal del cerebro” (Figura 4A y B). Maynert en 1867 la describe como una
extension ventromedial del claustro del 16bulo temporal, una capa de sustancia gris localizada entre la capsula

interna y externa de la corteza cerebral [Swanson y Petrovich, 1998; McDonald, 2003].

A partir de estas observaciones, paso6 alrededor de medio siglo de controversias acerca de cémo clasificar a la
amigdala, pues para algunos esta estructura era considerada una parte del nucleo lenticular (término utilizado
para agrupar el globo pdlido y el caudado putamen, grupos celulares de los ganglios basales) mas que de la

corteza.

En 1923 Johnston introdujo la descripciéon de la estructura amigdalina que prevalece hasta nuestros dias,
basada en estudios comparativos entre distintos grupos de vertebrados. En su descripcion él propuso que la
amigdala esta dividida en un grupo de nucleos primitivos asociados al sistema olfatorio (nicleo medial (MeA),
central (CeA) y cortical, asi como ntcleos del tracto olfatorio lateral), mientras que otro grupo de ntcleos eran
mas reciente -filogenéticamente hablando-, y pertenecian a la corteza (nucleo lateral y basal, BLA) [Swanson y

Petrovich, 1998; McDonald, 2003] (Ver figura 5A).

En los dltimos 50 afos, los estudios filogenéticos han permitido determinar mas a detalle las aferencias y
eferencias de cada grupo neural y el tipo de neurotransmisor que contiene cada uno de ellos. Dichos estudios han
permitido ver que la amigdala es una region heterogénea que consta de 3 porciones principales:

a) Una porcidn del estriado ventromedial especializada, en la que estan incluidos los nicleos CeA y MeA,
b) Una porcién de la corteza olfatoria caudal (nucleo del tracto olfatorio lateral, nucleos corticales y areas
amigdanlinas piriformes y post piriformes) y

c) Una extension del claustrum medial (BLA y nucleos posteriores).

A finales de los afios 80°s Alheid y Heimer acufiaron el término “amigdala extendida” para denominar asi a un
conjunto de estructuras que provienen del complejo amigdalino y que se extienden medial y dorsalmente. Tales
estructuras incluyen la parte caudal del nucleo sublenticular, la sustancia innominata y el nicleo cama de la
estria terminal. Cada una de ellas forma divisiones mediales y laterales que estan asociadas con los ntcleos

central y medial de la amigdala, respectivamente [Mc Donald, 2003].

Aunadas a estas regiones, se agregan las descritas anatdmicamente por Millhouse y estudiadas
funcionalmente por Royer et al,, (1999), denominadas islas intercaladas paracapsulares (IP). Dichas masas
celulares se disponen alrededor del BLA y estan constituidas por grupos de interneuronas GABAérgicas ricas en

receptores dopaminérgicos D1, interconectadas entre si y que probablemente representan interfases inhibitorias
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que controlan el flujo de impulsos nerviosos entre el BLA y el CeA, y entre la corteza prefrontal y el BLA (Pérez
de la Mora et al,, 2007). Estos nucleos reciben proyecciones de la corteza prefrontal medial (mPFC) y forman un
sistema de inhibicién ténica sobre el CeA, que, al ser “removida” produce la expresion del miedo y la ansiedad
(Ver figura 5B). Esta “remocion” de la inhibicion GABAérgica sobre el CeA es modulada por la dopamina, y se

explicard con mayor detalle mas adelante.

Figura 4. Localizacion del complejo amigdalino

A Primeras ilustraciones de Burdach del niicleo amigdalino en el humano; la flecha roja indica la localizacién de la

estructura descrita por dicho autor y corresponde a lo que hoy se conoce como el nticleo basolateral [Tomado de Swanson
y Petrovich, 2003].

B Imagen de la amigdala activada en estudios de fRMI en el humano al ser expuesto ante estimulos hostiles (rostros de
enojo) [Tomado de McClure, et al. 2004]
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Figura 5. Distribucién del complejo amigdalino

A Tincién de Nissl de un corte coronal del complejo amigdalino del cerebro de la rata. En él se pueden observar los
principales nicleos amigdalinos (CeA, MeA y BLA) y su ubicacién con respecto a otras estructuras cerebrales: el ntcle
Basal accesorio (AB), la fisura amigdaloidea (AF), el nicleo cortical (CO), la corteza piriforme (PC), el caudado putamen
(Puty la estria terminal (ST) [Tomado de McDonald, 2003].

B Las islas intercaladas paracapsulares (IP) como una interfase entre los nucleos BLA y CeA. Las IP son de naturaleza
GABAérgica y se encuentran polarizadas de manera que los estimulos provenientes del ntcleo lateral amigdalino (LA) -al
que llegan distintos tipos de informacién sensorial-, hacen sinapsis con las IP localizadas en la porcién mas dorsal del
espacio paracapsular (IPd). Estas IP envian aferencias a otro grupo de islas dispuestas en una posiciéon mas ventral (IPv),
que proyectan al CeA y lo mantienen inhibido por su naturaleza GABAérgica. Cuando las neuronas del CeA son

“deshinibidas”, tienen la capacidad de activar a otras estructuras cerebrales y producir respuestas ansiosas [Tomado de
Paré etal, 2004].



Procesamiento de la conducta del miedo y la ansiedad

Las respuestas de miedo y ansiedad se producen mediante la activaciéon concertada de una serie de
estructuras cerebrales. Esta activacion comienza con la percepcién de un estimulo amenazante (la presencia
de un depredador, por ejemplo). Nuestros érganos de los sentidos (excepto el olfato, que tiene una via directa
hacia la amigdala) envian esta informacién a través de las vias primarias sensoriales hacia los nucleos
sensoriales del tdlamo (nucleo geniculado lateral, nicleo paratenial, nicleo romboide, entre otros). El tdlamo
cuando recibe informacién que es relevante para la supervivencia del organismo envia esta informacion a la

amigdala a través de dos vias [LeDoux, 1998]:

1) Via corta, en la que el tdlamo envia la informacién directamente a la amigdala, la cual monta una
respuesta rapida y poco precisa, que le hace saber al individuo que esta en una situacién de peligro.

2) Via larga es aquella en la que el tillamo manda esta informacion a la corteza sensorial para hacer un
procesamiento detallado de la informacién y la representacion del estimulo es mas compleja. Una vez

que pasa por la corteza, el mensaje es enviado hacia la amigdala para producir la respuesta.

Cuando la informacién ha sido enviada por estas vias hacia la amigdala, el nicleo BLA contrasta la
informacion que llega por la via rapida y la corta y transmite el mensaje a otras regiones del cerebro, siempre
y cuando el estimulo que el organismo percibe atenta contra su supervivencia. Entre las regiones a las que
proyecta el BLA se encuentran: a) el hipocampo, que interviene en procesos de consolidacién de la memoria
emocional y en el aprendizaje espacial [Biendenkapp y Rudy, 2008]; b) el estriado, que participa en la
respuesta motora del animal ante el estimulo amenazante, promoviendo conductas de aproximacidon o
evitacion [Davidson e Irwin, 1999], c) el nicleo accumbens, que influye en el estado de motivacién del
organismo [Pérez de la Mora, 2003] y d) el niicleo central amigdalino, que a su vez se conecta con una serie
de estructuras nerviosas (nucleos dorsomedial, lateral y paraventricular del hipotalamo, nicleo parabraquial,
nucleo coereleus, entre otros) para producir la respuesta fisiolégica y conductual caracteristica del miedo y la
ansiedad. Para una mejor comprensién del proceso descrito anteriormente, se recomienda ver la Figura 4. La
manera en que el BLA y el CeA se comunican adn tiene muchos misterios que develar. Sin embargo, se ha
propuesto que la interfase inhibitoria que generan las IP’s es fundamental en esta comunicacidn [Paré et al.,

2004; Pérez de la Mora et al,, 2007].

Se ha descrito que también la porciéon lateral del ntcleo central amigdalino estd inervada por neuronas
GABAérgicas espinosas que constituyen otra interfase inhibitoria entre el CeA y las estructuras extra-
amigdalinas con las que éste se comunica. Estas neuronas espinosas tienen la funcién de controlar el flujo de
informaciéon hacia la porcién medial del CeA y el nicleo cama de la estria terminal, para mantener una
inhibicion tonica sobre los nicleos auténomos e hipotalamicos hacia los que éstos proyectan. La inhibicién de

esta interfase GABAérgica, da entonces, como resultado la expresion del miedo y la ansiedad que se ha
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descrito con anterioridad y estd mediada por las IP’s [Pérez de la Mora et al,, 2008]. La forma en que se

procesan las respuestas de miedo y ansiedad se encuentra representada esquematicamente en la Figura 6.
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Figura 6. Procesamiento de la respuesta de miedo y ansiedad

Ante una situacion de peligro, el Sistema Nervioso Simpatico (SNS) responde liberando abruptamente al torrente sanguineo
adrenalina, una hormona que agudiza los sentidos para permitir una mejor recepcién de informacién del ambiente. Sus
efectos son casi inmediatos en los organismos y se manifiestan produciendo taquicardia, taquipnea, aumento de flujo
sanguineo a los musculos para realizar acciones vigorosas, dilata las pupilas, entre otras reacciones. Estos cambios que
ocurren en las visceras son sensados por el nervio vago, el cual envia la informacidn visceral al nticleo del tracto solitario (via
vagal), el cual hace llegar la informacién al nicleo parabraquial y éste directamente CeA, donde se coordina la respuesta
enddcrina, aitonoma y conductual caracteristica del miedo y la ansiedad. Por otro lado, la informacién que percibimos a
través de los 6rganos de es enviada al tilamo quien, a su vez, puede enviarla a la amigdala directamente (via corta
proveniente del sentido olfativo) o a la corteza cerebral para después mandarla a la BLA (via larga-proveniente del oido, tacto
y la vista). Los impulsos nerviosos sensoriales llegan al ntcleo BLA de la amigdala, y ahi la informacién es evaluada y se
transmite al nicleo CeA a través de las islas paracapsulares mediales. El BLA también envia la informacién a otras regiones
cerebrales, como el hipocampo y la corteza cerebral, para la formacién de la memoria, al estriado para montar la respuesta
motora y al nucleo accumbens para modular el estado de motivacién del organismo, procesos también relacionados con la
respuesta ansiosa. Abreviaturas: BLA- nicleo basolateral de la amigdala, CeA- nucleo central de la amigdala, NPV- ntcleo
paraventricular del hipotalamo, IP-islas intercaladas paracapsulares. [Tomado y modificado de Pérez de la Mora, 2003 y
Gallegos-Cari, 2010].
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Mecanismos de neurotransmision dentro de la amigdala

Dentro de la amigdala, la actividad de diversos sistemas de neurotransmisién (GABA, dopamina,
glutamato, entre otros) participa en la modulacién de las respuestas ansiosas en los organismos. Los sistemas
GABAérgicos y glutamatérgicos son responsables de los impulsos inhibitorios y excitatorios del Sistema
Nervioso Central (SNC), respectivamente y su rol en el miedo y la ansiedad ha sido extensamente estudiado.
Es posible que la ansiedad se module primariamente por la intermediacién del sistema GABAérgico, que
disminuiria globalmente la ansiedad y el sistema glutamatérgico, que tiene acciones ansiogénicas. Sin
embargo, esta acciéon se encuentra modulada en forma compleja por otros sistemas de neurotransmision que,
al ejercer su accion, producen un aumento o disminucion del estado ansioso. En la tabla 2 se muestran los
principales neurotransmisores que participan en la produccién y modulacién de la ansiedad y su efecto sobre

la ansiedad.

Tabla 2. Neurotransmisores implicados en la ansiedad

Neurotransmisor Accion sobre la ansiedad \

GABA AL
Acido glutamico AG
Colecistokinina AG
Noradrenalina AG
Serotonina AG
Encefalina AL
Dopamina AL, AG*
Acetilcolina AL

[Tomada de Pérez de la Mora, 2003]

Abreviaturas: AG-ansiogénica; AL-ansiolitica. *Dependiendo del tipo de receptores al que se activa, ver mas adelante

Debido a que el interés principal de este trabajo es el estudio del sistema dopaminérgico intramigdalino, la

discusion posterior se centrara en este sistema.

Generalidades del sistema de neurotransmision dopaminérgico

La dopamina (DA) es un neurotransmisor clasico que pertenece al grupo denominado catecolaminas. Dicho

grupo incluye a la dopamina, noradrenalina y adrenalina que presentan en comun la posesiéon de un grupo

“catecol” y un grupo amino en su estructura quimica.
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La DA es la catecolamina mas abundante del cerebro y se produce cuando la fenilalanina obtenida en las
proteinas consumidas en la dieta es transformada a L-tirosina por la enzima fenilalanina hidroxilasa. La L-
tirosina es el aminoacido precursor de la sintesis de DA y por la accidn de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) es
hidroxilada, formando asi L-DOPA. Este compuesto sufre a su vez la eliminacién de un grupo carboxilo por la
accion de la DOPA descarboxilasa, para dar lugar a la dopamina. Cuando este neurotransmisor ha sido
sintetizado es almacenado rapidamente en vesiculas con la ayuda de una proteina transportadora llamada
VMAT?2, mediante un proceso dependiente de ATP. Una vez almacenada en las vesiculas, la DA es enviada a la
terminal nerviosa de donde sera liberada mediante el proceso de exocitosis cuando se presenta un impulso
nervioso (potencial de accién). Este proceso es modulado por un mecanismo de retroalimentacién negativa,
llevado a cabo por receptores presinapticos (o auto-receptores) los cuales producen una disminucién de la

liberacion de este mensajero quimico cuando sus niveles en el espacio sinaptico son altos [Siegel et al., 2006].

La DA liberada al espacio sinaptico puede tener 3 destinos distintos (ver figura 7):

1) Llegar a la membrana de la neurona post-sinaptica para activar a sus receptores y desencadenar distintos
procesos de sefializacién celular en ella.

2) Ser recapturada mediante su transportador membranal, denominado DAT, y asi regresar al interior de la
terminal nerviosa en la membrana pre-sinaptica.

3) Ser inactivada mediante la acciéon la MAO (monoamina-oxidasa) y la catecol-O-metiltransferasa (COMT) y asi
formar sus metabolitos secundarios, el acido dihidrofenilacético (DOPAC, formado por accién de la MAO) y el

4cido homovanilico (producido mediante la transformacién del DOPAC por la actividad de 1a COMT).

Los receptores dopaminérgicos son de tipo metabotrdpico, es decir que en su estructura presentan siete
dominios transmembranales y en su porcién intracelular se encuentran acoplados a proteinas G. Las proteinas G
son un complejo protéico compuesto por tres subunidades (o,B,y) que se disocian en dos partes cuando el
receptor dopaminérgico es activado por su ligando: la unidad o y el complejo By. La unidad o puede ser de dos
tipos: estimuladora (as) o inhibidora (ai) cuando activan o reprimen la actividad de la adenilato ciclasa,
respectivamente. La adenilato ciclasa es una enzima membranal responsable de la producciéon del AMPc, una
molécula de sefializacion celular que ejerce sus efectos sobre otros blancos intracelulares, como por ejemplo, la

proteina PKA, para asf regular la funcién de muchas otras proteinas dentro de la célula [Kandel et al., 2001].
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Figura 7. Esquema del proceso de biosintesis y liberacién de la Dopamina.

[Modificado de www.arrakis.es]

Con base en criterios bioquimicos, farmacolégicos y fisioldgicos los receptores dopaminérgicos han sido
clasificados en dos familias: la familia de los receptores tipo D1 si el receptor esta acoplado a una subunidad de

tipo as y la familia de receptores tipo D2, si interactia con subunidades de tipo ai [Kandel et al.,, 2001].

Estudios moleculares de clonacién han permitido concluir que los receptores dopaminérgicos no provienen
de entidades moleculares tnicas, sino que tienen su origen en la accién de cinco genes distintos que codifican
para cinco receptores diferentes. La familia de receptores tipo D1 esta compuesta por los receptores D1 y D5,
mientras que la familia de receptores tipo D2 esta integrada por los receptores D2, D3 y D4. A pesar de que
farmacolégicamente los miembros de diferentes familias pueden ser discriminados facilmente, es dificil

diferenciar a los miembros de una misma familia [Siegel et al., 2006; Pérez de la Mora et al., 2010].
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Las caracteristicas de cada uno de los receptores que componen a estas familias, se pueden ver resumidas en

la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas generales de los receptores dopaminérgicos

Familia de Receptores tipo D1 Familia de Receptores tipo D2

Caracteristicas D1 D5 D2 D3 D4
Aminoacidos 446 477 415/444 400 387
Agonistas SKF38393 Bromocriptina BP897 PD168077
SKF82958 Quinpirole
7-OH-DPAT*
Antagonistas Haloperidol UH232 Clozapina
SCH23390 Raclopride L745870
Sulpiride U101387

Estimulatoria: A AMPc Inhibitoria: WAMPc y canales Ca2*, A\ Canales K*

Efecto sobre vias de

sefializacién Dentro de la amigdala: La actividad de

la AC es muy baja y, por tanto, la via de

seflalizacion de los fosfoinositidos es la
importante A\ PIP2 : Movilizacién de

Ca?* intracelular y activacion de la PKC

Distribucion en el CP, Cx, TO, HP, NA HT, HP, Cx AVT, CP, CM, Cx, AVT, HT, HP, Cer, CF, CM, Cx

SNC HP, NA TO Med, NA,

Distribucién dentro IP +++ ND CeAL +++ BLA +++ BLAy CeA

de la amigdala BLA ++ IP ++ CeA ++ (ARNm)
LA +

[Basada en Siegel et al., 2006; Alcantara-Gonzalez, 2008; Pérez de la Mora et al., 2010]

Abreviaturas: AC: Adenilato Ciclasa; AVT: Area Ventral-tegmental; BLA: Nucleo Basolateral de la amigdala; CeA: Ncleo
Central de la amigdala, Cer: Cerebelo; CF: corteza frontal, CM: cerebro medio; CP: caudado putamen; Cx: corteza cerebral; HT:
Hipotalamo; HP: Hipocampo; IP: Islas intercaladas paracapsulares; LA: Nucleo lateral de la amigdala Med: médula espinal,
NA: Nicleo Accumbens; ND: No determinado; TO: tubérculo olfatorio.

Simbologia: +++: alta densidad de receptores; ++: densidad intermedia de receptores; +: baja densidad de receptores,
A\: aumento W: disminucién



El sistema dopaminérgico en la amigdala y su papel en la modulacion de la ansiedad

Recientemente se ha reconocido al sistema dopaminérgico como un modulador importante de las respuestas
de miedo y ansiedad, al secretarse e interactuar con otros sistemas de neurotransmisién dentro de los distintos
nucleos que componen a la amigdala. En la siguiente seccion se hablara con mayor detalle acerca del sistema
dopaminérgico intra-amigdalino y las caracteristicas que éste presenta. (Para una mayor profundidad en el

conocimiento de este tema, se sugiere la lectura de la revisidn escrita por Pérez de la Mora, y col. (2010)).

Distribucion de los receptores D1 y D2 en la amigdala

Los receptores dopaminérgicos D1 y D2 han sido detectados dentro de los nicleos amigdalinos y se ha
observado que presentan una distribucion topografica diferencial. La expresion de los receptores D1 es rica en la
isla intercalada principal y en las islas intercaladas paracapsulares, mientras que el nicleo basolateral presenta
una densidad menor que en las islas y es casi nula en el resto de los nicleos amigdalinos (central, basomedial y
cortical). Por su parte, los receptores D2 se encuentran principalmente expresados en el nicleo central, donde
presentan un gradiente latero-medial, siendo la porcién medial la que presenta menor densidad. Esta
distribucién diferencial de los receptores dopaminérgicos dentro de la amigdala, puede modular cada nucleo de
una manera distinta. Los receptores D1 modulan las aferencias que influyen la actividad del ndcleo basolateral y
de las islas paracapsulares, mientras que los receptores D2 modulan las interneuronas GABAérgicas que influyen
sobre la actividad del nucleo central (en su region lateral) y, por lo tanto, en las eferencias neuronales que se
proyectan de esta region [Pérez de la Mora et al,, 2010]. La distribucién de los receptores dopaminérgicos intra-

amigdalinos se encuentra resumida en la Tabla 3.

Vias dopaminérgicas que invervan a la amigdala

En la década de los 60°s Dahlstréon y Fuxe (1964) mostraron por primera vez que existian dos poblaciones
distintas de neuronas en el mesencéfalo ventral. Estas células dopaminérgicas fueron clasificadas como los
grupos A9 y A10 dependiendo de su localizacion: el grupo A9 correspondia a las células ubicadas en la sustancia
nigra (pars compacta) y el A10 al area ventral tegmental (AVT) [Dahlstrom y Fuxe, 1964]. A través del tiempo,
estos trabajos pioneros han sido extensamente confirmados por otros grupos de cientificos alrededor del mundo.
Actualmente, se sabe que las vias dopaminérgicas que inervan a la amigdala se originan de células situadas
dentro de los grupos mediales, anteriores, laterales y posterolaterales del AVT y de la porcién medial y lateral de
la sustancia nigra [Pérez de la Mora et al, 2010]. En el cerebro de la rata, la mayoria de los axones
dopaminérgicos que inervan a la amigdala se unen en el haz del cerebro medio y entran a la amigdala a través de
la via amigdalofugal. Un grupo menos prominente de axones entran a la amigdala al nivel del hipotdlamo medial
y caudal, a través de la decusacién supradptica, como componentes de la estria terminal (Ver Figura 8) [Pérez de

la Mora et al., 2010].
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Los estudios de la distribucion de las terminales nerviosas dopaminérgicas, han mostrado que dentro de la
amigdala éstas no tienen una distribucién uniforme en los distintos nicleos que la componen, sugiriendo que
existe una modulacién dopaminérgica diferencial en los subntucleos amigdalinos [Fuxe et al., 2003; Pinard et al.,
2008]. Los plexos dopaminérgicos mas densos estan ubicados en la porcién rostrolateral de la isla intercalada
principal, en las islas paracapsulares (medial y lateral) y en el nucleo central de la amigdala [Fuxe, 1965],
mientras que en los nucleos basolateral y basomedial encontramos una inervacién dopaminérgica menos densa
y en los nucleos mediales y laterales es muy escasa [Pinard et al., 2008]. También se ha observado que en la
porcion rostrolateral de la isla principal intercalada es mayor la concentracidn de inervaciones dopaminérgicas
en comparacion con la porcién rostromedial y que en las islas intercaladas paracapsulares también existe un

gradiente que va de mayor a menor concentracion en el eje rostro-caudal [Fuxe et al., 2003].

Es importante mencionar que las terminales dopaminérgicas hacen sinapsis con interneuronas GABAérgicas
dentro de la amigdala basolateral, en la porcidn lateral del CeA y en las IP’s, que forman interfases inhibitorias
que controlan el paso de impulsos a la porciéon medial del CeA, que representa la porcion efectora principal de la
amigdala. De esta manera, las terminales dopaminérgicas que llegan a la amigdala, estdn situadas
estratégicamente en el sitio de respuesta GABAérgico que repercute en las aferencias intra y extra amigdalinas

[Pinard et al.,, 2008; Pérez de la Mora et al., 2008].

Por lo tanto, al ser los nucleos basolateral y central las principales vias de aferencias y eferencias de la
amigdala, respectivamente, y al ser sitios de recepcién de impulsos eléctricos que estan controlados por la accién
GABAérgica, la via mesoamigdalina dopaminérgica modula el miedo y la ansiedad inervando preferentemente

dichas interfases inhibitorias.
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Figura 8. Inervacion dopaminérgica en la amigdala de la rata

Las fibras dopaminérgicas amigdalinas provienen de la regiéon A9 (sustancia nigra, SN) y de la regién A10 (area ventral
tegmental, AVT), entran al haz del cerebro medio (mfb, por sus siglas en inglés) y se distribuyen dentro de la amigdala,
inervando preferencialmente la porcién rostrolateral de la isla principal (Im), las islas intercaladas lateral paracapsulares y la
porcidn lateral del nicleo central (CeL) de la amigdala. Una cantidad menos prominente de axones inveran también al nucleo
basolateral (BLA). A9 y A10 se refieren a las denominaciones originales acufiadas por Dahlstrom y Fuxe (1964) al grupo de
células dopaminérgicas provenientes de la sustancia nigra y del area ventral tegmental, respectivamente [Tomada de Pérez
de la Mora, et al,, 2010].



Relaciéon Amigdala, Dopamina y Ansiedad

Se sabe que la amigdala se encuentra bajo una poderosa fuerza inhibitoria proveniente de la corteza
prefrontal medial (CPFm) que proyecta a las islas intercaladas y al ntcleo basolateral y produce sus efectos
modulatorios a través del reclutamiento de las interneuronas GABAérgicas de las que se habl6 anteriormente y a
través de mecanismos de retroalimentacién negativa mediados por GABA, que representan el 70% de la
inhibicion total que la CPFm produce sobre el nicleo basolateral [Marowsky et al., 2005]. En condiciones de
estrés, la dopamina se libera dentro de la amigdala [Yokoyama et al., 2005] y modula la inhibicién proveniente
de la corteza suprimiendo el “freno GABAérgico” y permitiendo asi la expresion de la ansiedad [Marowsky et al.,

2005].

A través de la administracién intra-amigdalina de agonistas y antagonistas dopaminérgicos se ha podido
observar el efecto de estos fairmacos en la conducta de los animales sometidos a paradigmas de miedo y ansiedad

condicionados y no condicionados.

La tabla 4 resume los estudios publicados en torno al efecto de la administracién de agonistas y antagonistas
dopaminérgicos dentro de la amigdala en paradigmas de miedo condicionado y no condicionado. En estos
trabajos es posible notar que la administracién de agonistas para los receptores D1 intra-amigdalinos producen
un efecto ansiogénico [Guarraci et al. 1999; Pérez de la Mora et al. 2008], mientras que la administraciéon de
antagonistas D1 producen un efecto ansiolitico [Lamont y Kokkinidis, 1998; Guarraci et al,, 1999; Nader y Le
Doux, 1999; Pérez de la Mora et al,, 2005]. Estos datos permiten sugerir que los receptores D1 presentes en los
nucleos amigdalinos donde éstos se expresan contribuyen a la adquisicién de la expresion del miedo y la
ansiedad. Por su parte, la administracién de agonistas y antagonistas para los receptores de la familia D2 ha
mostrado resultados controversiales, mostrando un efecto ansiogénico en modelos de miedo condicionado
[Borowski y Kokkinidis, 1996; Mounro y Kokkinidis, 1997; Nader y Le Doux, 1999; Guarraci et al., 2000; Greba et
al,, 2001], y ansiolitico en modelos de miedo no condicionado [Pérez de la Mora et al., 2008]. Por lo anterior, se
ha sugerido que el efecto que éste produzca depende del paradigma conductual utilizado en el estudio y la

naturaleza del estimulo amenazante [Pérez de la Mora et al,, 2010].

Aunque el mecanismo mediante el cual la dopamina atenua la inhibicién de la corteza aln no est4 totalmente
entendido, existen evidencias de que los receptores D1 de las islas paracapsulares participan en forma
importante en esta “desinhibiciéon” [Marowsky et al, 2005]. La dopamina, a través de su accién sobre los
receptores D1 hiperpolarizan las neuronas GABAérgicas dentro de las islas paracapsulares a través de la
activacion de canales rectificadores de potasio acoplados a proteinas G, proceso aunado a la posible interaccion
antagoénica de los receptores D1-NMDA [Lee et al, 2002] que estarian produciendo una inhibicién de los
receptores glutamatérgicos y una desinhibicién de los nicleos amigdalinos basolateral y central [Marowsky et

al,, 2005].
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Un mecanismo alternativo que se ha propuesto es que los receptores D1 actiian sobre diferentes grupos de

islas paracapsulares a través de un via indirecta dependiente de PKA que facilita las interacciones D1-NMDA

para incrementar su actividad [Radnikow y Misgeld, 1998]. A pesar de que los receptores D1 parecen jugar un

rol principal en la modulacién de las islas intercaladas paracapsulares, se ha reportado que la dopamina

incrementa su excitabilidad mediante proyecciones del BLA e interneuronas a través de un mecanismo

dependiente de los receptores D2 [Kroner et al., 2005]. Sin embargo, como la densidad de los receptores D2 en el

nucleo lateral y basolateral es muy baja, es posible que los efectos sean mediados por los receptores D2

localizados en las neuronas de proyeccion del BLA. Por otro lado, se ha propuesto que, dado que la mayoria de

los experimentos que han estudiado estos receptores a través de inyecciones sistémicas de fArmacos agonistas o

antagonistas de los receptores D2 [Rosenkranz y Grace 2002], es posible que la activacién de estos receptores

ocurra en otros sitios y que los efectos observados sean de tipo indirecto [Pérez de la Mora et al., 2010].

Tabla 4. Efectos de la administracién intra-amigdalina de agonistas y antagonistas dopaminérgicos en

Farmaco

Agonistas D1
SKF82958

SKF38393

Antagonistas D1

SCH23390

SCH23390

SCH23390

SCH23390

Agonistas D2
Quinpirole

Quinpirole

Antagonistas D2
REW )

Raclopride

Eticlopride

paradigmas de miedo condicionado y no condicionado

Sitio de la Dosis Observaciones conductuales Efecto Referencia
inyeccion (ng/lado)
CeA 1.0-4.0 A el congelamiento en la prueba | Ansiogénico Guarraci, 1999
de CC
BLA 0.33 A tiempo de enterramiento en la | Ansiogénico Pérez de la Mora, 2008
prueba de ED
BLA + CeA 3 X la respuesta de sobresalto en Ansiolitico Lamont y Kokkinidis,1998
la prueba de SPM
CeA 0.5-2 X la conducta de congelamiento Ansiolitico Guarraci, 1999
en la prueba de CC
BLA 0.4-4.0 X el condicionamiento en la Ansiolitico Nader y LeDoux,1999
prueba de CSO
BLA+IP 0.03-0.12 A el tiempo de latencia para | Ansiolitico Pérez de la Mora, 2005
entrar al espacio iluminado y el
tiempo de permanencia en éste
en la prueba de CLO
VTA 1.4 X el condicionamiento en la Ansiolitico Nader y LeDoux, 1999
prueba de CSO
VTA 1.0 X la respuesta de sobresalto en Ansiolitico Borowski y Kokkinidis, 1996
la prueba de SPM Mounro y Kokkinidis, 1997
BLA 2.0-8 X la respuesta de sobresalto en Ansiolitico Greba, 2001
la prueba de SPM
CeA 0.73,2.4 A tiempo de enterramiento en la | Ansiogénico Pérez de la Mora, 2008
prueba de ED
CeA 1.0 V¥ la conducta de congelamiento Ansiolitico Guaraci, 2000
en la prueba de CC

[Tomada de Pérez de la Mora et al,, 2010]

Abreviaturas: CC: Congelamiento Condicionado; CLO: Caja Luz-Obscuridad; CSO: Condicionamiento de segundo orden; ED:
Enterramiento defensivo; SPM: Sobre salto potenciado por el miedo. Simbologia:A\: aumento; W: disminucién; X: bloqueo
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Larelacion diabetes y ansiedad

Aspectos historicos

La tesis de que el estrés puede contribuir a la etiologia de la diabetes fue sugerida por primera vez en 1689 por
Thomas Willis, quien noté6 que sintomas que se han interpretado actualmente como “estrés” precedian a la
aparicion de sintomas de lo que hoy se conoce como “diabetes” en algunos de sus pacientes. En el siglo XIX, el rol
del estrés en la etiologia de la DM fue algo firmemente establecido en la literatura médica. Henry Maudsley
observé que la DM a menudo ocurria como resultado de un trauma repentino, mientras que William Osler sugirié
que una manera de tratar a los pacientes diabéticos con “estrés mental severo” era el reposo y la administracion de
opioides. En el siglo XX Cannon fue el primero en demostrar experimentalmente la relacién DM-ansiedad al
describir como el estrés inducia hiperglucemia en gatos “normales” a los que sometié a un proceso quirurgico.
Estos animales eran confinados en un soporte donde se inmovilizaban por distintos periodos de tiempo. Los
animales eran intervenidos y se les colocaba un tubo en el estémago, a través del cual se les daba una gran
cantidad de agua, para colectar la orina de ellos rapidamente. Al realizar este procedimiento, Cannon observé que
habia una relacién entre el estado emocional del animal y el establecimiento de la hiperglucemia. Los animales que
reaccionaban con mayor agresividad o con mas miedo durante el tratamiento, eran los que desarrollaban
glicosuria (presencia de glucosa en la orina) mas rapidamente, en comparacién con los que respondian al
procedimiento mas calmadamente. A principios de la década de los 80°s Caponni observa evidencia de que
animales parcialmente pancreatomizados desarrollaban temporal o permanentemente diabetes después de ser

sometidos a estrés por inmovilizacién [ver en Surwit, et al. 1993].

Actualizacion de la literatura

A finales del siglo XX el interés por estudiar la relacién DM-ansiedad se incrementé al comenzar a aparecer
reportes que indicaban que los cuadros de ansiedad en el humano son mas frecuentes en la poblacién diabética
que en la general [Lustman et al.,, 1998; Anderson et al,, 2002; Grisby et al.,, 2002; Kruse et al., 2003; Clavijo et al,,
2006]. En el 2008 Lin y col,, calcularon la prevalencia de ansiedad y depresion en 42,697 pacientes diabéticos
provenientes de paises de distintas regiones (Europa, Asia, Medio Oriente, América, etc.), demostrando que estos
trastornos afectivos son mas frecuentes en los individuos diabéticos que en los sanos en todas las regiones
estudiadas. Recientemente, los estudios epidemiolégicos en torno a esta relacion han proliferado
considerablemente y se han enfocado también en la prevalencia de este tipo de afecciones emocionales en nifios y
adolescentes diabéticos, arrojando evidencias de que los trastornos de tipo ansioso (trastorno por ansiedad
generalizada, estrés post-traumatico, agorafobia y fobia social) son mas comunes en la poblacién diabética que en

la general [Northam et al., 2005; Herzer y Hood, 2010].

29



La prevalencia de los trastornos de ansiedad en personas que padecen DM va desde el 6.3%, al 15.6%, aunque
valores extremos (73.8%) han sido reportados en una poblacién de pacientes con DM2 en Brasil [Clavijo, et al.
2006]. Esta variabilidad de datos se puede ver reflejada también en resultados contrastantes reportados en la
literatura, como por ejemplo, los trabajos de Lloyd et al. (2000 y 2003) y Shaban et al. (2006) que muestran que la
prevalencia de ansiedad en los diabéticos es mayor en las mujeres que en los hombres y que esta es mayor en los
pacientes con DM1 que en los que padecen DM2 [Coker, et al. 2000]. Estos datos se contraponen a lo reportado por
Grisby y col. (2002), que establece que la prevalencia de ansiedad es mayor en hombres que en mujeres y que es
similar en los pacientes con DM1y DM2. Controversias adicionales han sido observadas en el trabajo de Kruse et al.
(2003), en donde se reporta que existe una relacién inversamente proporcional entre los valores de HbA(1c)
(hemoglobina glucosilada, un indice de control glucémico) y los sintomas clinicos de ansiedad, mientras que otros
autores han reportado que existe una correlacion positiva entre los niveles de HbA(1)c y los valores de ansiedad
medidos en las escalas clinicas para diagnéstico de este trastorno, como la de de Hamilton y Hopkins [Anderson, et
al. 2002; Eren, et al., 2003; Moussa, et al. 2005, Shaban, et al. 2006]. Una correlacién entre la hiperglucemia y las
manifestaciones de ansiedad como los episodios de panico en pacientes con DM1 y DM2 ha sido también
reportada por otros autores como Sommerfield y col. (2004) y Ludman y col. (2006). Cabe mencionar que a pesar
de que en México la diabetes hoy representa el principal problema de salud publica del pais, no existe atin ningin
reporte concerniente a la prevalencia de trastornos de ansiedad en la poblacién diabética, cuestiéon que seria

importante estudiar en nuestro pais.

Las razones de las discrepancias en los estudios clinicos de los cuales se hablé con anterioridad no son claras,
pero se deben posiblemente a las distintas metodologias empleadas, al tipo de poblacién estudiada, la naturaleza
de las escalas utilizadas para medir los trastornos de ansiedad, asi como las variables inherentes a los estudios de
tipo clinico, como son las caracteristicas particulares de cada paciente (duracién de la enfermedad, presencia o
ausencia de complicaciones tardias, adherencia al tratamiento, entre otras) [Surwit, et al. 1993; Bowman et al,,

2010].

Debido a la marcada variabilidad observada en humanos la relacién DM-ansiedad ha sido también estudiada
utilizando modelos animales que permiten un mejor control de las variables experimentales. A pesar de ello, los

resultados obtenidos han sido también contrastantes.

Asi, mientras que los primero trabajos publicados que estudiaron la relacién DM-ansiedad en roedores
utilizando la administracién de STZ en ratones y ratas que modelan a la DM1 no encontraron efectos significativos
sobre la ansiedad utilizando el EPM [Chauloff et al., 1994; Hilakivi et al., 1990], publicaciones mas recientes han
reportado efectos ansiogénicos en esta prueba [Thorré et al, 1997; Ramanathan et al,, 1998], asi como en el
laberinto elevado en forma de cero [Ramanathan et al., 1998], el campo abierto con agujeros (hole-board) [Kamei

etal, 2001], el OFT [Ramanathan et al., 1998] y la interaccion social [Ramanathan et al., 1998].
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También ha sido observado que roedores pertenecientes a modelos que simulan a la DM2, tales como las ratas
trangénicas intolerantes a la glucosa “OLETF”, los ratones resistentes a la insulina “ob/ob” y los ratones
hiperglucémicos no obesos “Ins24kita” -entre otros modelos-, muestran conductas tipo ansiosas en distintas pruebas
conductuales, tales como: el EPM [Harris et al., 2001; Li et al,, 2002; Akakawa et al., 2007], la caja luz-obscuridad
[Yamamoto et al.,, 2000; Harris et al,, 2001], el OFT [Watanabe et al.,, 2007; Nishimura et al., 2009], la neofobia
alimentaria [Li et al., 2002], entre otras. Para una revisién mas detallada de los trabajos publicados en las tltimas
décadas en torno al estudio de la relacion diabetes-ansiedad, se recomienda ver las tablas contenidas en el anexo 4

de este trabajo.

Es interesante que en el estudio de Ramanathan et al., 1998 y Kamei et al., 2001, los roedores hechos diabéticos
por la administracién de STZ, al ser tratados con diazepam (farmaco ansiolitico) o con fluoxetina, fluvoxamina y
desipramina, que tienen también actividad ansiolitica, requieren de una mayor dosis de dichos farmacos para
observar efectos ansioliticos, por lo que se ha sugerido que algunos de los mecanismos de neurotransmision

involucrados en el funcionamiento de estos compuestos pudieran estar alterados en los roedores hiperglucémicos.

Aunque los mecanismos involucrados en estas alteraciones que se presentan en los sujetos diabéticos no se
conocen con claridad, se han ofrecido algunas explicaciones en la ultima década, las cuales se pueden ver

resumidas mas adelante.

Relacion sindrome metabdlico y ansiedad

El interés por estudiar como el sindrome metabdlico (SM) ha sido asociado a trastornos priquiatricos, como la
depresion y la ansiedad ha crecido en los ultimos afios. Sin embargo, los resultados obtenidos en estudios clinicos
han sido contradictorios. En el 2009, Carroll y sus colaboradores mostraron evidencia de una asociacién positiva
entre el trastorno por ansiedad generalizada y el SM dentro de una poblacién de veteranos de la Guerra de
Vietnam en los Estados Unidos, pero Hildrum et al., en ese mismo afio no encontraron esa asociaciéon en la
poblacion noruega que ellos estudiaron. Dos afios después, en el 2011 Linville y col. reportaron que la prevalencia
de SM era igual en una poblacién de prisioneros de la Guerra de Vietnam repratriados con y sin trastorno por
estrés post-traumatico, al ser comparados con una poblacién control estadounidense. Ese afio también Weiss et al.,
publicaron que el trastorno por estrés post-traumatico estaba relacionado con un incremento en las tasas de SM
en una poblacién urbana afro-americana. Mas recientemente, Albert y su grupo de trabajo (2013) hicieron un
estudio transversal en el que observaron que la prevalencia de SM en una muestra de pacientes con trastorno
obsesivo-compulsivo es mayor que en la poblacién general de Italia. Al igual que en el caso de la diabetes, hasta
ahora en México no existe ninglin reporte cientifico donde se haya estudiado la prevalencia de trastornos de
ansiedad en pacientes que han sido diagnosticados con sindrome metabdlico, lo cual sera de gran relevancia para

poder hacer un mejor manejo clinico de los aspectos psiquiatricos en esta poblacién especifica.
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Debido a que los estudios clinicos mencionados con anterioridad estan llenos de contrastes, los estudios que
utilizan modelos animales de SM y ansiedad ha sido de gran utilidad para tratar de esclarecer dicha relacién. Cabe
mencionar que la mayoria de estos modelos animales simulan al SM de manera parcial solamente y/o traslapan

sus caracteristicas con las de la DM2, haciendo dificil la diferenciacién de estas entidades patoldgicas.

La mayoria de los estudios realizados para estudiar esta asociacion se ha realizado en roedores genéticamente
modificados, pero también han arrojado resultados conflictivos, pues se han reportado un perfil ansiogénico en
ratas tipo OLETF [Yamamoto et al.,, 2000; Li et al.,, 2002] y ratones ob/ob [Finger et al., 2010], ausencia de efectos
en el perfil ansioso de las ratas obesas tipo Zucker [Chauloff et al., 1994] y un perfil ansiolitico en ratones db/db
[Sharma et al., 2010]. Por esta razén, estudios que utilicen otras aproximaciones experimentales para producir una
condicion similar al SM del humano es necesaria. A este respecto, ha sido reportado que el cambio en la dieta de
los animales aumentando la cantidad de grasas o azticares puede producir sintomas similares al SM y la diabetes
mellitus tipo 2 en los animales experimentales (ver la revisiéon de Larqué et al,, 2011 para mayor detalle). En los
ultimos afios dos distintos grupos: el de Marks et al,, (2009) y el de Sharma y Fulton (2013) demostraron que
roedores que son sometidos a una dieta rica en grasas muestran un perfil ansiogénico en distintos paradigmas
experimentales. Sin embargo, se desconoce qué tipo de conducta manifiestan animales que hayan sido sometidos a
un régimen rico en carbohidratos, lo cual fue objeto de estudio en este trabajo en animales que ingieren una
solucién de sacarosa al 20%, manipulacién que ha demostrado producir desde los 2 meses una condicién similar a
la del SM: obesidad abdominal, resistencia a la insulina, hipertension arterial y dislipidemia [Larqué et al., 2011].
Cuando el tratamiento se prolonga hasta los 6 meses, a estos signos se aflade una condicién hiperglucémica
moderada en los animales experimentales [Velasco et al., 2012] (para conocer los detalles del modelo y las

condiciones experimentales del estudio ver mas adelante).

Los mecanismos que subyacen a la relaciéon sindrome metabdlico-ansiedad atin son desconocidos, pero sin lugar

a dudas, seran el objeto de un buen ntimero de estudios cientificos en los siguientes afios.

Mecanismos relacionados con el incremento de ansiedad en los individuos diabéticos

Hasta hoy no existen explicaciones contundentes relacionadas con el incremento de ansiedad en los pacientes
diabéticos. Sin embargo, en la dltima década se ha incrementado de forma importante el nlimero de publicaciones
en los que se pretende explorar algunos de los mecanismos relacionados con esta comorbilidad (diabetes-

ansiedad, sindrome metabdlico-ansiedad), los cuales se mencionan a continuacion:
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1) Alteraciones en el funcionamiento del eje Hipotalamo-Hipéfisis-Adrenal

A finales del siglo XX se demostré que los animales diabéticos presentaban hipertrofia de las glandulas
adrenales, condicién que estaba relacionada con la produccién crénica de corticosterona (CORT) cuando eran
expuestos a perturbaciones ambientales [Bellush et al., 1991; Bellush y Reid, 1994]. También existen evidencias de
que los animales tratados con STZ muestran niveles plasmaticos mas elevados de ACTH y CORT en comparacién
con los controles, efecto que puede ser revertido por la administracion exégena de insulina y/o leptina [Chan et al,,
2001 y 2002; Barber et al., 2003]. Aunado a esto, se ha demostrado que los roedores tratados con STZ presentan
un incremento en los niveles de ARNm de CRH en las neuronas magnocelulares del PVN, mientras que disminuyen
en las neuronas parvocelulares de este mismo nucleo. Ademas, el tratamiento con STZ induce la produccién del
ARNm del receptor CRH-R1 en el PVN y produce una disminucién en la producciéon del receptor CRH-R2 en el
nucleo ventromedial del hipotalamo [Huang et al., 2006]. En apoyo a esta idea, Lemus-Castellanos (2010) reporté
que ratones de la cepa Swiss Webster inyectados con STZ (180mg/kg, i.p.) muestran niveles de CORT
incrementados después de 10 y 20 dias de la induccidn de la diabetes en comparaciéon con animales no tratados.
Ademas, dichos animales después de haber sido sometidos a un agente estresor presentan niveles plasmaticos de
CORT mas altos que los controles y permanecen elevados 120 minutos posteriores a dicha manipulacién. Lemus-
Castellanos propone en su tesis que la hiperactivacién del eje HHA puede estar originada por una alteracién en el
mecanismo de retroalimentacidon negativa de este eje, a causa de una disminucién en el nimero de receptores a
glucocorticoides (GR's), o por una desensibilizacién de los mismos. Esta hipdtesis ha sido también sugerida por
Chan y cols. (2002) que observaron una respuesta de supresiéon de secrecién de CORT disminuida en ratas
tratadas con STZ cuando se les administra dexametasona (un agonista de los GR’s). En conjunto, estos datos
muestran que en los animales “diabéticos” existe una sobre-activacion del eje HHA, pero que esta alteracién puede
ser revertida cuando los niveles de glucosa regresan a su estado basal, restaurando la actividad neuroendécrina

del individuo.

2) Elpapel de la insulina como sustancia neuromoduladora

Durante muchos afios la insulina era considerada tnicamente una hormona que tenia efectos metabdlicos
periféricos, excluyendo al cerebro de sus blancos de accién. Sin embargo, trabajos de los afios 60 y 70’s en donde
se reportd que la insulina y sus receptores se expresan en altas concentraciones en el Sistema Nervioso Central
(SNC) de la rata, revolucionaron el concepto anterior y se abrieron nuevas lineas de investigacién para conocer los
efectos de la insulina en el cerebro. Actualmente se sabe que la insulina pasa del torrente sanguineo al SNC a través
de la barrera hematoencefalica mediante un sistema de transportador saturable y que su receptor se encuentra
ampliamente distribuido en el cerebro, puesto que se presenta en el bulbo olfatorio, la corteza cerebral, el

hipocampo, el hipotalamo, el cerebelo, los plexos coroides, entre otras regiones.
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Hoy dia se sabe que la insulina es una hormona cuyos efectos en el cerebro son diversos, entre los cuales se
encuentran los siguientes (basado en las revisiones de Banks et al., 2012, Kaidanovich-Beilin et al., 2012 y Ghasemi

etal, 2013):

- Controla el apetito y el peso corporal, puesto que al infundirse i.c.v o dentro del hipotalamo produce efectos
anoréxicos (disminucion del apetito) y disminuye el peso corporal, mientras que se observan efectos
orexigénicos (aumento del apetito) y se incrementa el peso cuando se reduce la sefializacién mediada por la

insulina y sus receptores en condiciones de obesidad, resistencia a la insulina y/o DM2.

- Altera las funciones cognitivas y de memoria. Se ha visto que pacientes con DM1 exhiben una disminucién
en la capacidad para realizar pruebas cognitivas, tales como el aprendizaje verbal, el razonamiento abstracto y
ciertas funciones psicomotoras. Las alteraciones cognitivas, como la reduccién de la memoria espacial y la
capacidad de aprendizaje, también han sido observadas en modelos de DM en ratas (OLETF y ratas tratadas
con STZ). En contraste, cuando a pacientes obesos y con enfermedad de Alzheimer que presentan deficiencias
para realizar tareas de memoria verbal se les administra insulina por via intranasal se producen mejoras

significativas en estas funciones.

- Actia como sustancia neuromoduladora al alterar actividad neuronal y la liberacion de otros
neurotransmisores. Estudios electrofisiolégicos realizados por Kovacs y Hajnal (2009) en neuronas del
cerebelo demostraron que disminuye la tasa de disparo aproximadamente en un 60% cuando se da un
estimulo de insulina, efecto que se bloquea cuando se utilizan inhibidores de los receptores de la familia
tirosina cinasas. También se ha observado que la insulina puede tener efectos inhibidores en la actividad de
las neuronas piramidales hipocampales. Por otro lado, estudios in vitro han demostrado que la actividad de
algunos receptores ionotrépicos, como GABA-A y el canal dependiente de Potasio K.v.1.3 puede ser afectada
por el tratamiento con insulina en neuronas provenientes de la corteza prefrontal y del bublbo olfatorio,
respectivamente. Asimismo, se ha repotado que la insulina puede alterar la funcién del sistema
Glutamatérgico fosforilando las distintas subunidades del receptor NMDA en el hipocampo o incrementando
los procesos de exocitosis de este receptor en la sinapsis, lo cual repercute directamente en procesos de
memoria y aprendizaje, como se menciond en el parrafo anterior. Ademas se ha reportado que la reduccién de
la produccién de insulina produce un aumento en la expresion de receptores dopaminérgicos en animales
tratados con STZ, mientras que la administracién sistémica de esta hormona puede aumentar la concentracién
de metabolitos dopaminérgicos y serotoninérgicos en el liquido cerebro espinal y aumentar la tasa de
recambio de la adrenalina y noradrenalina en el hipotalamo. Finalmente, la insulina puede tener un efecto
estimulante en la recaptura de aminoacidos requeridos para la sintesis de neurotransmisores llevada a cabo
por las neuronas, por lo que ésta es otra manera en la que la insulina puede alterar la funcién del CNS. Estos
datos, en conjunto, sugieren que los cambios fisiolégicos y patoldgicos en la concentracion de insulina pueden

estar directamente relacionados con el cambio de la actividad neuronal en distintas regiones del cerebro.
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- Tiene efectos neurotroéficos y proliferativos. Existen evidencias de que la insulina administrada
sistémicamente puede provocar el aumento de la actividad de la enzima ornitina descarboxilasa, la cual esta
considerada como un indicador de crecimiento neuronal. Asimismo, se ha reportado que la insulina es
necesaria para que el NGF (factor de crecimiento neural) se una a su receptor y estimule la formacién de
neuritas, puesto que en ausencia de la hormona las neuronas en cultivo no responden a éste. Estudios in vitro
han demostrado también que al utilizar sueros anti-insulina se abate la distribuciéon correcta de los
neurofilamentos, el crecimiento de las neuritas y la diferenciaciéon neuronal. La insulina también estimula el
almacenamiento de glucégeno en los astrocitos, los cuales son esenciales en el soporte tréfico y metabélico de
las neuronas. Por las razones anteriores, se ha propuesto que la insulina es una molécula que coordina el

crecimiento y la diferenciacién neuronal con el estado de nutricién de las neuronas.

- Tiene efectos neuroprotectores, dado que ejerce efectos protectores en las siguientes condiciones
experimentales: en apoptosis inducida por deprivacién de suero sobre las neuronas cerebelares, en apoptosis
inducida por H20; en lineas celulares derivadas de la retina y en apoptosis inducida por la secresién de
corticosterona en las neuronas hipocampales. Se ha demostrado también que en animales tratados con STZ
existe un aumento de apoptosis de neuronas corticales e hipocampales; sin embargo, el tratamiento con
insulina produce una reduccién en la tasa de muerte neuronal de forma significativa. Ademas, la insulina
previene la reduccion de la expresion de la proteina Bcl-2, la activacion de la via de la caspasa-3 y la
fragmentacion del ADN, procesos involucrados en los mecanismos de muerte celular. Asimismo, se ha
demostrado que esta hormona antagoniza los efectos deletéreos del estrés oxidativo al restaurar las funciones
metabdlicas de las neuronas. Ademds se ha propuesto que algunos procesos anti-apoptéticos son insulino-
dependientes, como es el caso del valproato en contra de la apoptosis mediada por la reducciéon de K,

promoviendo asi la supervivencia neuronal.

Aunque atin no se conoce con precisiéon cdmo afecta la insulina las funciones del sistema limbico, los datos
anteriores nos hacen sugerir que la amigdala es una region susceptible de ser afectada por la insulina y con ello,
probablemente también pueda fungir como una hormona reguladora de las emociones. Para una mayor
comprension de este tema se recomienda leer las revisiones de Banks et al.,, 2012, Kaidanovich-Beilin et al,, 2012 y

Ghasemi et al., 2013.

3) Elrol del estrés oxidativo

Es bien sabido que altos niveles de glucosa en el espacio intracelular producen dafios neuronales al inducir la
formacion de productos terminales de glucosilaciéon avanzada (AGE’s por sus siglas en inglés), que estan
relacionados con un incremento del estrés oxidativo en el organismo. Esta condicién se ha asociado a distintas

alteraciones en el SNC y al desarrollo de complicaciones tardias de la DM, entre las que se incluyen las llamadas

35



neuropatia periféricas [Sugimoto, et al. 2008]. Asimismo, se ha reportado que una condicién hiperglucémica
persistente, puede causar una produccién elevada de radicales libres y de especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés) con capacidad de interactuar con los componentes celulares y contribuir asi a la oxidacion de
las proteinas, a la produccién de dafio a la molécula del ADN y a la peroxidacién de los lipidos que componen la
membrana celular. Recientemente, Salim (2010) reporté que en un modelo de estrés oxidativo en ratas -inducido
por la administracién oral de xantina y la inyecciéon de xantina oxidasa- provocé el incremento de las conductas
ansiosas en paradigmas conductuales como la caja luz obscuridad y el campo abierto. Asi, el incremento del estrés
oxidativo en los animales diabéticos, asi como la disminucién de los mecanismos antioxidantes enddgenos (la
actividad de la glutation peroxidasa y los niveles de Vitamina A, E y C) [Comin et al,, 2010], podrian contribuir al
incremento del estado ansioso en estos animales. En apoyo a lo anterior se ha demostrado que muchas de las
complicaciones funcionales y morfoldgicas del paciente diabético se pueden prevenir con el uso de antioxidantes.
Por ejemplo, estudios en pacientes diabéticos han mostrado una reduccién en los sintomas neurolégicos negativos
y una disminucién de los desérdenes ansioso-depresivos después de 14 dias de tratamiento con agentes anti-
oxidantes, como la oxipiridina y los derivados del acido succinico (emoxipina, reamberina y mexidol)
[Volchegorskii, et al. 2005] En este mismo sentido, se han reportado efectos neuroprotectores tras el tratamiento
de ratas diabéticas con curcumina y sesamol, compuestos anti-oxidantes fenélicos [Kuhad et al., 2007 y 2008].
Cabe senalar que este tratamiento produjo una mejoria en el déficit cognitivo que los animales diabéticos
muestran al ser evaluadas en el laberinto en agua de Morris, una prueba de aprendizaje para roedores. Dichos
resultados sugieren un papel importante del estrés oxidativo en el establecimiento de alteraciones en el SNC del
individuo diabético (incluyendo los trastornos ansioso-depresivos) y aportan una alternativa para protegerlos del
dafio causado por la hiperglucemia. Este, aunque es un tema prometedor, es bastante reciente y, por lo tanto

requiere de mas estudios para ser corroborado.

4) Alteraciones en distintos sistemas de neurotransmision y/o sus receptores

Hasta hace poco el cerebro no se reconocia como un blanco afectado por las complicaciones tardias de la DM.
Sin embargo, en la actualidad se acepta que la hiperglucemia crénica influencia la sensibilidad de distintos
sistemas de neurotransmisién a varios agentes farmacolégicos en animales de laboratorio. En relacién con esto, se
ha reportado un incremento en la sensibilidad a barbitiricos y una disminucién en la sensibilidad a la d-
anfetamina, a las p-cloroanfetaminas y al tetracloruro de carbono en animales diabéticos [Kamei et al., 2002].
También se ha reportado que tanto ratas y ratones tratados con STZ son significativamente menos sensibles que
sus controles no diabéticos al efecto nociceptivo de la morfina sugiriendo, junto con los datos anteriores, que

distintos mecanismos de neurotransmision se encuentran alterados en los sujetos diabéticos.

Aunque la informacién disponible es escaza, recientemente se han publicado trabajos que arrojan informacién
sobre la participacion de algunos sistemas de neurotransmisioén en el incremento de ansiedad que muestran las

ratas “diabéticas”. Algunos de los ejemplos que existen se mencionan a continuacién:

36



= Neuropéptidos hipotalamicos. El AgRP (agouti-related peptide) y POMC (pro-opio-cortico-melanocortina) son
neuropéptidos que estan presentes en los nucleos arcuatos del hipotdlamo y controlan aumentando o
disminuyendo, respectivamente la ingesta de alimentos. La produccién de estos neuropéptidos esta sujeta, entre
otros factores, a la accion de la leptina, una hormona secretada por el tejido adiposo. Cuando los niveles de leptina
son altos, se incrementa la produccién de POMC, mientras que cuando son bajos, se produce AgRP. Asakawa y col.
(2003) estudiaron el efecto de la leptina en la conducta de ratones ob/ob (carentes del gen encargado de producir
la leptina) y encontraron que estos ratones al ser sometidos al EPM mostraron un perfil ansiogénico, el cual fue
revertido con la administracién intraperitoneal de leptina, sugiriendo asi que esta hormona contribuye no sélo a
disminuir el peso corporal, sino a reducir los niveles de ansiedad en estos animales. Por otro lado, cuando la
expresion de los genes que codifican para el AgRP y el POMC fueron medidos en el cerebro ratones
hiperglucémicos, no-obesos (Ins2Akita) que también exhiben un perfil ansiogénico tanto en el EPM como en el
campo abierto, se encontré que los niveles del ARNm para el POMC estaban significativamente disminuidos,
mientras que los de la AgRP se encontraban aumentados [Asakawa et al., 2007]. Estas observaciones indican que
las vias AgRPérgicas y las POMCérgicas estan activadas e inhibidas en los individuos diabéticos, respectivamente.
Se ha sugerido por tanto que estos mecanismos pudieran ser blancos terapéuticos potenciales no sélo para el

tratamiento de la DM, sino para el de las complicaciones asociadas a ella [Asakawa et al., 2007].

= Sistema CCKérgico. La participacion de este sistema en la mediacién de ataques de panico en humanos y en la
manifestacién de conductas tipo ansiosas en modelos animales es ampliamente conocida [Hernandez-Gémez et
al, 2002; Pérez de la Mora et al,, 2007; 2008]. Ratas “diabéticas” tipo OLETF (Otsuka Long Evans Tokushima
Fatty, considerado un modelo de DM2 porque dichos animales presentan obesidad moderada, intolerancia a la
glucosa e hiperglucemia en su etapa adulta) carecen del receptor CCK-1 por una anormalidad genética. Estos
animales al ser sometidos a pruebas conductuales de ansiedad, como el EPM, la caja luz-obscuridad, el OFT y la
neofobia alimentaria muestran un perfil ansiogénico al ser comparadas con ratas control (LETO, Long-Evans
Tokushima Otsuka). Lo anterior apoya la participaciéon de estos receptores en los mecanismos neurobiolégicos

de la ansiedad en individuos diabéticos [Yamamoto, et al. 2000; Li, et al. 2002].

Sistema GABAérgico. Es bien sabido que la disfuncion GABAérgica es un factor importante en la patogénesis de
la ansiedad [Petty et al.,, 1993] y la depresion [Petty et al,, 1995] y que ésta esta relacionada con la acciéon de
algunos agentes ansioliticos, como las benzodiacepinas [Rodriguez y Contreras, 1998]. Los trabajos de
Ramanathan et al,, (1998) y Kamei et al. (2001), mostraron evidencias de que roedores “diabéticos” al ser
tratados con diazepam y sometidos a diversas pruebas conductuales de ansiedad, exhiben un efecto atenuado; es
decir, requerian de dosis mas altas del farmaco para observar el efecto ansiolitico que éste produce. Mas
recientemente Kamei y su grupo han sugerido que los ratones diabéticos pueden presentar una disfunciéon
GABAérgica asociada a una funcién anormal de los receptores a benzodiazepinas (GABA-A), alteracién que puede
ser en parte la causante del incremento de conductas tipo-ansiosas y/o tipo-depresivas en estos animales

[Miyata, et al. 2005].
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= Sistema Serotoninérgico. Es bien aceptada la participacion de este sistema en la neurobiologia de la depresion
y la ansiedad. Estudios de microdialisis realizados en el hipotdlamo ventromedial de ratas “diabéticas” han
revelado un incremento en los niveles extracelulares de este neurotransmisor [Ohtani et al., 1997], que pudieran
estar involucrados en estas patologias psiquidtricas. Mas recientemente Abraham y colaboradores (2010)
reportaron distintas alteraciones en el sistema serotoninérgico presente en las neuronas hipocampales de ratas
tratadas con STZ, tales como: una disminucién en el contenido de 5-HT acompafado de un incremento de sus
metabolitos (5HIAA) y su tasa de recambio (5HIAA/5-HT); una disminucién en los niveles de ARNm tanto de sus
receptores tipo 5-HT 24 , como de su transportador (5-HTT), y cambios en los parametros de Bmax y Kd para los
receptores 5-HT3a, que se encuentran disminuidos e incrementados, respectivamente. Por otro lado, al examinar
los efectos de inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (fluoxetina y fluvoxamina) en ratones tratados
con STZ y sometidos a una prueba conductual para estudiar la depresién (prueba de suspensién de la cola), se
observéd que estos farmacos producian un efecto anti-depresivo atenuado en los ratones diabéticos en
comparacién con los controles, lo que podria sugerir una alteraciéon de este mecanismo de neurotransmision en
los sujetos diabéticos [Kamei, et al. 2003]. Es interesante también que en ratas tratadas con STZ, el tratamiento
crénico con cromo picolinato (CrP) (micronutriente esencial para una éptima actividad insulinica y con
propiedades ansioliticas y anti-depresivas) tuvo un efecto ansiolitico al someter a estos animales en el EPM. Los
autores de este trabajo han sugerido que este resultado pudiera estar relacionado con los efectos que el CrP tiene
sobre la transmisiéon serotoninérgica, pues dicho compuesto incrementa los niveles de triptéfano libre

(precursor de la sintesis de serotonina) en el cerebro de las ratas [Khanam et al., 2007].

= Sistema Dopaminérgico. Entre las explicaciones que se han dado a las modificaciones emocionales y
conductuales presentes en los individuos diabéticos, una de las mas estudiadas ha sido la alteracion del
funcionamiento del sistema de neurotransmisién dopaminérgico. Estudios post mértem han demostrado que el
cerebro de pacientes diabéticos muestra un incremento en el contenido de DA en el hipotdlamo medial y en el
caudado putamen [Lackovic et al, 1990]. Usando ratas tratadas con STZ, Lim y col. (1994) reportaron una
disminucién del metabolismo dopaminérgico en el estriado en animales tratados con STZ; mientras que
Figlewics y col. (1996) demostraron una sobre-expresiéon del ARNm para la tirosina hidroxilasa (la enzima
limitante de la sintesis de DA) en el AVT del cerebro de roedores tratados de esta misma manera. Aunado a esto,
Shankar y col. (2007), usando el modelo de STZ, reportaron una disminucién del contenido de DA en regiones
tales como el hipotalamo y el tallo cerebral. Recientemente, Robinson y col. (2009), usando también el modelo de
DM inducida por STZ, reportaron que el metabolismo de DA, asi como la expresién del ARNm para sus receptores
tipo 1y 2, se encuentra incrementada en el hipocampo de las ratas que conforman el grupo experimental, en
comparacion con los animales control. Tales alteraciones han sido propuestas como responsables de las
deficiencias cognitivas y de memoria que se observan en los animales “diabéticos” [Robinson, et al., 2009].
Aunque todos los estudios mencionados en esta seccién apuntan a que los individuos diabéticos presentan

severas alteraciones en el sistema dopaminérgico en distintas regiones del cerebro, poco se conoce del papel que
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juega este sistema en la amigdala, una de las regiones que, como se sefialé antes, juega un papel preponderante
en la modulacién de la ansiedad. Los resultados del grupo de Hajnal (1997) sugieren sin embargo, que el sistema
dopaminérgico amigdalino posee un papel importante en la modulacién de la ansiedad y que es susceptible de
ser afectado en la DM. Mediante el empleo de técnicas de microdialisis, dichos investigadores demostraron que
los niveles de DA aumentaron en el CeA en respuesta al consumo de alimento y a la inyeccién intraperitoneal de
glucosa, en tanto que disminuyeron tras la administracién periférica de insulina. Es posible entonces que, dado
su papel ansiogénico en la modulacién amigdalina de la ansiedad, cambios en la liberaciéon de dopamina dentro
de esta region a consecuencia de la hiperglucemia caracteristica de la DM, sean capaces de producir o al menos

de influir en el aumento de ansiedad que se observa en la diabetes.
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2. JUSTIFICACION,
HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

JUSTIFICACION

Como se mencioné en la introduccién de este trabajo, tanto la ansiedad, como la diabetes y el sindrome
metabélico son enfermedades que causan un gran impacto en los asuntos de salud publica de nuestro pais, de ahi
la importancia de que tanto su naturaleza intrinseca, como la relacién existente entre ellas sean investigadas en
la actualidad. A pesar de que estas son entidades distintas, hoy conocemos que tanto en la clinica, como a nivel

experimental, existe una relacion entre ellas, cuya naturaleza no ha sido bien caracterizada.

La mayoria de los estudios en animales donde se ha estudiado la relacién diabetes-ansiedad han sido
realizados en roedores tratados con STZ, que modela la diabetes tipo 1, o en ratones modificados genéticamente
(transgénicos), que simulan algunas de las condiciones que se presentan en la diabetes mellitus tipo 2. A pesar de
su uso cada vez mds difundido, la utilidad de los modelos transgénicos puede cuestionarse en este tipo de
estudios, debido a que algunos de ellos pueden alterar la expresién de moléculas que tienen un efecto directo
sobre la conducta, como la leptina [Asakawa et al.,, 2003; Finger et al, 2010; Liu et al, 2010 y 2011]. Por lo
anterior, es de crucial relevancia estudiar los efectos de las alteraciones de la DM y el SM sobre la ansiedad en un
modelo animal que simule de una manera mas “fisiolégica” el progreso de los trastornos metabélicos que
ocurren en el desarrollo de estos padecimientos, como es el caso de los animales tratados con sacarosa al 20%,

utilizado en este trabajo.

Por otro lado, aunque el sistema de neurotransmisiéon dopaminérgico ha sido estudiado en distintas regiones
cerebrales (estriado, hipotdlamo, nucleo accumbens, area ventral tegmental, hipocampo, entre otras) en
animales tratados con STZ, aun no se conocen las alteraciones que se pudieran producir en el sistema
dopaminérgico en estructuras cerebrales que estan tan estrechamente involucradas con el procesamiento del
miedo y la ansiedad, como lo es la amigdala. Asi, el presente trabajo contribuird en profundizar en los
mecanismos dopaminérgicos intra-amigdalinos que pudieran estar participando en el incremento de ansiedad
presente en los individuos tratados con STZ. Ademas, el hecho de utilizar dos tipos de modelos animales de
trastornos metabolicos hiperglucemiantes (animales tratados con STZ vs. animales tratados con sacarosa al
20%), nos permitira conocer y comparar los efectos producidos por estos trastornos metabdlicos de una manera

mas detallada.
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Consideramos que de esta forma, podremos mejorar nuestra comprension acerca de las diferencias o
similitudes que existen en las alteraciones que estan involucradas en el incremento de los trastornos de ansiedad
en los enfermos que padecen DM y SM, conocimiento que podria repercutir posteriormente en un manejo clinico

mas adecuado en estos pacientes.

HIPOTESIS

a. Animales tratados con estreptozotocina (STZ)

Considerando que la corteza cerebral ejerce un férreo control inhibitorio sobre la actividad de 1a amigdala que
le impide generar respuestas ansiosas y que este es removido o al menos amortiguado merced a la actividad de
los receptores D1 intra-amigdalinos, es posible sugerir que en la diabetes este mecanismo se encuentra
exacerbado y, que de esta manera, se facilita la apariciéon de conductas de miedo y ansiedad en los individuos
“diabéticos”. Como consecuencia de lo anterior se podria hipotetizar que, de existir un estado exacerbado del
sistema dopaminérgico dentro de la amigdala de los animales diabéticos, el bloqueo de sus los receptores D1

intra-amigdalinos les provocara una disminucién en sus niveles de ansiedad.

b. Animales sometidos a una dieta hipercalérica (solucién de sacarosa al 20%)

Considerando que tanto en los animales tratados con STZ, como en modelos transgénicos de DM y/o SM se ha
observado un perfil ansiogénico y que en animales sometidos a una dieta rica en grasas también se ha observado
un incremento de ansiedad, se puede hipotetizar que los animales sometidos a una alimentacién hipercaldrica
(ingestion de sacarosa al 20% por 6 meses) mostraran también un aumento en sus niveles basales de ansiedad

en los distintos paradigmas conductuales que se van a utilizar.

OBJETIVOS

a. Modelo animal de diabetes (animales tratados con estreptozotocina)

El objetivo principal con este modelo animal de diabetes utilizado en este trabajo es examinar si

alteraciones en el sistema dopaminérgico intra-amigdalino subyacen el aumento en la ansiedad que se

observa en la DM.




Objetivos particulares

1. Establecer las condiciones experimentales adecuadas para estudiar la relacion DM-ansiedad,
haciendo uso del modelo de diabetes inducida por estreptozotocina (STZ).

2. Confirmar si la diabetes inducida por STZ en ratas Wistar macho produce una conducta ansiosa en
distintos paradigmas de ansiedad no-condicionados: el laberinto elevado en forma de “+”, el campo
abierto y el enterramiento defensivo.

3. Determinar si el estado hiper-ansioso que se observa en la diabetes es bloqueado o al menos
disminuido tras el bloqueo de los receptores dopaminérgicos D1.

4. Relacionar los posibles cambios en el sistema dopaminérgico con el estado conductual de los

animales.

b. Modelo animal de Sindrome Metabélico (animales sometidos a una dieta hipercaldrica,

i.e., solucion de sacarosa al 20%)

El objetivo principal utilizando este modelo animal de SM estudiado en este trabajo es examinar si existen
alteraciones conductuales asociadas al estado metabdlico que los animales presentan por la ingestién de una

solucion de sacarosa al 20% de manera cronica

Objetivos particulares

1. Establecer las condiciones experimentales adecuadas para estudiar la relacién SM-ansiedad,
haciendo uso del modelo de ingestiéon de la dieta hipercalérica (solucién de sacarosa al 20% por 6
meses).

2. Confirmar si la ingestiéon de una solucién de sacarosa al 20% por 6 meses en ratas Wistar macho
produce una conducta ansiosa en distintos paradigmas de ansiedad no-condicionados: el laberinto

elevado en forma de “+”, el campo abierto y el enterramiento defensivo.

3. Relacionar los posibles cambios conductuales con el estado metabdlico que los animales presentan.



Ratas Wistar, macho de 240-250g fueron inyectadas intra-peritonealmente con estreptozotocina (Sigma
Aldrich) usando una dosis total de 100 mg/kg (dividida en dos inyecciones de 50 mg/kg, realizadas en dos
dias consecutivos), como se ha descrito previamente [Vilchis y Salceda, 1996]. Los controles fueron
inyectados con el vehiculo exclusivamente (buffer de citratos 90 mM, pH 4.8). Los animales fueron sometidos

a las pruebas conductuales 10 dias posteriores a la primera inyeccién.

Inyeccion de
estreptozotocina

c Pruebas
100 mg/kg, i.p. conductuales
Habituacion
1 i l ] ] ] ] ] |
| 1 1 1 1 1 I ' ! !
1 2 3 4 5 8 7 8 9 10

A ratas Wistar macho de 250 g se les dio a beber una solucién de sacarosa al 20% durante 6 meses, mientras
que a los controles se les dio a beber unicamente agua de acuerdo a Velasco et al., 2012. Los animales

sometidos a este tratamiento fueron probados conductualmente después de 6 meses de haberlo iniciado.

M

1

Habituacion y
Pruebas conductuales
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5 minutos
brazos abiertos 50x10 cm; brazos
cerrados 50x10x40 cm; plataforma central 10x10cm; altura del piso:
50 cm.
2.3-2.5 lux
no.de entradas y tiempo de
permanencia en los brazos abiertos del labertinto.
no. total de entradas a los

brazos abiertos y cerrados del laberinto

5 minutos
arena central: 50 x 50 cm; paredes 30 cm.
175 lux
tiempo de permanencia en los
cuadros centrales de la arena y tiempo de congelamiento.
locomocién horizontal (no. de
veces que el animal cruza los cuadros de la arena) y locomocion

vertical (no. de levantamientos en las patas traseras)

10 minutos
caja de 27x16x23 cm; electrodo de 7cm
longitud x 0.5 didmetro
0.4 mA
2.3-2.5 lux
tiempo de latencia (tiempo que
pasa entre el primer choque y la primer conducta de enterramiento),

tiempo total de enterramiento y no. total de choques recibidos.

si se quiere consultar con detalle las caracteristicas de las pruebas conductuales utilizadas en esta

parte del proyecto, ir al anexo 2.




Control Buffer citrates
SIT Estreptozotocing
100 mg/kg

SZT+5CH23390 Estreptozotocina
100 mg/kg

Solucion Salina
Fisiologica
250 nL

Solucion Salina
Fisiologica
250nl
SCH23390

100 ng/lado
250nL

Sacrificio y extraccion
de cerebros

Cortes coronales

(Amigdala)
=g B
Evaluacion
] “off line” de las
¥ Analisis pruebas
i) histologico conductuales

Analisis
estadistico

si se quiere consultar con detalle las caracteristicas de la metodologia empleada para esta parte del

proyecto, ir al anexo 3.

Los resultados obtenidos se evaluaron haciendo uso del paquete de cémputo GraphPad Prism versién 5. Se

llevaron a cabo pruebas de t de Student, no pareadas, de dos colas cuando se compararon dos grupos

experimentales distintos mientras que para comparar tres, se realizaron pruebas de ANOVA de una via con

analisis posthoc de Tukey. Se determiné una significancia estadistica con valores de p<0.05.
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4. RESULTADOS

EVALUACIONES CONDUCTUALES

A) ANIMALES TRATADOS CON ESTREPTOZOTOCINA

A1. Efecto del tratamiento con estreptozotocina sobre la glucemia, el peso corporal y el consumo de

aguay alimento

Como lo muestra la tabla A1, los animales tratados con STZ y probados 10 dias después de haberse
iniciado el tratamiento presentaron sintomas similares a los de la condicién diabética del humano, tales como
una disminucion del peso corporal, un incremento en la ingesta de agua (polidipsia) y alimento (polifagia), asi
como en el nimero de micciones (poliuria, no cuantificado). También se registré un aumento de casi 5 veces

en los niveles de glucosa sanguinea (hiperglucemia) con respecto a los animales del grupo control.

TABLA A1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ESTREPTOZOTOCINA SOBRE EL PESO CORPORAL,
NIVELES DE GLUCOSA EN SANGRE Y EL CONSUMO DE AGUA Y ALIMENTO

PARAMETRO VEHICULO  STZ (100 mg/kg)
GLUCOSA® (mg/dL) 130+4.5 530+ 14%**
PESO (g) 320+6.4 240+5.5%**
n=22 n=22
CONSUMO DE AGUA (ml) 41+0.98 100+11%**
CONSUMO DE ALIMENTO (g) 21+0.54 26+1.9*
n=9 n=9

Promedio + ESM; t-Student no pareada, dos colas; * p<0.05, *** p<0.0001 (Vehiculo VS. STZ);

A2. Efecto del tratamiento con estreptozotocina sobre la conducta de la rata en el laberinto elevado

en forma de “+” (EPM, por sus siglas en inglés elevated-plus maze)

Como puede verse en la tabla A2, al evaluarse la exploracion de los animales en el EPM se encontré que las
ratas tratadas con STZ al compararse con sus controles, mostraron un aumento significativo tanto en el
numero de visitas a sus brazos abiertos, como en el tiempo que estos animales permanecian en ellos. Dicho
efecto, no fue provocado por una alteracion en la locomocién de los animales, dado que no se observaron
cambios significantes en el nimero total de entradas a ambos brazos (abiertos+cerrados) del laberinto (Tabla

A2).
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TABLA A2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ESTREPTOZOTOCINA SOBRE LA CONDUCTA DE LA RATA
EN EL LABERINTO ELEVADO EN FORMA DE “+”

PARAMETRO

TIEMPO EN BRAZOS ABIERTOS (s) 19+3.2 41£6.7**

% ENTRADAS A BRAZOS ABIERTOS 5.9+0.9 10+1.3*

NO. ENTRADAS TOTALES 30+2.1 28+2.1
n=22 n=22

Promedio + ESM; t-Student no pareada, dos colas; * p<0.05, ** p<0.005 (Vehiculo VS.STZ).

A3. Efecto del tratamiento con estreptozotocina sobre la conducta de la rata en la prueba de campo

abierto (OFT por sus siglas en inglés, Open Field Test)

Los animales tratados con STZ y que fueron probados en el OFT mostraron una disminucion significativa
en el tiempo de permanencia en los cuadros centrales vs. los cuadros periféricos de la arena. Asimismo, se
observé un incremento estadisticamente significativo en la duracién de la conducta de congelamiento en

comparacion con los animales que fueron inyectados inicamente con el vehiculo (Tabla A3).

TABLA A3. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ESTREPTOZOTOCINA SOBRE LA CONDUCTA DE LA
RATA EN LA PRUEBA DE CAMPO ABIERTO

PARAMETRO \ VEHICULO  STZ (100 mg/kg)

TIEMPO EN CUADROS CENTRALES (s) 18+3.4 5.9+1.2%+*

TIEMPO EN CONGELAMIENTO (s) 7.5+1.7 5247 8%+*
n=22 n=22

Promedio + ESM; t-Student no pareada, dos colas; * p<0.05, ** p<0.005 y *** p<0.0001 (Vehiculo VS. STZ).

A4. Efecto del tratamiento con estreptozotocina sobre la locomocién medida en el campo abierto

La locomocién de los animales tratados con STZ medida en el OFT abierto mostré una disminucién
significativa tanto en su componente vertical (levantamientos en sus patas traseras), como en el horizontal
(el nimero de veces que el animal cruza los cuadros en la superficie del campo abierto) cuando esta fue

comparada con la exhibida por sus controles respectivos (Tabla A4).
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TABLA A4. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ESTREPTOZOTOCINA SOBRE LA LOCOMOCION DE LAS
RATAS MEDIDA EN EL CAMPO ABIERTO

PARAMETRO VEHICULO  STZ (100 mg/kg)

LOCOMOCION HORIZONTAL 340+15 20041 3%+

LOCOMOCION VERTICAL 27+3.1 13+1.9%**
n=22 n=22

Promedio + ESM; t-Student no pareada, dos colas; *** p<0.0001 (Vehiculo VS. STZ).

A5. Efecto del tratamiento con estreptozotocina sobre la conducta de la rata en la prueba del

enterramiento defensivo

A diferencia de las ratas control, el tratamiento con STZ, a pesar de que no tuvo efectos en la conducta de
enterramiento, produjo un aumento significativo en el tiempo que los animales pasaron cogelados/inméviles
en esta prueba; sin modificarse estadisticamente ni la latencia, ni el tiempo total de enterramiento. Tampoco
se registraron cambios entre los grupos experimentales en el nimero de choques recibidos durante la prueba

(Tabla A5).

TABLA A5. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ESTREPTOZOTOCINA SOBRE LA CONDUCTA DE LA RATA
EN LA PRUEBA DEL ENTERRAMIENTO DEFENSIVO

PARAMETRO \ VEHICULO  STZ (100 mg/kg)
NO. CHOQUES 7+1 8x1
TIEMPO DE LATENCIA (s) 58+7.8 109433
TIEMPO DE ENTERRAMIENTO (s) 2748.5 35+9.3
TIEMPO DE CONGELAMIENTO (s) 37+11 97+17%*
n=24 n=24

Promedio + ESM; t-Student no pareada, dos colas; ** p<0.005; t tendencia estadisticamente significativa (Vehiculo VS. STZ).
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INYECCION INTRA-AMIGDALINA DEL ANTAGONISTA DOPAMINERGICO SCH23390 EN ANIMALES
TRATADOS CON ESTREPTOZOTOCINA

A. ANALISIS HISTOLOGICO

Con el objetivo de localizar el sitio de la implantacién de las canulas, se realizaron mediante un criostato
secciones coronales de 50 um en cada uno de los cerebros de los animales estudiados. Sélo los animales en

los que ambas canulas estuvieron localizadas en la amigdala, fueron incluidos en el analisis.

Como se observa en la Figura 7 de esta seccion, la mayor parte de las canulas se encontraron entre el
bregma -2.3 y -3.3 mm del Atlas Estereotaxico de Paxinos y Watson; encontrandose solo algunas de ellas en
niveles mas anteriores. No se encontraron sin embargo canulas implantadas en posiciones anteriores a -
1.8mm del bregma, ni posteriores a -3.30mm del mismo asi como en las regiones corticales amigdalinas
(Fig.7). Como se puede ver en dicha figura, la mayoria de las canulas se localizaron bilateralmente sobre los

nucleos central y basolateral de la amigdala.

B. ANALISIS CONDUCTUAL

Como se mencion6 en la secciéon “A5” de los resultados, los animales tratados con STZ y probados en la
prueba de enterramiento defensivo 10 dias posteriores al inicio del tratamiento, mostraron un incremento
significativo en el tiempo que pasaron inméviles 6 congelados en esta prueba, cuando fueron comparados con
los animales inyectados con el vehiculo Unicamente. En contraste, la inyeccién intra-amigdalina del
SCH23390 (antagonista dopaminérgico selectivo para los receptores tipo D1) en los animales tratados con
STZ produjo una disminucién significativa en el tiempo que dichos animales mostraron una conducta de
congelamiento, al compararse con ratas que fueron inyectadas con solucidn salina como control (Fig. 8). Los
demds pardmetros cuantificados en esta prueba, como son la latencia al enterramiento, el tiempo total de
enterramiento y el no. de choques permanecieron sin cambios estadisticamente significativos entre los

grupos estudiados (Figuras 24, 2By 2C).

La locomocidn, como se puede observar en la Figura 9, no mostré asimismo cambios significativos entre
los distintos grupos estudiados, en su componente horizontal (no. total de cruces en los cuadros del campo

abierto) medida en la prueba de campo abierto.
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Figura 7. Representacion esquematica en la que se muestra el sitio de implantacion de las canulas intra-

amigdalinas bilaterales colocadas en animales tratados con estreptozotocina o inyectados con el vehiculo.

Las secciones de la amigdala fueron tomadas del atlas estereotdxico de Paxinos y Watson (1998) a los niveles del
Bregma sefialados en la figura. Circulos azules: Control (Vehiculo+Solucién salina, n=23); Circulos rojos:
STZ+Solucidén Salina (n=18); . Abreviaturas: BLA: nucleo basolateral
amigdalino; BMA: nucleo basomedial amigdalino; CeC: nicleo central amigdalino (division lateral-capsular); CeM:
nucleo central (division medial); Cpu: caudado putamen; CxA: zona de transiciéon amigdalo-cortical; Den: ntcleo
endopiriforme dorsal; LaDL: ndcleo dorsolateral amigdalino, dorsolateral; MeAD: nicleo mediodorsal amigdalino;
SI: sustancia innominata; Ven: nticleo endopiriforme ventral.
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Figura 8. Parametros conductuales medidos en la prueba de enterramiento defensivo

Ratas Wistar macho fueron sometidas a cirugia para implantar canulas intra-amigdalinas bilaterales; posteriormente, se
inyectaron intraperitonealmente con vehiculo o estreptozotocina. Antes de ser evaluadas en la prueba de enterramiento
defensivo (10 dias posteriores a la inyeccién i.p.), se inyecté solucién salina fisiolégica o el antagonista dopaminérgico
SCH23390 a través de las canulas. Las graficas representan la media+ESM de los valores medidos: A) Latencia al enterramiento,
B) no. total de choques recibidos durante la prueba C) tiempo total que el animal pasé realizando conducta de enterramiento y
D) tiempo total en que el animal pas6 realizando conducta de congelamiento. Se realiz6é una prueba de ANOVA de una via, con
analisis post-hoc de Tukey y se consideraron diferencias estadisticamente significativas con valores de p<0.05. Los ntimeros
encima de las barras indican el tamafio de la muestra en cada uno de los grupos experimentales.

LOCOMOCION HORIZONTAL
300+

n=23

NOQ. EVENTOS

Figura 9. Actividad locomotora medida en la prueba de campo abierto

Ratas Wistar macho fueron tratadas como se describe en la Fig. 8. La actividad locomotora fue medida inmediatamente desptes
de la prueba de enterramiento defensivo. La grafica de barras representa la media+ESM de los valores de locomocién
horizontal (no. total de cruces en los cuadros del campo abierto). Se realizé una prueba de ANOVA de una via, con anélisis post-
hoc de Tukey y se consideraron diferencias estadisticamente significativas con valores de p<0.05; los nimeros encima de las
barras indican el tamafio de la muestra en cada uno de los grupos experimentales.
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B) ANIMALES SOMETIDOS A UNA ALIMENTACION HIPERCALORICA (SOLUCION DE SACAROSA AL 20%)

B1. Efecto de la alimentacion hipercaldrica sobre la glucemia y otros paramétros metabdlicos

En la Tabla B1 se muestran los pardmetros metabolicos obtenidos en ratas alimentadas durante seis meses
con una dieta hipercalérica a base de sacarosa al 20 %, y que fueron utilizadas en este estudio. Cabe sefialar
que bajo esta manipulaciéon dietética los animales desarrollaron desde los dos meses de haber iniciado la
ingesta de la soluciéon de sacarosa: sobrepeso, incremento del indice de masa corporal (IMC), obesidad
central, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hipertensién (datos no mostrados). Al final del tratamiento

(6 meses), aparte de lo anterior, se afiadio6 la presencia de una hiperglucemia moderada (Tabla B1).

TABLA B1. EFECTO DE LA ALIMENTACION HIPERCALORICA SOBRE EL PESO, CONCENTRACION
SANGUINEA DE GLUCOSA, CONSUMO DE AGUA Y ALIMENTO Y OTROS PARAMETROS METABOLICOS

. TAMANO DE LA
PARAMETRO CONTROL  SACAROSA 20% MUESTRA
GLUCOSA? (mg/dL) 19011 240+21* 40
PESO (g) 560+12 680+19%** 70
LONGITUD (cm) 27.3+0.2 27.4+0.2 70
INDICE DE MASA CORPORAL (Kg/m)? 4.120.2 6.3+0.2%%* 70
CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL (cm) 22.440.4 25.140.4%%* 70
GRASA ABDOMINAL? (g) 5.4+0.7 17.3£0.7%** 70
PRESION ARTERIALP (mmHg) 124.9+2.6 134.3+3.9* 20
FRECUENCIA CARDIACAY (latidos/min.) 340.7+9.8 362.449.6 20
TRIGLICERIDOS? (mg/dL) 4346 7 4+£Q¥*x 40
INSULINA? (mg/dL) 4.5%0.4 8.4+0.8%** 40
LEPTINAC 5685+733 25300+£3274%** 32
RESISTINA® 13+0.6 2841 .4%** 32
CONSUMO DE AGUA (ml) 55+2.4 96+3.5%** 20
CONSUMO DE ALIMENTO (g) 24+1.1 7.7+0.45%** 20

Promedio + ESM; t-Student no pareada, dos colas; * p<0.05, *** p<0.0001 (Control VS. Sacarosa 20%);
aDatos obtenidos en el grupo de la Dra. Hiriart (Instituto de Fisiologia Celular, UNAM).
bDatos obtenidos en el grupo del Dr. Hong (Depto. De Farmacobiologia, CINVESTAV SUR).
¢Datos obtenidos en el grupo del Dr. Guillermo Robles (Facultad de Medicina, UNAM).
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La presencia de los trastosrnos metaboélicos mencionados con anterioridad sugiere de acuerdo a Velasco y
colaboradores (2012) el desarrollo de un sindrome metabdlico en estos animales, acompafiado muy

probablemente de un estado “pre-diabético”, similar al que se observa en los pacientes con DM tipo 2.

De acuerdo a la Tabla B1, podemos observar que los niveles plasmaticos de las hormonas derivadas del
tejido adiposo: leptina y resistina se encuentran también significativamente aumentadas en los animales
tratados con sacarosa. Fue también posible observar que los animales sometidos al tratamiento con sacarosa
durante 6 meses disminuyeron de manera significante el consumo de alimento, mientras que el consumo de

agua se increment6 al compararse con sus respectivos controles.

B2. Efecto de la alimentacion hipercalérica sobre la conducta de la rata en la prueba de laberinto

elevado en forma de “+” (EPM)

Los animales alimentados con una solucién de sacarosa por 6 meses y sometidos a la exploracion del EPM,
no mostraron cambios estadisticamente significativos en ninguno de los parametros medidos en este
paradigma conductual. Asi, ni el nimero de visitas a los brazos abiertos, ni el tiempo que los animales
permanecieron en ellos fue modificado (Tabla B2) en el grupo experimental al compararse con el control.
Tampoco se observaron cambios significativos en el nimero de entradas totales a los brazos abiertos y
cerrados del laberinto (Tabla B2). Cabe hacer mencidn, que para que los animales pudieran moverse
libremente en el laberinto éste tuvo que tener dimensiones especiales, (13 cm. de ancho) dado que con las
medidas convencionales (10 cm. de ancho) los animales se quedaban “atorados” en los brazos cerrados del

laberinto a causa de su obesidad (datos no mostrados).

TABLA B2. EFECTO DE LA ALIMENTACION HIPERCALORICA SOBRE LA CONDUCTA DE LA RATA EN EL
LABERINTO ELEVADO EN FORMA DE “+”

PARAMETRO ‘ CONTROL SACAROSA 20%

TIEMPO EN BRAZOS ABIERTOS (s) 15+3.2 7.2+43.1

% ENTRADAS A BRAZOS ABIERTOS 6.2+1.3 3.0£1.4

NO. ENTRADAS TOTALES 26+2.1 23+2.0
n=27 n=24

Promedio + ESM; t-Student no pareada, dos colas (Control vs. Sacarosa 20%).
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B3. Analisis de la conducta de la rata sometida a una alimentacion hipercalérica en el laberinto

elevado en forma de “+”

Como puede observarse en la Tabla B3, las ratas sometidas a la alimentacién hipercaldrica mostraron en
el EPM una menor exploracién del laberinto, en comparacién con los animales del grupo control. Ademas, el
nimero de animales que explor6 el segundo y el tercer cuadrante de los brazos abiertos de este dispositivo
fue menor en el grupo experimental que en el grupo control. Estos datos, en conjunto con los mostrados en
la tabla B2, dejan ver que los animales que recibieron una alimentacién hipercalérica exhiben una tendencia
a disminuir el tiempo y nimero de entradas a los brazos abiertos del laberinto en comparacién con los

controles.

TABLA B3. ANALISIS CUALITATIVO DE LA CONDUCTA DE LA RATA SOMETIDA A UNA ALIMENTACION
HIPERCALORICA EN EL LABERINTO ELEVADO EN FORMA DE “+”

CONTROL SACAROSA 20%

PARAMETRO n=27 n=24

No. de animales que exploraron los 15 (55.6%) 7 (29.2%)
brazos abiertos del EPM
No. de animales que entraron al primer 15 (55.6%) 7 (29.2%)
cuadrante de los brazos abiertos del
EPM

No. de animales que entraron al 14 (51.9%) 6 (25%)
segundo cuadrante de los brazos
abiertos del EPM

No. de animales que entraron al tercer 7 (25.9%) 2 (8.3%)
cuadrante de los brazos abiertos del
EPM

Nota: El analisis cualitativo se llev6 a cabo basandonos en la disposicion de los brazos del EPM de acuerdo al

siguiente diagrama:

Erazos
ablertos

Cuadro Brazos
central cerrados
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B4. Efecto de la alimentaciéon hipercaldrica sobre la conducta de la rata en la prueba de campo

abierto.

Como puede observarse en la Tabla B4, las ratas sometidas a una dieta hipercalérica durante 6 meses
permanecieron significativamente por mas tiempo en un estado de congelacién que las ratas mantenidas bajo
un régimen calorico estandar. Aunado a este efecto, el tiempo de exploracién de los cuadrantes centrales vs.
los cuadrantes periféricos del dispositivo usado en esta prueba fue significativamente menor en las ratas
tratadas en comparacién con sus controles. Cabe mencionar que dicho efecto, fue dependiente del tiempo que
recibieron los animales la sacarosa, pues no se observé cambio alguno sobre estos parametros a los 2y 3

meses del tratamiento (datos no mostrados).

TABLA B4. EFECTO DE LA ALIMENTACION HIPERCALORICA SOBRE LA CONDUCTA DE LA RATA EN LA
PRUEBA DE CAMPO ABIERTO

PARAMETRO CONTROL SACAROSA 20%

TIEMPO EN CUADROS CENTRALES (s) 38+7.5 16+3.0%*

TIEMPO EN CONGELAMIENTO (s) 39+7.4 66+6.5*
n=25 n=25

Promedio + ESM; t-Student no pareada, dos colas; * p<0.05, ** p<0.005 y *** p<0.0001 (Control VS. Sacarosa 20%).

B5. Efecto de la alimentacion hipercaldrica sobre la locomocion medida en el campo abierto

La locomocidn de las ratas tratadas con }a una solucion de sacarosa al 20% medida en el campo abierto, no
mostré ningun cambio estadisticamente significante en ninguno de sus componentes (horizontal y vertical)

en comparacion con sus respectivos controles (Tabla B5).

TABLA B5. EFECTO DE LA ALIMENTACION HIPERCALORICA SOBRE LA LOCOMOCION DE LAS RATAS
MEDIDA EN EL CAMPO ABIERTO

PARAMETRO CONTROL SACAROSA 20%

LOCOMOCION HORIZONTAL 590+31 510462

LOCOMOCION VERTICAL 160+21 120+22
n=25 n=25

Promedio + ESM; t-Student no pareada, dos colas; *** p<0.0001 (Control VS. Sacarosa 20%).
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B6. Efecto de la alimentacion hipercaldrica sobre la conducta de la rata en la prueba del

enterramiento defensivo

En la prueba de enterramiento defensivo los animales tratados con la soluciéon de sacarosa mostraron un
incremento en el tiempo total de enterramiento, en comparacién a los animales que ingirieron una dieta
estandar. No se observaron, sin embargo, cambios estadisticamente significantes en la latencia al
enterramiento, el tiempo de congelamiento, ni en el nimero total de choques recibidos entre los grupos

experimentales (Tabla B6).

TABLA B6. EFECTO DE LA ALIMENTACION HIPERCALORICA SOBRE LA CONDUCTA DE LA RATAEN LA
PRUEBA DEL ENTERRAMIENTO DEFENSIVO

PARAMETRO ‘ CONTROL SACAROSA 20%

NO. CHOQUES 6.9£0.9 9.3+1.1
TIEMPO DE LATENCIA (s) 59+11 47+7.2
TIEMPO DE ENTERRAMIENTO (s) 56+8.6 93+15*
TIEMPO DE CONGELAMIENTO (s) 17+6 36+9.4
n=20 n=20

Promedio + ESM; t-Student no pareada, dos colas; * p<0.05 (Control VS. Sacarosa 20%).




5. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo, utilizando paradigmas experimentales que modelan en ratas signos
compatibles tanto de ansiedad como de trastornos metabdlicos (diabetes y/o sindrome metabélico), sugieren que
podria existir, como ha sido reportado por otros grupos de investigaciéon [Ramanathan et al., 1998; Yamamoto et
al., 2000; Kamei et al., 2001; Li et al., 2002; Asakawa et al., 2007], una relacion entre ambos trastornos. Dicha
relacion parece, sin embargo, depender de las caracteristicas de los modelos empleados. Los paradigmas
experimentales de diabetes y de sindrome metabdlico utilizados en este trabajo incluyeron la destruccién de las
células B de los islotes pancreaticos con estreptozotocina (STZ) y la administracién crénica de una solucién
hipercalérica de sacarosa. Los niveles de ansiedad en los animales se midieron en todos los casos usando el EPM

“«,n

en forma de “+” (EPM), el campo abierto (OFT) y el enterramiento defensivo.

- ANIMALES TRATADOS CON ESTREPTOZOTOCINA

El modelo de diabetes inducida por STZ ha sido extensamente usado en la literatura como un modelo animal de
diabetes mellitus tipo 1 (DM1), debido a que este compuesto tiene la capacidad de destruir las células 3
pancredticas [Junod et al., 1969; Szkudelski et al.,, 2001], generando una condicién de hiperglucemia severa en los
sujetos experimentales. De acuerdo con esto, nuestros resultados muestran que existe un incremento en los
niveles de aztcar en la sangre de los animales tratados, asi como de una pérdida de peso, polidipsia, polifagia y
poliuria, indicando que las ratas utilizadas en nuestros experimentos presentaban, como lo reportado por otros
autores [Bellush et al., 1994; Barber et al,, 2003; Johren et al., 2006] alteraciones similares a las presentes en la

DM1 del humano.

Es importante mencionar que el transportador GLUT-2 de glucosa, a través del cual se introduce la STZ al
interior de las células B pancreaticas, no se expresa en la barrera hematoencefalica [Kumagai et al., 1999],
excluyendo la posibilidad de que los efectos de la STZ hayan sido consecuencia de efectos directos en el cerebro y

sugieren que estos son secundarios a la condicién hiperglucémica producida por su administracién:

Usando este modelo experimental los resultados obtenidos en la prueba de OFT (disminucidn en el tiempo de
exploracion de los cuadros centrales, asi como un incremento en el tiempo que el animal permanece congelado)
nos permiten sugerir, como ha sido reportado por otros autores [Thorré et al., 1997; Ramanathan et al.,, 1998;
Kamei et al.,, 2001], que nuestros animales presentaban un incremento en los niveles de ansiedad, a consecuencia
de la condiciéon hiperglucémica producida por el tratamiento con STZ. En vista de lo anterior, no resulta
sorprendente que en la prueba de enterramiento defensivo, se haya podido observar un incremento significativo
en el tiempo que los animales pasaron congelados en comparacién con el grupo inyectado inicamente con el

vehiculo.
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En relaciéon con lo anterior, cabe sefialar, que la prueba de enterramiento defensivo es un paradigma de
ansiedad que permite observar dos tipos de estrategias de confrontacién ante el estimulo ansiogénico que dicha
prueba explota (un choque eléctrico proporcionado por un electrodo electrificado): una estrategia activa
(conductas de enterramiento) y una estrategia pasiva (conductas evasivas, como el congelamiento) [De Boer y
Koolhaas, 2003]. Basado en lo anterior, podemos sugerir que el congelamiento de los animales observado tanto
en la prueba de campo abierto, como en la de enterramiento defensivo, representan estrategias pasivas de
enfrentamiento ante los estimulos ansiogénicos que emplean estos paradigmas de ansiedad. Nuestros resultados
estan de acuerdo con reportes previos en los que ratas tratadas con STZ también exhiben conductas pasivas,
como son: la evasién de la exploracién de los brazos abiertos en el EPM [Thorré et al,, 1997; Ramanathan et al,,
1998; Jung et al,, 2010], la reduccidn en la exploracién de los cuadros centrales del OFT [Ramanathan et al., 1998]
o en el numero de veces que el animal asoma la cabeza en la prueba del campo abierto con agujeros (“hole-
board”) [Kamei et al., 2001]. La conducta pasiva exhibida por los animales estudiados en nuestros experimentos
puede estar relacionada con el estado fisico tan deteriorado que estos presentan tras de sufrir por 10 dias los
efectos del tratamiento con la STZ y que se manifiestan por una importante pérdida de peso corporal, asi como
por la disminuciéon de su locomocién. Es posible que estas conductas pasivas representen un mecanismo de
ahorro de energia para afrontar las condiciones adversas a las que son sometidos durante su exposicién a las
pruebas conductuales. La posibilidad de que el incremento en la conducta de congelamiento observado en
nuestros experimentos se deba a efectos inespecificos ligados al tratamiento con STZ es poco probable, pues es

prevenida completamente tras la administracién intra-amigdalina del SCH23390, como se discutira mas adelante.

Por otro lado, los resultados obtenidos en el EPM fueron sorprendentes, puesto que muestran un claro
incremento tanto en el nimero de entradas, como en el tiempo de permanencia en los brazos abiertos del
laberinto, que sugiere un perfil ansiolitico en estos animales. Estos resultados contrastan no sélo con los
obtenidos en nuestro estudio en las otras pruebas conductuales realizadas (campo abierto y enterramiento
defensivo), sino también con lo reportado por otros autores, como Ramanathan et al. (1998) y Jung et al. (2010),
que utilizando el EPM, encontraron un perfil ansiogénico en roedores hechos diabéticos por la administraciéon de

STZ.

Las diferencias entre los resultados de estos grupos de investigacion y las nuestras son poco claras, pero
podrian deberse a las distintas especies y cepas empleadas, puesto que en el trabajo de Jung et al. se utilizaron
ratones y en el trabajo de Ramanathan ratas Charles Foster, mientras que en este estudio se usaron ratas Wistar y
se ha reportado que cepas de roedores genéticamente distintas muestran diferentes niveles de ansiedad en este
modelo conductual [Ramos et al., 1997]. Es también importante afiadir, que dado que la variabilidad experimental
inherente al uso de modelos animales de ansiedad no condicionados es grande, el trabajo de Ramanathan et al.
debe ser tomado con cautela, pues en él existe una mayor incertidumbre experimental que en el nuestro, debido a
que la muestra de animales utilizada por ellos fue muy pequefia (n=7) en comparaciéon con la que nosotros

usamos (n=24), ademas de que dicho investigador utiliza indistintamente animales de ambos sexos (machos y
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hembras). Otra de las explicaciones que podriamos plantear para las diferencias observadas por los otros grupos
de investigacidn y el nuestro, radican en el protocolo del estudio y el impacto que éste tiene sobre la induccién de
la sed en los animales experimentales. Por ejemplo, en el trabajo de Ramanathan et al., se utiliza una dosis de STZ
de 50 mg/kg, mientras que en este estudio fue de 100 mg/kg en dos dosis consecutivas de 50 mg/kg. Aunado a
esto, en el trabajo publicado por Ramanathan y col. se evalu6 a los animales 3 dias después de la administraciéon
de STZ, mientras que en nuestro estudio los evaluamos 10 dias posteriores a dicho procedimiento. Esta diferencia
metodolégica puede ser de gran importancia, pues a los 10 dias posteriores al tratamiento con STZ, las ratas
diabéticas muestran una severa condicion de sed (polidipsia), la cual no se presenta en tiempos previos (3 6 5
dias, ver en Rebolledo-Solleiro et al., 2013). A este respecto, resultados obtenidos en nuestro laboratorio
arrojaron evidencias de que cuando los animales “diabéticos” son manipulados bajo nuestras condiciones
experimentales, beben la misma cantidad de agua durante 10 minutos que animales que han sido restringidos del
vital liquido durante 48 y 72 horas, mientras que el consumo de los animales evaluados 5 dias posteriores al
tratamiento con STZ es comparable con el de animales que no han sido privados de agua y, por lo tanto no

presentan dicha condicidén polidipsica [Rebolledo-Solleiro et al., 2013].

Es importante también mencionar que las observaciones realizadas en nuestro grupo relacionadas con la sed y
la conducta tipo ansiosa en el EPM mencionadas con anterioridad, concuerdan con el perfil ansiolitico observado
por Mc Blane y Handley (1994) que reportan un incremento en el tiempo y nimero de entradas a los brazos
abiertos del EPM cuando los animales son privados de agua por 24 6 48 horas. Por lo anterior, es posible sugerir
que el perfil ansiolitico observado en nuestros experimentos, podria estar relacionado con la blisqueda de agua en
dichos brazos, tomando en cuenta la invisibilidad de ellos desde el interior de los brazos cerrados y el severo
estado de polidipsia que presentan estos animales al momento de la prueba, como consecuencia de su
hiperglucemia. La diferencia de efectos sobre la locomocién registrada en nuestros experimentos entre el
laberinto (falta de efecto) y el OFT (disminucién), en donde no existen barreras visuales, sugiere esta posible

explicacion [Rebolledo-Solleiro et al., 2013].

Tomando en cuenta los aspectos mencionados anteriormente, es posible sugerir que las ratas hiperglucémicas
que presentan polidipsia, presentan un incremento en la motivacién y, por tanto, un mayor “impulso” a explorar
los brazos abiertos del laberinto en su bisqueda de agua, dando lugar a la generacion de una conducta, que desde
el punto de vista de la modulacién de la ansiedad es equivocada. Asi, bajo nuestras condiciones experimentales, la
sed exacerbada y la falta de visibilidad producida por las paredes de los brazos cerrados del laberinto, pueden
producir una falsa interpretacion de la conducta del animal en este paradigma de ansiedad (EPM). Esta situacién
puede ser comparada con la conducta ansiosa medida en la prueba de Vogel, en la que ratas privadas de agua
reciben un choque eléctrico al acercarse a tomar agua del bebedero de sus cajas por la necesidad de saciar su sed

exaerbada [Vogel et al.,, 1971].
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Una discusién mas detallada acerca de como los aspectos metodolégicos pueden afectar la interpretacion de los
resultados al estudiar la conducta tipo ansiosa de los animales tratados con STZ se encuentra en el trabajo

publicado por Rebolledo-Solleiro et al. (2013).

La disminucién de la actividad locomotora registrada en nuestros experimentos en el OFT después del
tratamiento con STZ concuerda con lo publicado por Ramanathan et al. (1998) y por otros investigadores
[Hilakivi et al., 1990; Thorré et al.,, 1997; Kamei et al., 2001] y muy probablemente refleja el ataque al estado
general que presentan estos animales. Otra posible explicacidon puede ser que los datos de locomocion obtenidos
en el OFT son mas bien el reflejo del estado ansioso de los animales, pues éstos permanecen inmoéviles durante
una buena parte de la prueba. En apoyo a esta idea, los animales tratados con STZ al ser comparados con sus
respectivos controles no muestran ningun efecto en la locomocion de los animales en el EPM, cuando este

parametro se mide como el nimero de entradas a los brazos abiertos y cerrados de este aparato.

- INYECCION INTRA-AMIGDALINA DE SCH23390 EN ANIMALES TRATADOS CON ESTREPTOZOTOCINA

Las manipulaciones experimentales realizadas en esta parte de nuestro estudio nos permitieron observar que
la inyeccién del SCH23390 (un antagonista selectivo de los receptores tipo D1 [Hytell et al.,, 1983] dentro de la
amigdala de las ratas tratadas con STZ, previno de manera clara el incremento de conductas de congelamiento en
la prueba de enterramiento defensivo provocadas por el tratamiento con STZ, produciendo asi un efecto

ansiolitico en dicho grupo de animales.

Existen evidencias que sugieren que los receptores dopaminérgicos de tipo 1 juegan un papel importante en la
modulacion de la ansiedad mediada por la amigdala [Pérez de la Mora et al., 2009 y 2012]. A este respecto, se
han publicado trabajos donde se demuestra que la administracién de agonistas y antagonistas de los receptores
D1 producen efectos directos sobre la conducta ansiosa de las ratas en paradigmas condicionados y no
condicionados. Por ejemplo, la inyeccion intra-amigdalina de SCH23390 produce efectos ansioliticos en la caja
luz-obscuridad [Pérez de la Mora et al., 2005] y en el EPM [Rezayof et al., 2009]. También se ha reportado que la
microinfusién de este farmaco interfiere con el congelamiento condicionado [Guarraci et al., 1999], la conducta
de sobresalto en la prueba de sobresalto potenciado por el miedo [Lamont y Kokkinidis, 1998] y bloquea, asi
mismo, el condicionamiento de segundo orden [Nader y LeDoux, 1999]. Por otro lado, se ha reportado que la
administracién de agonistas de los receptores tipo D1 dentro del complejo amigdalino produce efectos
ansiogénicos. Por ejemplo, el SKF82958 induce el congelamiento condicionado [Guarraci et al., 1999], mientras
que el SKF38393 produce un aumento en el tiempo total de enterramiento en la prueba de enterramiento
defensivo [Pérez de la Mora et al,, 2008]. Recientemente, el grupo de Liu y col. (2011) demostraron que animales
“knockout” condicionados (KOc) en los que se suprimié la expresion del receptor la leptina en neuronas
dopaminérgicas del area ventral tegmental (AVT), mostraban un perfil ansiogénico en el EPM, pero que éste

efecto se revertia a través de la microinyeccion de SCH23390 en el ntcleo central de la amigdala, apoyando la
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idea de que la sefalizacién producida por la leptina en las neuronas dopaminérgicas del cerebro medio esta
mediada por receptores de tipo D1 y que éste repercute en la funcién del nticleo central amigdalino, jugando asi

un papel crucial en la expresion de la ansiedad.

Los mecanismos por los cuales la ansiedad se incrementa en los animales tratados con STZ atin no son claros.
Sin embargo, existen algunas evidencias que permiten sugerir que la condicién hiperglucémica crénica presente
en los diabéticos puede provocar alteraciones en el funcionamiento del sistema dopaminérgico presente en la
amigdala. A este respecto, Hajnal y Lénard (1997) demostraron con estudios de microdidlisis que la
concentraciéon de dopamina (DA) se incrementa dentro de la amigdala después de la ingesta de alimentos o de
una administracién periférica de glucosa, mientras que sus niveles disminuyen cuando se administra insulina
exogena, que reduce la concentracién sanguinea de glucosa. Aunado a estos datos, existen evidencias
experimentales que sugieren que la DA, a través de la activacion de sus receptores tipo D1, puede incrementar el
estado ansioso de un individuo al remover del ntcleo basolateral la inhibicién GABAérgica que éste presenta por
el efecto de las vias corticales sobre las islas intercaladas paracapsulares, las cuales son ricas en receptores tipo
D1 [MarowsKky et al., 2005; Pérez de la Mora et al., 2010]. Los receptores D1 también pueden producir un
incremento de ansiedad al ser activados en las islas intercaladas paracapsulares mediales, las cuales mantienen
inhibido al nudcleo central amigdalino [Amano et al,, 2011; ver también la revisiéon de Palomares-Castillo et al,,
2012], el cual es la principal aferencia de esta region cerebral. Asi, es posible sugerir que la DA liberada bajo
condiciones de hiperglucemia cronica, active de manera exacerbada a los receptores tipo D1 presentes en la isla
principal y/o en las islas intercaladas paracapsulares, provocando una respuesta ansiosa (ver Figura 10). La
hipotesis anterior se apoya también al considerar datos en los que se ha reportado que en los animales tratados
con STZ se produce un incremento en los niveles de ARNm de los receptores D1 dentro del hipocampo [Robinson
etal, 2009] y la corteza cerebral [Kumar et al., 2010]. Por lo anterior, resulta tentador sugerir que podria existir
ademads un aumento de la sintesis de estos receptores en otras regiones del sistema limbico, como la amigdala, y
de esta forma facilitar la expresion de conductas ansiosas en las ratas hiperglucémicas, hipotesis que tendra que

ser confirmada mas adelante.

La importancia de los resultados arrojados en nuestro estudio radican en que se abre la posibilidad de probar
si el bloqueo de los receptores tipo D1 amigdalinos puede ser usado como un blanco terapéutico novedoso para
el control de la ansiedad en los pacientes diabéticos, tema que puede ser un campo de futura investigacion, por

demas interesante.
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Figura 10. Participacion de los receptores tipo D1 en el procesamiento de la conducta ansiosa
en los individuos diabéticos

a) En ausencia del estimulo estresante, las vias glutamatérgicas provenientes de la corteza prefrontal activan las neuonas
gabaérgicas de las islas intercaladas laterales (ricas en receptores tipo D1), que a su vez promueven la liberaciéon de
Glutamato en el nuicleo BLA. El glutamato liberado activa las neuronas GABAérgicas mediales de la isla principal
amigdalina, las cuales mantienen inhibido de manera ténica por la liberacién de GABA al nucleo central amigdalino,
impidiendo asi la manifestacién de la respuesta al miedo y la ansiedad. b) Cuando se presenta el estimulo amenazante, se
libera Dopamina en la amigdala y a través de la accién en sus receptores tipo D1 en las islas paracapsulares laterales,
activan la liberacién de GABA (antagonizando la liberacién de Glutamato) y “deshiniben” el nucleo central amigdalino,
generando asi la aparicién de la respuesta de miedo y ansiedad. ¢) El SCH23390 a través del bloqueo de los receptores
tipo D1 en las neuronas gabaérgicas, produce un efecto ansiolitico, regresando al individuo a su estado basal “normal”,
i.e, sin ansiedad [Modificado de Pérez de la Mora et al., 2010].




- ANIMALES SOMETIDOS A ALIMENTACION HIPERCALORICA (SOLUCION DE SACAROSA AL 20%)

En este trabajo pudimos observar adicionalmente que, como fue reportado por Velasco y col. (2012), ratas
tratadas con una solucién de sacarosa al 20% durante 6 meses desarrollan una serie de alteraciones fisioldgicas
y metabélicas, tales como el aumento en el peso corporal, obesidad abdominal, hiperglucemia, resistencia a la
insulina, dislipidemia e hipertension arterial. Todos estos datos, en conjunto dejan ver sintomas similares a los
que se agrupan en el humano bajo el nombre de sindrome metabdlico [Chew et al,, 2006; Alberti et al., 2006; Day

etal, 2007].

Bajo el escenario observado en nuestros experimentos, el principal hallazgo de este estudio fue que se
obtuvieron datos que sugieren un perfil ansiogénico en ratas macho, adultas que fueron sometidas a una dieta
rica en carbohidratos (solucién de sacarosa al 20%) durante periodos prolongados. Estas alteraciones
conductuales, entonces, se afiaden a las alteraciones metabélicas que estos animales presentan. El estado ansioso
de las ratas tratadas con la solucién de sacarosa fue observado en dos de los tres paradigmas conductuales
usados en su estudio. En el paradigma del OFT se pudo detectar una evitaciéon en la exploracién de los cuadros
centrales del dispositivo, asi como un incremento en la cantidad de tiempo que el animal pasa realizando
conductas de congelamiento. Por otro lado, en la prueba de enterramiento defensivo, pudimos notar un
incremento en el porcentaje de tiempo que el animal pasaba realizando conductas de enterramiento con alguna
de sus extremidades (delanteras y traseras). Estas conductas han sido consideradas como indices de ansiedad en
dichas pruebas conductuales, como ha sido reportado con anterioridad [Pérez de la Mora et al., 2012; De Boery
Koolhaas, 2003]. Es importante mencionar, que el incremento de ansiedad observado en nuestros experimentos
parece ser especifico, puesto que la locomocidén de los animales utilizados no fue afectada, a pesar del incremento

del peso corporal que estos manifestaron al momento del experimento.

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con los datos reportados por otros autores que
utilizaron modelos de sindrome metaboélico en ratones transgénicos. Tal es el caso de Yamamoto et al. (2000) y
Li et al. (2002), que reportaron en ratas tipo OLETF (que presentan obesidad e hiperglucemia) un perfil
ansiogénico en el EPM, la caja luz-obscuridad y la prueba de neofobia alimentaria. Ademas de estas
observaciones, el trabajo de Harris y col. reporté también un estado tipo ansioso en el EPM y la caja obscuridad
utilizando ratones transgénicos de la cepa BPAa (un modelo de obesidad y diabetes). Aunados a estos datos
estan los resultados de Asakawa et al. (2007) que sefialaron que ratones transgénicos tipo InsZAkita (que muestran
hipoinsulinemia e hiperglucemia) mostraron una reducciéon en el tiempo y nimero de entradas a los brazos

abiertos del EPM y un incremento en el tiempo de congelamiento en la prueba de campo abierto.

Nuestros resultados también estan de acuerdo con los datos que otros autores reportaron al someter a

roedores a una dieta rica en grasas, mostrando un incremento de ansiedad en el EPM [Marks et al., 2009; Sharma
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y Fulton 201, la caja luz-obscuridad, el enterramiento de canicas [Marks et al., 2009] y el OFT [Sharma y Fulton
2013].

La falta de resultados estadisticamente significativos observados en el EPM en este estudio pueden deberse a
un “efecto de techo” considerando que un porcentaje considerable de animales que formaban parte del grupo
control no exploraron los brazos abiertos del laberinto (el 44%) en ninguna ocasién. Este hecho hace dificil la
comparacién entre nuestros grupos y puede interferir con la deteccion del perfil ansiogénico detectado en las
otras pruebas conductuales realizadas. A pesar de lo anterior, el analisis cuantitativo realizado en nuestro
laboratorio arroja evidencias de que los animales sometidos a la dieta hipercaldrica exploran menos los brazos
abiertos del labertinto y con mayor moderacién que los controles, lo cual podria apoyar la nocién de que los

animales tratados con sacarosa muestran un incremento de ansiedad basal en nuestro estudio.

Los mecanismos involucrados en el incremento de ansiedad observado en las ratas tratadas con la solucién de
sacarosa son aun desconocidos. Sin embargo, la glucosilacién de las proteinas a través de la formaciéon de AGEs
(Advanced Glycation End Products), que ocurre en los efectos tardios de la diabetes, pudo haber jugado un papel
en el desarrollo de la conducta tipo ansiosa. En apoyo a esta idea, pudimos observar que el perfil ansiogénico en
los animales tratados con sacarosa es posible detectarlo sélo a los 6 meses de tratamiento, cuando la condicién
hiperglucémica se ha establecido en ellos, pero no a los 2 y 3 meses (datos no mostrados), donde aun no hay

ningun aumento significativo de los niveles de glucosa plasmatica.

Por otro lado, los niveles plasmaticos de leptina -una hormona derivada del tejido adiposo y codificada por el
gen ob-, aumentaron debido al tratamiento con la solucién de sacarosa, como se indicé anteriormente. Dado que
los ratones deficientes del gen de la leptina (ob/ob) exhiben un fenotipo ansioso [Finger et al, 2010] y que la
administracién de leptina exégena produce efectos ansioliticos en ratones silvestres [Liu et al., 2010] y atentia la
ansiedad observada en los ratones ob/ob [Asakawa et al., 2003], es posible que un estado de resistencia a la
leptina pudiera estar involucrado en el incremento de ansiedad observado en los animales de nuestro estudio. En
apoyo a esta idea, se ha reportado que personas que sufren de estrés post-traumadtico persistente presentan
niveles elevados de leptina plasmatica [Liao et al.,, 2004]. Ademas, existen estudios que arrojan evidencia de que
ratas que se hicieron obesas por efecto de la dieta muestan un estado de resistencia a la leptina tanto en el
hipotdlamo [Widdowson et al., 1997; Levin y Dunn-Meynell, 2006; Zhang y Scarpace, 2006], como en el area
ventral tegmental (AVT) [Matheney et al, 2011; Scarpace et al, 2013]. Esta alteracién puede ocurrir a
consecuencia de una disminucién en la expresién del receptor de la leptina y/o de una reduccién en su capacidad
para activar las sefiales de transduccioén generadas por el mismo [Zhang y Scarpace 2006], o de una reduccién en

el transportador de leptina hacia el liquido cerebro espinal [Caro et al., 1996].

Como se ha mencionado en la introduccién de este trabajo, es bien aceptado que la amigdala juega un rol

esencial en la modulacién de la ansiedad y que existen evidencias de que los receptores dopaminérgicos
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modulan este fendmeno de forma fina. Dado que las neuronas del AVT son el origen de las vias dopaminérgicas
que inervan a la amigdala [Dahlstrom y Fuxe 1964; Fuxe et al., 1965; Pérez de la Mora et al., 2010], y que se ha
reportado que los ratones carentes del receptor de leptina en esta regiéon cerebral manifiestan un incremento de
la tasa de disparo dopaminérgica [Liu et al., 2011], es posible que la resistencia a la leptina dentro del AVT puede
haber provocado el incremento de ansiedad observado en nuestros experimentos (Ver Fig. 11). Ademas, es
posible que estos efectos ansiogénicos puedan estar mediados por la actividad de los receptores tipo D1, puesto
que la administracion intra-amigdalina del SCH23390, atenua la ansiedad observada en los ratones KO Leprdat-Cre
[Liu et al., 2011] e induce efectos ansioliticos en ratas evaluadas en la caja luz-obscuridad, [Pérez de la Mora et
al, 2005] y el EPM [Bananej et al., 2011]. El estado de resistencia a la leptina que se sugiere estd presente en
nuestros animales experimentales pudo haberse generado adicionalmente por la ingestiéon de la solucién de
sacarosa con la que dichos animales fueron alimentados, puesto que la digestiéon y absorcion intestinal de este
azucar deriva en la produccion de fructosa y se ha reportado que este azicar puede provocar un estado de

resistencia a la leptina [Scarpace y Zhang, 2009].
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Figura 11. Esquema representativo del trabajo de Liu et a., 2010.

En este esquema se observa que los ratones Kknockout que carecen del receptor de leptina en las neuronas dopaminérgicas
del area ventral tegmental (AVT) (denominados ratones LeprPAT-Cre) muestran un incremento en la tasa de disparo en esta
region cerebral y con ello muy probablemente aumenta también la actividad dopaminérgica de la amigdala. El trabajo de Liu
et al. arrojé evidencias de que los ratones LeprPAT-Cre muestran un perfil ansiogénico en el EPM, la caja luz-obscuridad y la
prueba de interaccidn social. Este efecto se revierte inyectando el SCH23390 en el nucleo central amigdalino, obteniendo
efectos ansioliticos en estos animales. Nuestras observaciones en el modelo de ratas tratadas con sacarosa sugieren que un
efecto parecido puede ocurrir en nuestros animales del grupo experimental, tomando en cuenta que éstos son
hiperleptinémicos y, muy seguramente, muestran también una resistencia a la accién central de la leptina.
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Por otro lado, la resistina, otra hormona derivada del tejido adiposo, también se encontré aumentada en los
animales tratados con sacarosa, como ha sido reportado por otros autores [Steppan et al, 2001; Dewaga-
Yamauchi et al., 2003; Owecki et al., 2011; Sadashiv-Tiwari et al.,, 2012]. Dado que estudios recientes sugieren
que la resistina puede estar relacionada con procesos depresivos [Lehto et al, 2010] y la comorbilidad
depresion-ansiedad es comun en el dmbito clinico, es tentador sugerir que el incremento de los niveles de
resistina pudieran haber contribuido al establecimiento de las conductas tipo ansiosas observadas en nuestros
experimentos. Es evidente que se requieren estudios en torno a este tema para aclarar el impacto de la resistina

sobre los niveles de ansiedad en los roedores.

En este estudio también se muestran evidencias de que los animales tratados con la solucién de sacarosa por 6
meses incrementaron de forma significativa la cantidad de grasa alojada en la regién abdominal y con ello, la
dimension de la circunferencia de esta region. Es bien conocido que la grasa abdominal es una fuente de
moléculas pro-inflamatorias, como IL-1f, IL-6 and TNF-a [Ronti et al., 2006; Hryorczu et al, 2013] y que la
circunferencia abdominal estd relacionada con la aparicién de desdérdenes ansioso-depresivos en el humano
[Takeuchi et al, 2009; Luppino et al, 2011]. Taambién ha sido reportado experimentalmente que la
administracion intracerebroventricular de IL-B y TNF-a produce conductas tipo ansiosas en el EPM [Connor et
al,, 1998] y que el perfil ansiogénico observado en este paradigma conductual esta relacionado con el incremento
en la expresién de los niveles de ARNm de IL-2 en la corteza prefrontal y en el estriado [Pawlak, et al,, 2003 y
2005]. Estos datos nos permiten sugerir que, probablemente, las moléculas proinflamatorias liberadas por la
grasa abdominal en nuestros animales pudiera haber tenido un efecto sobre la conducta de los animales
estudiados en este trabajo. Es evidente, que se requiere investigar con mayor profundidad si estas moléculas se
encuentran elevadas en los animales experimentales y si éstas tienen un rol en la ansiedad observada en los

mismos; sin embargo es un campo de investigaciéon que puede ser muy interesante también.

Finalmente, la posibilidad de que el aumento de ansiedad observado en los animales obesos y “diabéticos”
pudiera deberse a la hipertensién que éstos presentan, y que ha sido reportado producen un patrén conducta en
el EPM similar al observado en nuestros experimentos [Golda et al.,, 1990; Wilson et al,, 1996; Krskova et al.,
2007] es poco probable, debido a que la hipertensién se presenta en estas ratas desde los 2 meses de haber
iniciado el tratamiento, efecto que no coincide con la presencia de las alteraciones en los niveles de ansiedad

observado en nuestras ratas (datos no publicados).

En conclusién, los resultados obtenidos en esta parte del estudio apoyan la nocién de que el tratamiento
crénico con una solucién de sacarosa provoca una condicién parecida al sindrome metabdlico y que existe una
relacion estrecha con la apariciéon de la conducta tipo ansiosa y esta entidad patolégica. Estudios futuros

deberan estar enfocados a estudiar los mecanismos que subyacen a esta relacién.
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6. CONCLUSIONES
Y PERSPECTIVAS

CONCLUSIONES

Las observaciones obtenidas en este estudio utilizando el OFT y el enterramiento defensivo nos permiten
concluir, como ha sido sugerido por otros autores, que tanto en la DM, como en el de SM, existe una estrecha
relacidn con la ansiedad y que esta se correlaciona con la severidad de la hiperglucemia y el estado fisico del
animal. Asi, mientras que las conductas activas (huida hacia la periferia del OFT y aumento de la conducta de
enterramiento en la prueba del enterramiento defensivo) predominaron en las ratas obesas, -que muestran
menores niveles de glucosa sanguinea (tratadas con sacarosa:240+21 vs tratadas con estreptozotocina:
530+14 mg/dl) y se encuentran menos deterioradas fisicamente que las las tratadas con estreptozotocina-,

las conductas pasivas (congelamiento) predominaron en los animales tratados con estreptozotocina.

Aunque se requiere realizar investigaciones posteriores para conocer la naturaleza de los mecanismos que
subyacen a la relaciéon diabetes y/o sindrome metabdlico y ansiedad, nuestros resultados sugieren que
mecanismos dopaminergicos alterados (v.g. un estado hiperdopaminérgico) en la amigdala, pudieran ser la
causa o al menos participar en la ansiedad y abren la la posibilidad de que el bloqueo de los receptores
dopaminérgicos D1 pudiera ser usado como una alternativa terapéutica novedosa para el control del

incremento de ansiedad de los pacientes diabéticos y/o con sindrome metabdlico.

Finalmente, nuestros resultados indican que a pesar de su popularidad en la literatura, el laberinto elevado
en forma de “+” no es una herramienta de estudio adecuada para determinar el estado ansiogénico de los
animales “diabéticos” y/o con sindrome metabdlico, u otras condiciones que cursen con una acentuada

polidipsia.

PERSPECTIVAS

- Animales tratados con estreptozotocina

Profundizar en los mecanismos dopaminérgicos intra-amigdalinos que pudieran estar involucrados en el
incremento de ansiedad observado en estos animales:
- Realizar ensayos de autorradiografia y/o inmunohistoquimica para conocer el grado de expresion
de los receptores tipo D1 en las islas intercaladas de la amigdala y otras regiones ricas en este tipo de
receptores.
-Disefiar antagonistas para el receptor dopaminérgico D1 con actividad después de su administracion

oral y estudiar sus posibles efectos en la ansiedad de animales diabéticos o con sindrome metabélico.
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- Animales sometidos a dieta hipercalorica (solucién de sacarosa al 20%) durante 6 meses

Indagar los mecanismos que pudieran estar relacionados con el incremento de ansiedad observado en estos
animales:

a. Investigar si el sistema dopaminérgico esta relacionado con el incremento de ansiedad a través de:
-Realizar ensayos farmacolégicos utilizando la inyeccién sistémica de SCH23390 para
conocer si participan o no los receptores tipo D1 en el incremento de ansiedad observado en
animales sujetos a una dieta hipercalérica.

- Realizar ensayos de autorradiografia y/o inmunohistoquimica para conocer el estado de
expresion de los receptores tipo D1 en las islas intercaladas amigdalinas y en otras regiones
primordialmente dopaminérgicas del cerebro, como el area ventral tegmental, el nicleo
accumbens y el estriado y estudiar si estos pudieran estar relacionados con el incremento de
ansiedad en estos animales.

b. Investigar si existe o no un incremento en citosinas pro-inflamatorias y si éstas estan relacionadas

con el incremento de ansiedad observado:

- Cuantificar los niveles plasmaticos de citosinas pro-inflamatorias (TNF-a, [L-1, IL-2)
- Realizar ensayos farmacoldgicos utilizando antagonistas de los receptores de dichas
moléculas administrados de forma sistémica, para ver si se atentian los niveles de ansiedad
en estos animales
- Examinar mediante qRT-PCR si los niveles de RNAm de las citosinas proinflamatorias se
encuentra alterado en distintas regiones del sistema limbico, para ver si éstos pudieran estar
relacionada con el incremento de ansiedad observado.
c. Investigar si las adipocinas (leptina y/o resistina) estan relacionadas con el incremento de
ansiedad observado:
- Realizar ensayos farmacolégicos utilizando antagonistas los receptores de leptina (ob-R)
administrados de forma sistémica para ver si se atendan los niveles de ansiedad en estos
animales
- Examinar mediante qRT-PCR si los niveles de RNAm de resistina se encuentra alterado en
distintas regiones del sistema limbico, para ver si éstos pudieran estar relacionada con el

incremento de ansiedad observado
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8. ANEXOS

ANEXO 1: Caracteristicas de las cepas espontaneamente diabéticas como modelos murinos

de Diabetes Mellitus tipo 1 y 2

Nombre de la cepa
Ratones NOD

Ratas Biobreeding
(BB)

Ratas Long Evans
Tokuchima Lean
Rats (LETL)

Ratones ob/ob

Ratones db/db

Ratas fa/fa
(Ratas obesas tipo
Zucker)

Cepas espontaneamente diabéticas de DM1 mas populares en la literatura

Caracteristicas
Se originaron en Japén en los 80°s y proveniente de la cepa Jc1:ICR.
Presenta hiperglucemia, glucosuria, polidipsia, poliuria; desde las 4-5
semanas desarrolla de insulinitis iniciada por la presencia de linfocitos
pancredticos, seguida de la infiltracién de leucocitos (principalmente células
T tipo CD4+ y CD8*). Generan anticuerpos contra insulina, GAD e 1A-2, asi
como otras manifestaciones autoinmunes (Sindrome de Sjorgen y
tirotiditis). La incidencia que muestra a presentar DM1 es de 60-80% en
machos y de 20-30% en hembras

Originada en Canada en los afios 70°s a partir de la cepa Wistar. Presenta
anticuerpos contra los islotes pancreaticos y GAD. La insulinitis esta
presente desde las semanas 2-3 previas a la manifestacion clinica
caracterizada por la escacez o ausencia de células T tipo CD4+y CD8*. A
partir de las 8 semanas presentan hiperglucemia, insulinopenia, poliuria,
polidipsia, cetoacidosis severa, que incluso puede ser letal si no se trata con
insulina al animal

Se originé en Japén en el aflo 1991 y proveniente de la cepa Long Evans. Es
el primer modelo murino Desarrolla una destruccién autoinmune de las
células B por infiltracion linfocitica, sin presentar linfopenia. Exhibe un
establecimiento rapido de poliuria, polifagia, hiperglucemia y disminuci6 del
peso corporal. Una sub-cepa obtenida a partir de las LETL (denominada
KDP) desarrolla la enfermedad en una tasa muy alta (70% en machos y 80%
en hembras

Cepas monogénicas espontineamente diabéticas de DM2 mas populares en la literatur:

Presentan una mutacién en el gen que codifica para la leptina; lo primero
que manifiesta es hiperfagia y una disminucién en el gasto energético. Se
vuelven obesos a partir de las 4 semanas. Exhiben hiperinsulinemia y
resistencia a la insulina, asi como hipeglucemia moderada

Presentan una mutacion en el gen que codifica para el receptor de leptina.
Son hiperfagicos y obesos desde las 4 semanas aproximadamente. Al igual
que los ratones ob/ob, también presenta hiperinsulinemia y resistencia a la
insulina, pero se diferencia en que desde las 4-8 semanas manifiesta
hiperglucemia severa debida a la muerte de las células B, por lo que no vive
mas de 8-10 meses

Presentan una mutacién en el gen que codifica para la leptina y
practicamente las mismas manifestaciones que los ratones db/db, pero a
diferencia de ellos, en estas ratas, se acompafian de hiperlipidemia e
hipertension arterial. Una sub-cepa obtenida de esta, denominada Rata ZDF
(Zucker Diabetic Fatty Rat) tiene la caracteristica de que los machos
desarrollan hiperglucemia severa a partir de la 82 semana debido a la
apoptosis severa de células 3 y se convierten en insulinopénicos a las 14
semanas de edad.

Usos
Estudio de mecanismos
autoinmunes de la DM1, asi
como para examinar
mecanismos genéticos
involucrados en ella.
También se utilizan en el
estudio de transplantes y
tolerancia a transplantes de
islotes  pancreaticos

Estudios de los mecanismos
que generan obesidad
moérbida y el papel que
juega la leptina en ellos

(Tabla basada en Chatzigeorgiou et al., 2014)
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Nombre de la cepa
Ratones KK
(Kuo-Kondo)

Ratones NZO
(New Zeland Obese
Mouse)

Ratones NSY

Ratas OLETF
(Otsuka Long Evans
Tokuchima Fatty
Rats)

Ratones Ins2Akita

Ratas GK
(Goto-Kakizaki)

Cepas poligénicas espontaneamente diabéticas de DM2 mas populares en la literatura

Caracteristicas
Originada en 1967 en Jap0n, esta cepa presenta hiperfagia,
hiperinsulinemia, resistencia a la insulina. Se convierten en obesos de forma
gradual a partir de los 2 meses de edad. Presentan hiperglucemia moderada
(a casusa del aumento en el tamafio de los islotes pancreaticos). Una sub-
cepa heteréciga para el gen amarillo de la obesidad (KK/AY) genera
obesidad mérbida e hiperinsulinemia a las 8 semanas

Usos \
Estudios de los mecanismos
etiopatologicos
involucrados en el
desarrollo de DM2, asi como
para estudiar nuevas drogas
antidiabéticas

Presenta caracteristicas similares a las del raton KK, pero éste también
presenta resistencia a la insulina hepatica desde temprana edad. Exhibe,
ademas, hiperleptinemia y niveles de glucosa entre 300-400 mg/dL a las 20-
24 semanas. Las hembras muestran cierta resistencia a generar DM, pero se
usan modelos de hipertensiéon cuando son sometidas a dietas ricas en grasas

Estudios poligénicos de la
obesidad y/o de la relacién
que hay entre obesidad y
diabetes

Proviene de la cepa de ratones Jc1:ICR, pero fue seleccionada por su
intolerancia a la glucosa. Desarrolla DM en una modalidad dependiente del
sexo: el 90% de los machos la presentan, mientras que sélo se presenta en
el 30% de las hembras; la severidad de la enfermedad es proporcional a la
edad del animal. Exhibe obesidad moderada, caracterizada por acumulaciéon
de la grasa visceral que va acompafiada de una ligera resistencia a la
insulina junto con secresion de la insulina alterada, la cual se desarrolla a
partir de las 24 semanas

Estudio del dafio causado
con la edad, asi como las
posibles asociaciones
genéticas entre la DM1y
DM2, pues comparte un
origen comun con el ratén
NOD

Es una cepa japonesa deriva da de la cepa Long Evans y se caracteriza por la
ausencia del gen que codifica para la CCK-A. Presenta una disminucién en la
expresion del transportador de glucosa Glut-4 en el musculo. Exhiben
obesidad moderada, polifagia, hiperinsulinemia, hipergtrigliceridemia y una
hiperglucemia creciente dependiendo de la edad. El desarrollo de la DM se
da entre las semanas 18-25

Otros modelos murinos de DM2 mencionados en la literatura

Presentan una mutacién espontdnea en el gen INS2, que es homoélogo al gen
de la preproinsulina presente en el humano. Exhiben polifagia, polidipsia,
poliuria, hipoinsulinemia progresiva e hiperglucemia desde las 3-4 semanas.
Muestra una disminucién de la masa celular en los islotes sin la presencia de
insulinitis. Se caracteriza por no desarrollar obesidad

Estudio de nuevas drogas
antidiabéticas y/o
antihipertensivas

Estudios de transplantes de
pancreas, principalmente

Cepa seleccionada de la cepa Wistar que presentaba intolerancia a la glucosa
moderada por varias generaciones. Presentan intolerancia a la Glucosa,
resistencia a la insulina y secresion de insulina alterada. Son
normolipidémicas. Exhibe una disminucién de la masa de los islotes
pancredticos al nacimiento, a causa de una proliferacién anormal de las
células B y apoptosis anormal. Los niveles de glucosa se elevan a partir de
las 3-4 semanas y, generalmente, los valores de glucosa en ayunas
permanecen estables, a menos que se sometan a un reto de glucosa. Las
ratas adultas nunca desarrollan obesidad, pero si una pérdida del 60% de la
masa celular de los islotes pancreéaticos tipo 3, por lo que algunos
consideran que ésta es una limitante para que considerarlo un modelo de
DM2

Estudios poligénicos de la
obesidad y/o de la relacion
que hay entre obesidad y
diabetes, asi como de los
mecanismos involucrados
en el desarrollo de las
complicaciones de la DM
(retinopatias, nefropatias,
lesiones en nervios
periféricos, entre otras)

(Tabla basada en Chatzigeorgiou et al,, 2014)
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ANEXO 2: Pruebas conductuales

-Laberinto elevado en forma de “+” (EPM): Esta prueba explota el miedo innato de los roedores a espacios
abiertos carentes de indicios tigmotacticos [Treit et al., 1993]. La prueba se realizé en un aparato de madera,
construido de acuerdo a lo reportado por Pellow y col. en 1985. El artefacto usado posee cuatro brazos, dos
de ellos abiertos (50x10 cm) y dos cerrados por paredes laterales (50x10x40 cm), con la parte superior
abierta. Dichos espacios tienden a ser explorados diferencialmente por los animales dependiendo de sus
niveles de ansiedad. Los parametros evaluados que denotan ansiedad en esta prueba son: el tiempo de
permanencia y el porcentaje de entradas a los brazos abiertos (BA) [Pellow et al., 1985]. Por lo anterior, se
asume que a mayor numero de entradas y tiempo de permanencia en los BA del laberinto, menor sera la
ansiedad que el animal posee [Henninger et al, 2000]. Dichos parametros se incrementan con la
administracién de fArmacos ansioliticos [Pellow et al., 1985]. La cuantificacién del nimero de entradas totales
tanto a los brazos abiertos como cerrados del laberinto representa un indice de la locomocién de los animales
en esta prueba [Pellow et al., 1985]. Este modelo es uno de los mas populares en la literatura, pues sin ser una
técnica invasiva, induce un tipo de ansiedad similar al trastorno por ansiedad generalizada [Rodgers y Dalvi,
1997]. Inicialmente, se coloca al animal en la plataforma central y se permite que los roedores exploren los
distintos brazos del aparato por 5 minutos. Durante el experimento se controla la intensidad de la luz entre
2.3y 2.5 luxes. Al finalizar dicha prueba, con el objeto de descartar alteraciones motoras que pudieran haber
influido en la exploracion del laberinto, se midi6 la locomocién del animal durante 5 minutos en un campo

abierto (ver a continuacion).

Fotografia del aparato utilizado en el modelo de Laberinto Elevado en Forma de “+”
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- Campo abierto (OFT): es un aparato que se compone por una superficie blanca, con forma cuadrada y
cuyas dimensiones son 50x50 cm, la cual est4 rodeada por paredes de acrilico de 30 cm de altura y soportan
un marco metalico. Durante la prueba, la luz es controlada a 175 luxes. Esta prueba se utilizé con dos fines:
para cuantificar la locomocién de los animales y para determinar la ansiedad de los mismos, en ensayos
distintos. La locomocién de los animales se monitorea durante 5 minutos con ayuda de sensores de luz
localizados cada 5 cm en los cuatro lados del marco, el cual presenta en un extremo emisores de luz y en el
extremo opuesto, receptores. El registro de la locomocién se realiza mediante un software especializado (1
Omni-Alba/AOBiomed, México) que registra la posicion del animal en un eje de coordenadas “X-Y” cada vez
que éste se mueve y “corta” los haces de luz emitidos por el marco. Por otro lado, para determinar la ansiedad
de los animales en este dispositivo, se realiza una cuantificaciéon “off-line” del la cantidad de segundos que el
animal pasa en los cuadros periféricos de la superficie (los que tienen contacto con las paredes de la caja) en
comparacién con los cuadros centrales de la misma (aquellos que no tienen contacto con las paredes de la
caja). La determinacién conductual se realizé como se ha reportado anteriormente, considerando que una
mayor duracion en los cuadros centrales del campo denota menores niveles de ansiedad, que cuando el

animal pasa mas tiempo en los cuadros periféricos [Carola et al., 2002].

Fotografia del aparato utilizado en el modelo de campo abierto

- Enterramiento defensivo (ED): es una prueba en la que se explota la tendencia natural de los roedores a
enterrar todo aquello que les resulta aversivo o potencialmente peligroso (ver en De Boer y Koolhaas, 2003).
Durante este procedimiento conductual los animales reciben una descarga eléctrica de baja intensidad (0.4
mA) a través de un electrodo (7cm de largo x 0.5 cm de didmetro) permanentemente electrificado que
emerge de una de las paredes de la cAmara de experimentacion (caja de acrilico de 27x16x23 cm). Al inicio de
la prueba, y tras de recibir la primera descarga, el animal se aleja del electrodo y después de un periodo de
tiempo variable (latencia) comienza a esparcir el aserrin que contiene la cAmara de experimentaciéon (cama
de 5 cm) en direccién a éste con el objeto de enterrarlo realizando movimientos muy marcados con sus
extremidades delanteras (conducta de enterramiento). Esta conducta usualmente se repite en varias
ocasiones durante la prueba. La duracién de la prueba es de 10 minutos y los parametros que se cuantifican

son: a) el tiempo total de enterramiento; b) la latencia al primer episodio de enterramiento, c) el nimero total
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de choques eléctricos que el animal recibe durante la prueba y d) el tiempo que el animal permanece
realizando conductas de congelamiento. La conducta de enterramiento y el tiempo de congelamiento se han
tomado como un parametro de ansiedad activa y pasiva, respectivamente, mientras que el tiempo de latencia
se considera un indice de la reactividad del animal ante la condicién aversiva que experimenta; el nimero
total de choques es un indice del grado de dolor o molestia que el animal siente durante la prueba [Treit et al,,

1994, Ferndndez-Guasti et al., 2001].

Fotografia del aparato utilizado en el modelo de enterramiento defensivo

En todos los casos, durante las pruebas conductuales, los animales fueron alojados en un cuarto con
temperatura controlada (23 # 12 C), con un ciclo de luz-obscuridad 12:12 y con acceso libre a agua y alimento,
cuyo consumo fue registrado antes y durante los periodos de habituacidn, por 8 dias consecutivos. Antes de la
prueba conductual los sujetos de estudio fueron habituados a la manipulaciéon experimental por un periodo
de 5 minutos durante 3 dias consecutivos (4 en el caso del ED). La noche previa al experimento los animales
fueron alojados en el cuarto donde se llevaron a cabo las pruebas conductuales para minimizar los factores
que pudieran afectar sus niveles de ansiedad. Las pruebas conductuales se llevaron a cabo entre las 9 y 15
hrs. y fueron videograbadas para la evaluacion “off-line” de los parametros sefialados anteriormente. Al
término de estas pruebas, los animales se pesaron y se les determiné la concentracién de glucosa en sangre,

con ayuda de un glucémetro y un sistema de tiras reactivas Acutek [Roche].

Analisis estadistico. Los resultados se expresan como los promedios+ESM y fueron analizados mediante
el paquete estadistico GraphPad Prism versién “V”. Dado que de acuerdo a la prueba de Kolmogorov-Smirnov
los distintos grupos bajo comparaciéon poseian una distribucién normal y las comparaciones se realizaron
entre los promedios de dos grupos independientes, la significancia estadistica de los resultados se evalué en
todos los casos mediante una prueba “t” de Student de dos “colas” para datos no pareados. La significancia

estadistica se fij6 a P < 0.05

86



ANEXO 3: Inyeccion intra-admigdalina de SCH23390 en animales tratados con

estreptozotocina

Cirugia: Los animales utilizados (n=53) fueron anestesiados con clorhidrato de ketamina (170 mg/kg, i.p.;
Pisa Agropecuaria). La cabeza de los animales fue rasurada y se colocaron en un aparato estereotaxico (Kopf
Instruments, Tujunga CA, E.U.A.)) con la barra incisiva colocada a -3.3 mm. Con el objetivo de disminuir el
sufrimiento de los animales, se administré lidocaina al 10% en spray (Xilocaina Spray, Astra Zeneca, México)
antes de la incision. La superficie del craneo fue limpiada y a través de orificios practicados en él, se
implantaron de forma bilateral canulas guia de acero inoxidable (Plastic One mod. C315DC, Ronoake, E.U.A;
didmetro externo: 0.46mm, didmetro interno: 0.24mm; 26 gauge), utilizando de acuerdo con el Atlas de
Paxinos y Watson (2004) las siguientes coordenadas: AP: -2.12 mm, L: # 4.5 mm, V: -7.7 mm. Las canulas guia
se fijaron al craneo de las ratas utilizando tres tornillos de acero inoxidable y acrilico dental (Acrimin
Autocurable, Laboratorios Arias, México). Al término del procedimiento se inserté dentro de las canulas un
“mandril” (Dummy Canulae Plastic One mod. C315DC), para asegurar la permeabilidad de las cadnulas guia y se
aplicé a los animales antibiético (1 ml. i.m. Fortabencetacil L.A., Fort Dodge Animal Health Laboratorios,
México), para evitar infecciones. Finalmente, los animales se colocaron en cajas individuales con agua y

comida ad libitum y fueron alojados en un vivarium durante su recuperacion.

Fotografia de una rata canulada después de la cirugia

[Fotografias tomadas de Nuche-Bricaire, 2008]
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Grupos experimentales: una vez operados y recuperados, los animales fueron escogidos azarosamente para
formar los grupos experimentales, los cuales estuvieron constituidos de la siguiente manera:

-Grupo control (CONT): administrado con buffer de citratos i.p.10 dias antes de las pruebas conductuales e
inyectados con solucion salina fisiolégica por la via intra-amigdalina 5 minutos antes de las pruebas
conductuales; n=19.

-Grupo diabético (STZ): administrado con STZ i.p. 10 dias antes de las pruebas conductuales e inyectados
con solucioén salina fisiolégica por la via intra-amigdalina 5 minutos antes de las pruebas conductuales; n=14.
-Grupo diabético tratado con SCH23390 (STZ+SCH23390): administrado con STZ i.p. 10 dias antes de las
pruebas conductuales e inyectados con SCH23390 (100 ng/lado) por la via intra-amigdalina 5 minutos antes

de las pruebas conductuales; n=20.

Tras la recuperacion de la cirugia estereotaxica (cinco dias), los animales fueron inyectados con STZ (50
mg/kg), por dos dias consecutivos. Cuatro dias previos a las pruebas conductuales, los animales fueron
manipulados diariamente con el fin de habituarlos al experimentador, asi como a las condiciones
experimentales. Durante la manipulacién se simul6 la infusién intra-amigdalina de las soluciones, y los
animales fueron colocados por 10 minutos en la caja de enterramiento defensivo sin el electrodo. Los
animales estudiados permanecieron en el cuarto de conducta durante todo el proceso de habituacién, para

disminuir la variabilidad ambiental y, minimizar asi sus niveles basales de ansiedad.

Micro-infusién intra-amigdalina de SCH23390: El dia de las pruebas conductuales, se insertaron en las
canulas guia sendos inyectores (Plastic One, mod. C3151, Roanoke, E.U.A,; didmetro interno: 0.1 mm, 33
gauge), cuya punta sobresalia 1 mm de la canula guia. Dichos inyectores estaban conectados a una tuberia
(Plastic One C1315C5, Ranoke, E.U.A,, Vinyl+Spring, 40 cm) que, con ayuda de una bomba de micro-inyecciéon
(CMA microdialysis, mod.CMA/100, Estocolmo, Suecia), permiti6 el flujo al interior de los niicleos amigdalinos
de las soluciones administradas (SCH23390 o solucién salina fisioldgica, en el caso del grupo control). El
volumen inyectado fue de 250 nL por lado, durante 5 minutos. Al finalizar el procedimiento, los inyectores se
mantuvieron dentro de las canulas guia durante 1 minuto, para garantizar una buena difusién de la sustancia y

evitar su flujo reverso.

Pruebas conductuales (enteramiento defensivo y campo abierto): Inmediatamente después de la micro-
inyeccidn, los animales se colocaron en la caja de enterramiento defensivo con su electrodo permanentemente
electrificado y su conducta fue evaluada como, como se describié previamente. Al finalizar la prueba, se colocé
al animal en la prueba de campo abierto, y se midié su actividad locomotora de la manera como se describid

antes.
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Analisis histolégico: Una vez concluido el procedimiento experimental, los animales fueron sacrificados
administrandoles una dosis letal de pentobarbital s6dico (Laboratorios Tokkyo, México) y se decapitaron para
extraer su cerebro, los cuales se fijaron en una soluciéon de formaldehido al 10%. Los cerebros permanecieron
en este fijador por algunas semanas y, posteriormente, se colocaron en soluciones de sacarosa al 10, 20 y 30%
en dias consecutivos, para poder ser rebanados coronalmente en secciones de 40 um, con ayuda de un
criostato (CM 1510-3, Leica Instruments, Nussloch, Alemania). Para saber con precisién la posicion de las
canulas guia en los cerebros de los animales utilizados, los cortes obtenidos se tifieron con la técnica de Nissl,
utilizando violeta de cresilo. Los cortes tefiidos se analizaron bajo microscopio y sé6lo se incluyeron en el
analisis estadistico los resultados aquellos animales cuyas dos canulas estuvieron localizadas dentro del

complejo amigdalino y al menos una de ellas entre el nicleo basolateral y el central de la amigdala.

Analisis estadistico: Los resultados se expresan como promedios * su error estandar y fueron analizados
mediante el paquete estadistico GraphPad Prism version “V”. Dado que de acuerdo a la prueba de
Kolmogorov-Smirnoff los distintos grupos bajo comparaciéon poseian una distribucién normal, el andlisis
estadistico se realiz6 mediante la aplicacién de una ANOVA de una via (P < 0.05), seguida en caso necesario de
la prueba post-hoc de Tukey para establecer las diferencias significativas entre los diferentes grupos

experimentales.
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ANEXO 4. ESTUDIOS QUE RELACIONAN LA DIABETES Y/0 EL SINDROME METABOLICO Y LA ANSIEDAD EN ROEDORES (1990-2014)

REFERENCIA TIPO DE CEPAY MODELO DE DM PRUEBA OBSERVACIONES RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LOS CONDUCTUAL

ANIMALES
Hilakivi, et al. Ratén NIH Swiss. DM1: STZ, - Holeboard - EPM construido con Plexiglass. -Los ratones tratados con STZ mostraron los siguientes cambios
1991 Machos, 22g. 200 mg/kg, i.p., - EPM - La prueba de EPM se realizé después de  conductuales:
n=19 Unica dosis - Residente-intruso la de holeboard, 19 dias después de la -Holeboard:¥ de la actividad locomotora; no se observan cambios
-Nado forzado inyecci6on con STZ. significativos en el no. de veces que el animal asoma la cabeza a los
agujeros.

-EPM: no se reportan cambios significativos en el tiempo y no. de
entradas a los brazos abiertos del laberinto, pero se reporta un A\ en el
no. total de entradas (brazos abiertos+cerrados).

-Residente-intruso: se observé una tendencia a W el tiempo de
interaccion social y a A\ las conductas agresivas hacia el individuo
“intruso”

-Nado forzado: A tiempo de IMO

Chauloff, Ratas obesas tipo Zucker DM2/SM: ratas -EPM -EPM y caja luz-obscuridad construido - Se reporta una tendencia de las ratas obesas a aumentar el tiempo de
1994 (fa/fa); los controles son de obesas, hiper- - Caja luz-obscuridad con Perspex exploracién en los brazos abiertos del EPM y el tiempo de permanencia
la misma cepa, pero insulinémicas, - Campo abierto en el compartimento iluminado en la caja luz-obscuridad.
delgados resistentes a la - No se registraron cambios significativos en la locomocidon de las ratas
Machos de 10 semanas insulina obesas medida en el campo abierto.

N=10 por grupo

Thorré, et al. Ratas Wistar, macho. DM1: STZ -IMO (1h) - Pruebas realizadas 3 semanas después - EPM: los animales tratados con STZ mostraron una W tiempo y no. de
1997 230-260g. 65mg/kg, i.p., - EPM de la inyeccién de STZ. entradas a los brazos abiertos del laberinto.
n=12 Unica dosis - Locomocion en cajas - E1 EPM construido con Perspex; la -Locomocién: el tratamiento con STZ W la actividad locomotora de los
individuales prueba se realizé después de 1h de IMO. animales diabéticos, tanto en esta prueba de locomocion, como en el
EPM.
Ramanathan, et al. Ratas Charles Foster DM1: STZ - Campo abierto - Pruebas realizadas 72h después de la - Los animales tratados con STZ mostraron los siguientes pardmetros
1998 albinas. 50 mg/kg, i.p. -EPM inyecci6on con STZ. conductuales:
Machos y hembras. Unica dosis - LE-0 - Campo abierto: W actividad locomotora
120-180 g. - Interaccidn social - EPM: W tiempo y no. de entradas a los brazos abiertos del laberinto
n=6-7 -LE-0: ¥ head dipping..

-Interaccién social: W tiempo de interaccién.
- Se reporto un efecto atenuado del Diazepam en los individuos
diabéticos.

w,n,

Abreviaturas: DM: diabetes mellitus; DM1: diabetes mellitus tipo 1; DM2: diabetes mellitus tipo 2; EPM: laberinto elevado en forma de “+”; LE-0: laberinto elevado en forma de cero;
IMO: inmovilizacién (estrés por restriccion al movimiento); SM: Sindrome Metabélico; STZ: estreptozotocina ;4\: aumento;W: disminucion.
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REFERENCIA

TIPO DE CEPA'YY

CARACTERISTICAS DE LOS
ANIMALES

MODELO DE DM

PRUEBA
CONDUCTUAL

OBSERVACIONES

RESULTADOS

Yamamoto, et al.
2000

Ratas OLETF (diabéticas)
Controles: Ratas LETO
Machos 210-360 g

n=20

DM2/SM: Las ratas
OLETF muestran
obesidad, pruebas
de intolerancia a la
glucosa alterada e
hiperglucemia
tardia

-EPM

- Caja luz-
obscuridad

- Campo abierto
(2h)

- EPM construido con plastico no
transparente, elevado a 75 cm del
piso. La duracion de la prueba fue
de 240 seg.

- Las ratas OLETF mostraron los siguientes cambios conductuales:

-EPM: una W en tiempo y no. de entradas a los brazos abiertos del laberinto,
un A\ en el no. de elongaciones y una W en el no. de entradas totales (brazos
abiertos+cerrados del laberinto).

- Caja luz-obscuridad: se registré una W de tiempo en el lado iluminado de
la caja, asi como el no. de transiciones entre el compartimento obscuro y el
iluminado.

-Campo abierto: no se encontraron diferencias en la locomocion.

Harris, et al.

Raton transgénico BAPa.

DM2/SM: el ratén

- IMO (12 min),

- Las pruebas conductuales se

-Los ratones BAPa mostraron los siguientes cambios conductuales:

2001 Machos. BAPa presenta una - Evasion defensiva,  realizaron después de 12 min.de  -Caja luz-obscuridad: W no. de salidas del compartimento obscuro.
12 semanas (30 g). expresion ectépica - caja luz- IMO. -EPM: W tiempo y no. entradas a los brazos abiertos del laberinto.
n=10 BAPa (heterdcigos). de la proteina obscuridad y - Evasion defensiva: AN latencia a salir de la camara, W no. de salidas de la
n= 14 tipo silvestre. Agouti y fenotipo - EPM. camara, parametros que denotan un perfil ansiogénico.
diabético (obesidad
e hiperinsulinemia)
Kamei, et al. Ratones ICR. DM1: STZ - “Holeboard” - Aparato de madera. -Los animales tratados con STZ mostraron unaW¥ en la actividad
2001 Machos, 20 g. 200 mg/kg,i.p., (campo abierto con - Cada animal se utiliz6 sélo una exploratoria en esta prueba; se observé también una en W las conductas de
n=226 (para cada grupo) Unica dosis agujeros). vez. “head-dipping”(asomar la cabeza a los agujeros), lo que denota un perfil
- Prueba con duracién de 5 min. ansiogénico.
- Se encontré un efecto atenuado del Diazepam en los individuos diabéticos.
Li, etal. Ratas OLETF (diabéticas) y DM2 /SM: Ratas - Laberinto en agua - La cepa OLETF presenta una -Las ratas tipo OLETF mostraron los siguientes cambios conductuales:
2002 LETO (controles). OLETF son de Morris, delecion del gen que codifica -Laberinto de Morris: Las ratas OLETF muestran una ¥ en la capacidad de
Macho, 4 semanas. intolerantes a la - Prueba de evasion para el receptor CCK-A. aprendizaje.
500-600 g. glucosay inhibidora, - Plato caliente: A\ latencia para quitar la cola del plato caliente (hipoalgesia)
n=10 para cada grupo. medianamente - Plato caliente, - Neofobia limentaria: AMobia a nuevos alimentos
obesas. Desarrolla - Neofobia, -EPM: W tiempo y no. de entradas a los brazos abiertos del EPM.
DM en etapa adulta.  alimentariay - Ademas, estas ratas exhibieron hipoactividad en algunas de las pruebas
- EPM realizadas (Laberinto de Morris y el EPM).

Akasawa, et al.
2003

Ratones C57BL/6] (control) y
ob/ob (diabéticos).

Machos y hembras.

62-69 g.

n=6-7

DM2/SM: ratones
ob/ob son obesos,
carecen de leptina y
son y resistentes a
la insulina.

- EPM en su version
para raton.

- Tratamiento en los ratones
ob/ob con leptina exégena.

- Los ratones ob/ob muestran un perfil ansiogénico en el EPM.

-La conducta ansiosa de los ratones ob/ob es atenuada al administrar
leptina ex6gena, la cual produce un A\ en el tiempo y no. de entradas a los
brazos abiertos del EPM en estos animales.

Abreviaturas: DM: diabetes mellitus; DM1: diabetes mellitus tipo 1; DM2: diabetes mellitus tipo 2; EPM: laberinto elevado en forma de “+”; IMO: inmovilidad; SM: Sindrome Metabdlico;
STZ: estreptozotocina; A\: aumento; W: disminucién.
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REFERENCIA

TIPO DE CEPAY

CARACTERISTICAS DE LOS
ANIMALES

MODELO DE DM

PRUEBA
CONDUCTUAL

OBSERVACIONES

RESULTADOS

Akasawa et al,,
2007

Ratones C57BL/6 (control),
Ratones Ins?Akita (diabéticos).
Machos, 7-8 semanas.

n=5-6

DM2/SM: los
Ratones Ins?Akita
son
hiperglucémicos,
no obesos.

- EPM en su version
pararatény

- Campo abierto (de
arena circular).

- La prueba de EPM se realizd entre
las 22y 24 hrs.

- La prueba de campo abierto tuvo
una duracién de 3 minutos.

-EPM: los ratones Ins?Akiz mostraron una W en el tiempo y no. entradas a los
brazos abiertos del laberinto; W el no. total de entradas (brazos
abiertos+cerrados del laberinto).

-Campo abierto: los ratones Ins?Akita mostraron unA tiempo de IMO y una
WV en la actividad locomotora.

- Se midieron también los niveles de expresién del ARNm de distintos
neuropéptidos en los nicleos arcuatos del hipotdlamo, observando un
marcado A\ en los niveles de ARNm de AgRP y una W significativa en los de
POMC.

Watanabe et al.,,
2007

Ratas OLETF “normales” y
ratas “mutantes”, provenientes
de una

cepa congénita de ratas
OLETF, que contiene una
mutacién en el receptor
GPR10 en el hipotalamo.
n=7-10

DM2/SM: las
ratas OLETF son
intolerantes a la
glucosay
medianamente
obesas.
Desarrollan DM
en etapa adulta

-EPM,
-Campo abierto y
-Evasion defensiva

- EPM: Las ratas mutantes mostraron un A en el tiempo y no. de entradas a
los brazos abiertos del laberinto.

-Campo abierto: las ratas mutantes exhibieron un A en la locomocion.
-Evasion defensiva: las ratas mutantes mostraron una Wen la latencia a
desalojar el compartimento iluminado y un W en el tiempo que
permanecian en un compartimento obscuro de la caja.

- El receptor GPR10 (expresado en el nicleo reticular y paraventricular del
hipotalamo) puede ser un blanco farmacolégico adecuado para el
tratamiento de los desérdenes de ansiedad y/o estrés, ya que la activacion
de este receptor por su péptido endégeno (prolactin-related peptide),
modula la actividad del eje HHA.

Nishimura et al.,
2009

Ratones doble mutantes
[A-2/1A-2p, deficientes de
proteinas asociadas a los
islotes pancreaticos (IA-2) y de
los principales auto-antigenos
presentes en la diabetes tipo 1
(1A-2B)

DM1: Los ratones
mutantes
muestran
alteraciones en
pruebas de
tolerancia a la
glucosa, asi como
en la secrecion de
insulina; no. de
células

B reducido

-Plataforma elevada
-Campo abierto
-Condicionamiento
por aversion al
sabor y olfativo
-Prueba de
suspension de la
cola

- Los ratones KO mostraron los siguientes cambios conductuales:
-Plataforma elevada: un A en la latencia a descender de la plataforma
cuando ésta era mas alta.

-Campo abierto: una W en la frecuencia de visitas a los cuadros centrales de
la arena. La locomocién horizontal y vertical también se encuentra W .
-Condicionamiento por aversion al sabor y olfativo: extincién acelerada del
aprendizaje condicionado.

-Prueba de suspensién de la cola: los animales KO mostraron mayor tiempo
de IMO, en comparacién con los ratones silvestres.

-La fluoxatina y el bupropion (anti-depresivos) mostraron un efecto
atenuado en los animales KO.

Abreviaturas: DM: diabetes mellitus; DM: diabetes mellitus; DM1: diabetes mellitus tipo 1; DM2: diabetes mellitus tipo 2; EPM: laberinto elevado en forma de “+”; IMO: inmovilidad;

KO: animales knockout: SM: Sindrome Metabdlico; STZ: estreptozotocina; A\: aumento; W

: disminucion.
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REFERENCIA

TIPO DE CEPA'YY

CARACTERISTICAS DE LOS
ANIMALES

MODELO DE DM

PRUEBA
CONDUCTUAL

OBSERVACIONES

RESULTADOS

Marks et al.,
2009

Ratones C57BL/6 sometidos a
una dieta rica en grasas
durante 12 meses

P41-P51,

n=5 por grupo

DM2/SM: los
animales
sometidos a la
dietarica en
grasas mostraron
un incremento en
los niveles de
glucosa e insulina

-Caja luz-obscuridad
-EPM
-Enterramiento de
canicas

-Administracién de insulina por via
intra-nasal durante 5 dias

-Los animales sometidos a una dieta rica en grasas mostraron un perfil
ansiogénico en las tres pruebas conductuales realizadas:

-Caja luz-obscuridad: W en el tiempo que el animal pasaba en el
compartimento iluminado.

-Enterramiento de canicas: A\en el no. de canicas enterradas.

-EPM: ¥ en el tiempo que el animal pasaba en los brazos abiertos del
laberinto y en el no. de entradas (brazos abiertos+cerrados).

-Los animales sometidos a la dieta rica en grasas y que fueron tratados con

a causa del insulina intra-nasal mostraron una disminucién en los niveles de ansiedad
tratamiento en las 3 pruebas conductuales evaluadas.
Abraham et al,, Ratas Wistar macho DM1: STZ -EPM -Las pruebas conductuales se -EPM: los animales tratados con STZ mostraron un perfil ansiogénico: una
2010 200-250 g 55 mg/kg realizaron 15 dias posteriores al W en el tiempo de exploracién en los brazos abiertos del laberinto, asi como
n=6-8 por grupo (admon. por via tratamiento con STZ en el no. de entradas a estos espacios.
intrafemoral) - Se probo el efecto del tratamiento - El perfil ansiogénico en las ratas diabéticas fue revertido por el

Unica dosis

con piridoxina y un extracto de la
hoja de una planta utilizada
tradicionalmente en medicina
ayurbédica, llamada Aegle

tratamiento combinado con piridoxina y el extracto de A. marmelosa

marmelosa
Finger et al, Ratones C57BL/6] (control) y DM2/SM: los -Caja luz-obscuridad  -Los procedimientos conductuales -Caja luz-obscuridad: los ratones ob/ob mostraron una W en el porcentaje
2010 ob/ob (diabéticos). ratones ob/ob -Prueba de se realizaron en un periodo de 34 de tiempo que el animal pasaba en el compartimento iluminado del aparato,
Machos y hembras son obesos, hiponeofagia dias asi como en el no. de transiciones hacia uno y otro lado de la caja.
5 semanas de edad carecen de -Hiponeofagia: los ratones ob/ob mostraron un perfil ansiogénico en esta
n=12 por grupo leptinay sony prueba, caracterizado por un A\ en la latencia para iniciar a comer en un
resistentes a la espacio con poca luz. No se encontraron diferencias cuando la prueba fue
insulina realizada con un espacio muy iluminado.
Jung et al., Ratones ICR machos DM1: STZ -EPM - Las pruebas conductuales se -Los ratones tratados con STZ mostraron los siguientes cambios:
2010 20-30 g 100 mg/kg, i.p., -Prueba de evasiéon realizaron 1 semana después a la -EPM: una W tanto en el porcentaje de tiempo en los brazos abiertos del
n=15 Unica dosis pasiva inyeccion de STZ laberinto, como en el no. de entradas realizados a estos espacios.

-Prueba de evasién pasiva: una W en la latencia para entrar al
compartimento obscuro de la caja, donde el animal recibe un choque
eléctrico, lo cual indica fallas en la consolidacién de la memoria en estos
animales.

Abreviaturas: DM1: diabetes mellitus; DM2: diabetes mellitus tipo 2; EPM: laberinto elevado en forma de “+”; IMO: inmovilidad; L-Y: laberinto elevado en forma de Y;
SM: Sindrome Metabdlico; STZ: estreptozotocina; A\: aumento;¥: disminucién.
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Sharma et al,, Ratones obesos de la cepa DM2/SM: los -EPM -EPM: los ratones db/db tanto juveniles, como adultos, mostraron un perfil
2010 C57BL/Ks] (db/db, n=12-13)y  ratones db/db -Campo abierto ansiolitico en esta prueba, caracterizado por un A\ en el tiempo de
sus respectivos controles son obesos, -Nado forzado exploraciéon y no. de entradas a los brazos abiertos del laberinto.
flacos (n=18-20). hiperglucémicos, -Prueba de psicosis -Campo abierto: no se observaron cambios significativos en el tiempo que
Juvenil: 5-7 semanas hiperinsulinémi- de pre-pulsos los animales pasaron en los cuadros centrales vs. periféricos de la arena, ni
Adultos: 10-11 semanas cos, hiperfagicos inhibidos (PPI) en los individuos juveniles, ni en los adultos. Se report6 una ¥ en la
y polidipsicos -L-Y locomocion de los animales en esta prueba conductual.
-Nado forzado: los ratones db/db tanto juveniles, como adultos mostraron
un A en el tiempo de IMO
-PPI: Los ratones db/db adultos mostraron una W en el porcentaje de
pulsos inhibidos, medida considerada como un sintoma de psicosis.
-L-Y: no se registraron cambios estadisticamente significativos entre los
grupos experimentales.
Canetal, Ratas Wistar DM1: STZ -EPM -Las pruebas conductuales se -Los animales tratados con STZ mostraron los siguientes cambios
2011 200-250g 60 mg/kg -Actividad realizaron 3 dias posteriores a la conductuales:
n=7 por grupo (admon. por via locomotora inyeccion de STZ -EPM: W tanto en el porcentaje de tiempo en los brazos abiertos del
intravenosa) espontdnea - Se evaluaron los efectos de un laberinto, como en el no. de entradas realizados a estos espacios.

Unica dosis

-Nado forzado
-Prueba de evasion
activa

extracto alcohélico de las partes
aéreas de la planta Hypericum
perforatum L. en dosis de 125y 250

mg/kg

-Actividad locomotora espontanea: Wen la actividad locomotora

-Nado forzado: A en el tiempo de IMO

-Evasion activa: A\ en la latencia y una W de respuestas evasivas en una
camara en la que reciben choques eléctricos, estas medidas indican fallas
en los procesos de memoria y aprendizaje en ellos.

-El extracto de H. perforatum L. produjo efectos ansioliticos y anti-
depresivos en los animales tratados con STZ, probablemente a causa de los
efectos “anti-diabéticos” producidos por el extracto.

Husain et al,,
2011

Ratas Charles Foster
180-190g

DM1: STZ
65 mg/kg, i.p.,
Unica dosis

-EPM

-Campo abierto
(como prueba de
locomocion)
-Nado forzado

-Las pruebas conductuales se
realizaron 14 dias posteriores a la
inyeccion con STZ

-Se prob¢ el efecto de un extracto
hidroalcohélico de Hypericum
perforatum en dosis de 100y 200
mg/kg

-Los animales tratados con STZ mostraron los siguientes cambios
conductuales:

-EPM: W tanto en el porcentaje de tiempo en los brazos abiertos del
laberinto, como en el no. de entradas realizados a estos espacios.

-Campo abierto: W en la locomocién de los animales medida en su
componente horizontal y una W en el tiempo de exploracién de los cuadros
centrales de la arena.

-Nado forzado: Aen el tiempo de IMO

-El tratamiento con H. perforatum produjo efectos ansioliticos y anti-
depresivos en los animales tratados con STZ

Abreviaturas: DM1: diabetes mellitus; DM2: diabetes mellitus tipo 2; EPM: laberinto elevado en forma de “+

A\: aumento; W: disminucién.

«,n

;IMO: inmovilizacién; SM: Sindrome Metabdlico; STZ: estreptozotocina;
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Rajashree etal.,, Ratas Wistar macho y hembra, = DM1: STZ -EPM con un -Las pruebas conductuales se -Los animales tratados con STZ mostraron una W tanto en el tiempo en los
2011 Juveniles 50 mg/kg, i.p., protocolo especial realizaron 10 y 20 dias posteriores brazos abiertos del laberinto, como en el no. de entradas realizados a estos
45-50g Unica dosis para medir alainyeccion de STZ espacios, tanto a los 10, como a los 20 dias.
ansiedad y -En el protocolo de aprendizaje realizado en el EPM se observo que los
aprendizaje en el animales tratados con STZ mostraron un A\ en la latencia para abandonar
mismo aparato los brazos abiertos del laberinto y transferirse a los brazos cerrados del
aparato. Estas observaciones denotan una deficiencia en la capacidad de
aprendizaje en estas ratas, tanto a los 10, como a los 20 dias.
Aksu et al,, Ratas albinas, hembras DM1: STZ -EPM -Las pruebas conductuales se -EPM: los animales tratados con STZ mostraron una W en el tiempo que
2012 n=7 por grupo 65 mg/kg, i.p., -Campo abierto realizaron 16 dias después de la pasaban en los brazos abiertos del laberinto.

Unica dosis inyeccién de STZ -Campo abierto: los animales mostraron una W en el no. de entradas a los
cuadros centrales de la arena. No se observaron cambios significativos en la
actividad locomotora al compararse con los controles.

-Los animales tratados con STZ mostraron una ¥ en los niveles plasmaticos
de IGF-1 (insulin-like grow factor-1) y un A\ en los de CORT. Ademas,
exhibieron un A\ en el no. de neuronas apoptéticas en la corteza prefrontal.
-Se observé una W en los niveles de la enzima superéxido dismiutasa en
esta region cerebral, acompanado de un A\ en los niveles de
malondialdehido (indicadores de estrés oxidativo).
-El tiempo de exploracién en los brazos abiertos del laberinto correlaciond
positivamente con los niveles de IGF-1 en la corteza prefrontal. Por lo
tanto, se sugiere que las estrategias terapéuticas que produzcan un A en los
niveles de IGF-1 (plasmaticos y cerebrales) puede prevenir las secuelas
psiquiatricas observadas en los pacientes con DM.
Ho etal, Ratones C57BL/6] machos DM1: STZ -LE-0 Las pruebas conductuales se -En los ratones tratados con STZ exhibieron las siguientes conductas:
2012 8 semanas de edad 195 mg/kg, i.p., -Prueba de realizaron entre 2 y 3 semanas -LE-0: no se observaron cambios significativos entre los grupos
n=8-10 por grupo Unica dosis suspension de la después de la inyeccion de STZ experimentales; la administracion de insulina exégena tampoco produjo
cola cambios significativos.
-Actividad -Prueba de suspension de la cola: se registrd un A\en el tiempo de IMO
locomotora -Actividad locomotora espontanea: W en la actividad locomotora, la cual no
espontanea pudo ser revertida con la administracién de insulina exégena.

w,»

Abreviaturas: CORT: corticosterona; DM1: diabetes mellitus; DM2: diabetes mellitus tipo 2; EPM: laberinto elevado en forma de “+”;IMO: inmovilidad; LE-0: laberinto elevado en forma de
cero; SM: Sindrome Metabélico; STZ: estreptozotocina;A\: aumento;W: disminucién.
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Rebolledo-Solleiro Ratas Wistar macho DM1: STZ -EPM Las pruebas conductuales se - Los animales probados 5 dias posteriores al tratamiento con STZ no
etal, 2013 250-280g 100 mg/kg, -Campo abierto realizaron 5y 10 dias posterioresal =~ mostraron cambios estadisticamente significativos en ninguna de las
n=22 dividida en dos tratamiento con STZ pruebas realizadas.
dosis -Los animales probados 10 dias posteriores al tratamiento con STZ
consecutivas de mostraron los siguientes cambios conductuales:
50 mg/kg, i.p. -Un A\ en el consumo de agua, comparable al de animales restringidos del
vital liquido por 48y 72 hrs.
- EPM: las ratas tratadas con STZ mostraron un A en el tiempo de
exploracién y no. de entradas a los brazos abiertos del laberinto
-Campo abierto: se observé un A en el tiempo que el animal pasaba
realizando conductas de congelamiento y una W en el tiempo que exploraba
los cuadros centrales de la arena.
Sharma y Fulton, Ratones C57BI/6, machos, DM2/SM: los -EPM -Los animales sometidos a la dieta rica en grasas y en azicares mostraron

2013 adultos, sometidos a una dieta  animales con la -Campo abierto niveles basales altos de CORT tanto en reposo, como después de la prueba
rica en grasas y azucares dieta rica en -Nado forzado de estrés por IMO. Ademas, se observaron los siguientes cambios
durante 12 semanas grasas muestran -Actividad conductuales en ellos:
n=8-12 por grupo un incremento locomotora -EPM: W el porcentaje de tiempo en los brazos abiertos del laberinto
del peso corporal  espontanea -Campo abierto: W en el tiempo y no. de entradas a los cuadres centrales de
del 40% aprox. - IMO (4 minutos) la arena
-Nado forzado: A tiempo de IMO
-Actividad locomotora espontanea: no se encontraron cambios
significativos entre los grupos experimentales
Ates etal.,, Ratas Wistar macho, DM1: STZ -Campo abierto -Las pruebas conductuales se -Los animales tratados con STZ mostraron un A\ en los niveles basales de
2014 adultas 45 mg/kg, i.p. -EPM realizaron 4 semanas después de la CORT, y una W en los niveles plasmaticos de leptina y en la expresion de los

n=10 por grupo

Unica dosis

-Nado forzado inyeccion con STZ

niveles del receptor de leptina en la corteza prefrontal. También se reporta
también un A\ de neuronas apoptoéticas en dicha region cerebral.

-Los animales tratados conSTZ mostraron los siguientes cambios
conductuales::

-EPM: W el de tiempo en los brazos abiertos del laberinto y un A\ en el
tiempo en los brazos cerrados del aparato

-Campo abierto: W tiempo en los brazos centrales de la arena yun/enla
locomocién horizontal

-Nado forzado: A tiempo de IMO

w,m,

Abreviaturas: CORT: corticosterona; DM1: diabetes mellitus; DM2: diabetes mellitus tipo 2; EPM: laberinto elevado en forma de “+”; IMO: inmovilidad; SM: Sindrome Metabdlico;
STZ: estreptozotocina; A\: aumento;W: disminucién.
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Stefannello et al., Ratas Wistas macho, DM1: STZ -Prueba de evasion -Los animales inyectados con STZse  -Los animales tratados con STZ mostraron los siguientes cambios
2014 adultas 60 mg/kg, i.p. inhibidora sometieron a un tratamiento con conductuales:
220-300g Unica dosis -Campo abierto acido clorogénico (AC, 5mg/kg), -Prueba de evasién inhibidora: W la latencia para descender de la
n=5-10 por grupo -EPM cafeina (CA 15 mg/kg) y café (CF, plataforma electrificada, indicando una reduccién de la memoria. El
0.5 g/kg) tratamiento con AC previno la pérdida de memoria en los animales tratados
con STZ.
-Campo abierto: no se encontraron cambios significativos en la locomocién
registrada en ninguno de los grupos experimentales
-EPM: W el porcentaje de tiempo en los brazos abiertos del laberinto,
acompariado de un A\ en el porcentaje de tiempo en los brazos cerrados del
aparato. El tratamiento con el AC tuvo un efecto ansiolitico en los animales
tratados con STZ.
-El tratamiento con CA y CF tuvo un efecto ansiogénico en los animales
control.
Garabadu y Ratas Charles Foster DM2: -EPM, previa -5 grupos experimentales distintos: -Los animales tratados con STZ manifestaron un perfil ansiogénico en el
Krishnamurthy, macho, adultas Nicotinamida exposicion a un CONT, STZ, STZ+Diazepam (1 EPM en comparacion con el grupo control. El tratamiento con Diazepam y
2014 200-250 g (110 mg/kg, ip., paradigma de estrés  mg/kg, i.p.), STZ+Metformina Metformina produjeron efectos ansioliticos.

n=6 por grupo

15 min. Previos a
la administracion
de STZ) +

STZ (45 mg/kg,
ip)

por frio

(25 mg/kg, p.o.) y STZ+ Diazepam y
Metformina

- Se realizaron pruebas de estrés
oxidativo en distintas regiones
cerebrales (hipocampo,hipotalamo,
estriado, ndcleo accumbens
amigdala y corteza prefrontal)

-La monoterapia con Diazepam o con Metformina produjo un mejor
desempefio en los individuos diabéticos que fueron sometidos a pruebas de
tolerancia a la glucosa y de sensibilidad a la insulina. Ademas, redujeron los
niveles de hiperglucemia en los animales tratados con STZ, asi como los
niveles de triglicéridos, colesterol, resistencia a la insulina y CORT.

- Todos los parametros (metabélicos y conductuales) tuvieron mejores
efectos con la terapia combinada (Diazepam+Metformina), en comparacion
con los regimenes de monoterapia.

-Los marcadores de estrés oxidativo en las regiones cerebrales estudiadas
se redujeron de forma significativa con el tratamiento del
Diazepam+Metformina.

-La terapia combinada también produjo la reduccioén significativa de la
formacion de ulceras gastricas en los animales tratados con STZ, en
comparacion con la monoterapia.

Abreviaturas: CORT: corticosteroona; DM1: diabetes mellitus; DM2: diabetes mellitus tipo 2; EPM: laberinto elevado en forma de “+”; IMO: inmovilidad; SM: Sindrome Metabélico;
STZ: estreptozotocina; A\: aumento;W: disminucién.
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Rebolledo-Solleiro Ratas Wistar macho DM1: STZ -Enterramiento -Se administré en los animales -Los animales tratados con STZ mostraron un A\ en el tiempo que el animal
2014 250-280g 100 mg/kg, defensivo tratados con STZ un antagonista pasaba realizando conductas de congelamiento en la prueba de
(este trabajo) n=24 dividida en dos selectivo de los receptores tipo enterramiento defensivo.

dosis D1(SCH23390, en una dosis de 100 - El efecto anterior en los animales tratados con STZ fue revertido con la
consecutivas de ng/lado)a través de canulas intra- administracién bilateral, intra-amigdalina del SCH23390, i,e., W el tiempo
50 mg/kg, i.p. amigdalinas, bilaterales de congelamiento.

-Las pruebas conductuales se
realizaron 10 dias después del la
inyeccién con STZ

Rebolledo-Solleiro ~ Ratas Wistar macho sometidas ~ DM2/SM: las -EPM -Las pruebas conductuales se -EPM: no se detectaron cambios significativos entre el grupo control y el
2014 auna dietarica en ratas muestran -Campo abierto realizaron 6 meses posteriores al tratado con la solucién de sacarosa.
(este trabajo) carbohidratos (solucion de obesidad central,  -Enterramiento inicio del tratamiento con la -Campo abierto: los animales tratados con la solucién de sacarosa

sacarosa al 20%) hiperinsulinemia,  defensivo solucién de sacarosa al 20% mostraron un perfil ansiogénico, caracterizado por un A\ en el tiempo que el

250-280 g dislipidemia, animal pasaba realizando conductas de congelamiento y una W en el tiempo

n=25 hipertension y que exploraba los cuadros centrales de la arena.
prueba de -Enterramiento defensivo: los animales tratados con la solucién de sacarosa
tolerancia a la mostraron un perfil ansiogénico, caracterizado por un A\ en el porcentaje de
glucosa alterada tiempo que el animal pasaba realizando conductas de enterramiento.

Abreviaturas: CORT: corticosterona; DM1: diabetes mellitus; DM2: diabetes mellitus tipo 2; EPM: laberinto elevado en forma de “+”; IMO: inmovilidad; SM: Sindrome Metabdlico;
STZ: estreptozotocina; A\: aumento;W: disminucién.
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HIGHLIGHTS

* Thirsty rats show an anxiolytic-like behavior in the elevated plus-maze.

» Streptozotocin-treated rats show an anxiolytic profile in the elevated plus-maze.
* Elevated plus-maze studies in thirsty rats may be misleading.

» Walls in the elevated plus-maze form visual barriers which affect their results.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Conflicting results have been obtained by several groups when studying the effects of streptozotocin (STZ)-
Received 6 July 2012 ) treated rats in the elevated plus-maze (EPM). Since thirst is a prominent feature in STZ-induced diabetic-like
Received in revised form 9 April 2013 condition, we studied whether the walls of the closed arms of the EPM, by limiting the search for water in the
Accepted 3 August 2013

environment, may contribute to the observed differential behavioral outcomes. The aim of this study was to
ascertain whether visual barriers within the EPM have an influence on the behavior of STZ-treated rats in this
test of anxiety. A striking similarity between STZ-treated (50 mg/kg, i.p., in two consecutive days) and water
deprived rats (72 h) was found in exploratory behavior in the EPM, showing an anxiolytic-like profile. However
the anxiolytic response of STZ-treated rats exposed to the EPM shifts into an anxiogenic profile when they are
Open-field test subsequently tested in the open-field test, which unlike the EPM is devoid of visual barriers. Likewise, water
Water deprivation deprived rats (72 h) also showed an anxiogenic profile when they were exposed to the open-field test. Our
Rats results indicate that experimental outcomes based on EPM observations can be misleading when studying phys-
Anxiety iological or pathological conditions, e.g. diabetes, in which thirst may increase exploratory behavior.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

Available online 12 August 2013
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1. Introduction

There is strong evidence that type-1 diabetes mellitus increases the
risk for affective and anxiety disorders. Using a meta-analytical approx-
imation, Anderson and colleagues [1] provided evidence for an associa-
tion between anxiety disorders and hyperglycemia in diabetic patients.
In the last decade, it has also been established that the prevalence of
anxiety disorders (generalized anxiety disorder, agoraphobia, social
phobia, and post-traumatic stress disorder) in diabetic patients is higher
than in the general population [2-5], supporting the idea that there
exists a relationship between diabetes and anxiety.

* Corresponding author at: Apartado Postal 70-253, México DF 04510, Mexico. Tel.: +52
55 56225659; fax: 452 55 55500064.
E-mail address: mperez@ifc.unam.mx (M. Pérez de la Mora).

0031-9384/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.physbeh.2013.08.002

One of the most used and well characterized methods to induce a
diabetic-like condition in rodents is the administration of streptozotocin
(STZ), which results in the destruction of pancreatic 3- cells [6,7]. STZ-
treated rats exhibit hypoinsulinemia [6,8,9], hyperglycemia, glycosuria,
polyuria [6], polyphagia and polydipsia [4], among other symptoms that
characterize type 1 diabetes mellitus in humans. A marked loss of body
weight is also observed in these animals [6,9,11].

Furthermore, it has been demonstrated that STZ-treated rats display
increased anxiety- like behavior in different paradigms, such as the social
interaction test, the open-field test, the zero maze, [12] and the hole-
board test [13]. However, when the behavior of STZ-treated rats was
studied in the elevated plus maze (EPM) - an unconditioned animal
model extensively used in anxiety research [14-16] - anxiogenic [12],
anxiolytic [17] or unaltered profiles [18] were found.

Interestingly, a similar behavioral outcome seemingly occurred
when the emotional profile of water-deprived rats was studied in
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different tests of anxiety since whereas anxiogenic-like behavior was
displayed in the shock-probe burying test [19], an anxiolytic response
was observed in the EPM [20].

Since polydipsia is a physiological condition which signals thirst, and
the walls of the closed arms of EPM represent visual barriers which limit
the sight of the maze environs including its open arms [14,21], we
wondered whether thirst may drive STZ-treated animals to explore its
open arms looking for water, thereby given a misleading idea of their
affective state. The present work was aimed to study this possibility.

2. Materials and methods
2.1. Animals

142 adult male Wistar rats (250-300 g) bred in the Instituto de
Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de México, Mexico
City, were used. Rats were housed in a controlled environment
(temperature = 22 °C, lights on at 06:00-18:00 h) in groups of 4 or 5
animals per cage with food (Purina chows) and water ad libitum, with
the exception of those animals that were used for the water deprivation
experiments (see below). The experiments were conducted according
to the guidelines established by the local Mexican Ethics Committee
according to the “International Guiding Principles for Biomedical
Research Involving Animals”, Council for International Organizations
of Medical Sciences, 2010. Efforts were taken to minimize animals' suf-
fering throughout all experimental procedures.

2.2. Streptozotocin treatment

Streptozotocin (STZ) was administrated at a dose of 100 mg/kg
(diluted in a 90 mM citrate buffer, pH 4.8) injected on two consecutive
days (50 mg/kg, i.p., each day) as described by Vilchis and Salceda [22].
Non-diabetic rats received vehicle only. Since under these conditions
blood glucose levels were significantly increased in 96% of the animals
5 days after treatment, the behavioral evaluations in the EPM were
made either 5 or 10 days after STZ treatment (STZ-5 and STZ-10 groups,
respectively). Blood glucose levels were measured in non-fasted rats
with the aid of a glucometer (Accu-Chek). Hyperglycemia was con-
sidered when blood glucose levels were above 300 mg/ml. Body
weight was registered both before STZ treatment and after behavioral
testing.

2.3. Water deprivation

Based on the reports by Saldivar-Gonzalez et al. [19] and McBlane
and Handley [20], rats were deprived of water for 48 and 72 h prior
testing either in the EPM or the open-field test. Water-deprived groups
had free access to food throughout the experiment and water was given
to them immediately after the end of the experiment. Rats from the
control group received water and food ad libitum.

2.4. Behavioral procedures

Animals were handled for 5 min once a day for 3 or 4 consecutive
days. Rats were kept overnight in the experimental room in order to
avoid context influences and to keep their basal anxiety levels as low as
possible. Behavioral experiments were conducted between 10:00 and
16:00 h in a sound-attenuated room equipped with video-recording
facilities. The devices used for the evaluation of behavior were placed
beneath the video camera, and behavior was recorded in the absence of
any observer. In all the experiments, rats were assigned to each group
and tested in a randomized manner. Each animal was used only once.

2.4.1. Elevated plus-maze
The maze used in this work was based essentially on the design of
Pellow et al. [14] and was constructed as previously described [21]. It

consisted of two open arms (50 x 10 cm) and two enclosed arms
(50 x 10 x 40 cm) with an open roof. The arms intersected at the central
square (10 x 10 cm). The maze was elevated 50 cm from the floor by a
pedestal joined to the central square. In order to avoid rats falling from
the maze, wooden sledges (0.5 x 0.5 cm) were attached along the
edges of the open arms. Rats were placed on the central square of the
maze facing an open arm at the beginning of the test, and were allowed
to explore the maze for 5 min. The number of entries to the open arms
(expressed as the percentage of the total number of arm entries) and
the total time spent in these arms of the maze were taken as an anxiety
index (the higher the index, the lower the anxiety). The total number
of arms (open + closed) entries was taken as a measure of locomotion
[14,21]. An entry was counted when the four paws of the rat were placed
in the respective arm. The maze was cleaned with detergent and dried
before each trial. The illumination level at the central square of the
maze was 5.1 Ix during testing.

24.2. Open-field test

Since time spent in the center of the open field is considered a
measure related to anxiety [23], in order to further analyze this behav-
ior, STZ-treated rats were placed in an open field immediately after
being evaluated in the EPM. Anxiety-like behavior and locomotion
were also studied in naive rats that were deprived from water for either
48 or 72 h. Evaluations were carried out in an arena (50 x 50 x 30 cm)
divided into 25 squares (10 x 10 cm) as previously described [21]. Each
rat was placed in the center of the arena and was allowed to explore it
for either 5 or 10 min. The time spent in the central squares of the
arena was quantified, as well as the time that the rat spent in freezing
behavior. Freezing behavior was defined as the absence of any move-
ment of the rat with the exception of those needed for breathing. For
measuring locomotion photoelectric-cells were used to record the
horizontal movements of the animals through the arena (OMNIALVA,
Mexico City, Mexico). Each wall contained 10 photoelectric cells sepa-
rated by 5 cm from each other that were located 4.0 cm above the
arena. The box was interphased with a PC that allowed estimating
quantitatively the number of beam interruptions through the photo-
cells during the locomotion of the animal in the arena and transforming
them into arbitrary locomotion events with a sample frequency of
10 Hz. Light intensity at the center of the arena was 138 Ix.

2.4.3. Water consumption test

Experiments were carried out in an acrylic box (47 x 32 x 20 cm)
equipped with a 25 ml pipette mounted on the top of the box. The tip
of each pipette was positioned 10 cm above the floor. Water restricted
(control, 48 and 72 h) rats and STZ-treated animals (vehicle, STZ-5
and STZ-10) were placed individually in this apparatus after open field
testing in order to quantify their consumption of water for 10 min.

2.4.4. Statistical analysis

All data are expressed as means 4+ SEM. Normal distribution was
tested using the Kolmogorov-Smirnov test. One-way ANOVA followed
by Dunnett's or Tukey's post-hoc tests when required were used for
comparisons between groups under the same experimental condition
(water deprivation or STZ-treatment). Significance was set at P < 0.05.
Statistical parameters were computed using GraphPad Prism 5 statistical
software.

3. Results
3.1. Body weight

Water deprivation for either 48 or 72 h before testing in the EPM
resulted in a significant body weight reduction of 11% and 21%, re-
spectively, as compared with their initial body weight (the initial
body weight for each group was: control rats: 273 + 6.8; 48 h:
294 4 54; 72 h: 291 4 6.1). Control rats showed a 12.5% body
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Table 1
Body weight and blood glucose levels measured in either water deprived or streptozotocin-
treated rats.

Experimental condition Body weight Blood glucose levels = Size
difference (g) (mg/dl) sample

Water deprivation Control (+)281+32 nd 22
48 h (=)329+3" nd 15
72 h (—)483 £ 84" nd 16
Streptozotocin- Vehicle (+)558+ 16 133 +5 22
treatment STZ-5 (=) 189 + 0.7° 524 + 23° 22
STZ-10 (—)25.6 & 1.1° 534 + 14° 22

nd: not determined.

2 Control vs. 48 h and 72 h body weight difference (One-way ANOVA, post-hoc Dunnett,
p < 0.001).

b Vehicle vs. STZ-5 and STZ-10 body weight difference (One-way ANOVA, post-hoc
Dunnett, p < 0.001).

¢ Vehicle vs. STZ-5 and STZ-10 blood glucose levels (One-way ANOVA, post-hoc Dunnett,
p < 0.001).

weight gain through all the experiment (72 h) (Table 1). Similar body
weight changes were observed in those rats that were deprived from
water and immediately tested in the open-field (data not shown).
STZ-treated rats showed a significant reduction in their body weight
both at 5 (7%) and 10 (11%) (F2, 63y = 70, P < 0.0001) days after the
beginning of the STZ treatment (the initial body weight for each group
was: vehicle-treated rats: 260 4 6.8; STZ-5: 273 £ 4.1; STZ-10:
262 4 4.6). In contrast, vehicle-treated rats gained a 21.5% of their initial
body weight throughout the 10 days of the experiment (Table 1).

3.2. Blood glucose levels

STZ-treated animals showed a significant increase (F,, 63y = 194,
P <0.0001) in blood glucose levels as compared with the vehicle-
treated group (Table 1). No hyperglycemia was found 3 days after a
single dose of 50 mg/kg STZ (results not shown).
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Fig. 1. Water consumption was significantly increased (a) following 48 or 72 h of water
deprivation and (b) 10 days after STZ treatment. Bars represent mean + SEM. Numbers
above bars indicate sample size. *** P < 0.0001, Tukey test.

3.3. Effects of either water deprivation or STZ-treatment on water
consumption

As shown in Fig. 1a, water consumption was significantly increased
following 48 and 72 h of water deprivation (F, 35y = 128; P < 0.0001)
as compared to the controls. The same effect was observed in the
STZ-treated rats (F(2, 25y = 113; P < 0.0001) even though this effect
was only observed 10 days after STZ treatment (Fig. 1b). Although
no systematic measurements were carried out, it was notable from
the bedding material that the STZ-treated rats urinated more than
the vehicle-control group.

3.4. Effects of either water deprivation or STZ-treatment on the behavior of
rats in the elevated plus-maze

As depicted in Fig. 2, both water deprivation and STZ treatment
enhanced the exploration of the open arms of the maze. Water-
deprived rats showed an increase in the time they spent in the open
arms of the EPM (F,, 50y = 11, P < 0.001) reaching statistical signifi-
cance only in the 72 h water deprived group, as compared to the
other groups (against control, P < 0.001; against 48 h water deprived
group; P < 0.01) (Fig. 2a). A similar effect was found in the percentage
of entries into the open arms of the maze (F(, 50y = 28, P <0.001)
(Fig. 2b). Likewise, 10 days after STZ-treatment, rats spent more time
in the open arms of the maze (F,, ¢3) = 4.3, P < 0.01) when compared
to the vehicle-treated group (P < 0.05) (Fig. 2d). Consistent with these
results an increase in the percentage of entries into the open arms of
the maze was observed after treatment with STZ (Fp, 63y = 7.9,
P < 0.01) which accounted for the difference between the STZ-10 group
and both the vehicle-injected and the STZ-5 groups (P < 0.01, Fig. 2e).
No effects were observed in the total number of entries into the
open + closed arms of the EPM both in water deprived (F, 50y = 0.76,
P = 0.47) (Fig. 2c) and STZ-treated (F,, 63y = 2.8, P = 0.07) (Fig. 2f)
rats.

3.5. Effects of STZ-treatment on the behavior of rats in the open field test as
measured immediately to their exposure to the EPM

As shown in Fig. 3 when the anxiety-like behavior was measured in
the open-field test immediately after its evaluation in EPM a significant
reduction (F,, 63y = 5.3, P <0.05) in the time spent in the central
squares of the arena by the STZ-10 treated rats was observed. Likewise,
an increase in freezing behavior did also occur (F ¢3) = 9.9,
P < 0.0001) in the same group of STZ-treated rats in this test.

3.6. Effects of water deprivation on the behavior of rats in the open field test

As indicated in Fig. 4 water deprivation induced a time-dependent
increase in freezing behavior which reached statistical significance after
72 h (F2, 20) = 4, P < 0.05). Furthermore, such a freezing behavior even
limited the locomotion of the rats within the arena (Fp, 20) = 9.226,
P < 0.001). In contrast, no statistical significant changes were found
on the time spent by the rats in the central squares of the open field
(F(z‘ 20) = 0.44,P > 005)

4. Discussion

The STZ-induced diabetes model has been widely used as an animal
model of type 1 diabetes mellitus because STZ destroys pancreatic
p-cells, generating severe hyperglycemia in experimental subjects
[6,7]. Our results provided evidence of the hyperglycemic condition,
body weight loss, polydipsia and polyuria indicating that rats studied
in our experiments had, as reported by other authors [6,9-11], alter-
ations observed in type 1 diabetes.

The main finding of this work was the striking similarity between
STZ-treated and water-deprived rats observed in exploratory behavior
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Fig. 2. Effect of either water deprivation or STZ-treatment on anxiety-like behavior in the elevated plus-maze. Both water deprivation (a, b) and STZ-treatment (d, e) enhanced the time
spentin (a,d) and the number of entries into (b, e) the open arms of the maze. No effects were observed on the total number of entries into the open + closed arms of the maze (c, f) under
the two experimental conditions. Bars represent mean 4+ SEM. Numbers above bars indicate sample size. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.0001, Tukey test.

in the EPM. Thus, STZ-treated and water deprived rats showed an in-
creased number of entries into the open arms of the maze and spent
more time in these arms compared to their respective control groups,
suggesting that anxiolytic effects were elicited in both experimental
conditions. Furthermore, a shift from an anxiolytic to an anxiogenic pro-
file was observed when the behavior of STZ-treated rats was evaluated
in the EPM and subsequently tested in the open field test. It is, however,
unlikely that changes in locomotion account for these results, since no
effects were observed in the total number of entries into the arms of
the EPM (open + closed), which is considered as an in-built measure
of locomotion in this paradigm [14].

Our observations carried out in water deprived rats are in line with
the study of Mc Blane and Handley [20] who found that water deprived
rats (24-48 h) spent more time exploring the open arms of the EPM,
suggesting that they display an anxiolytic profile as compared with
non-deprived controls. In line with the above, our results also show
that water deprived rats exhibit an anxiogenic-like profile in the open
field test, which unlike EPM lacks visual barriers. Such a profile was
characterized by an increased freezing behavior which because of its
severity even limited the locomotion of rats in this test. These results
however differed from the behavioral pattern observed in the open

field model after the exposition of our STZ-treated rats to the EPM
which showed avoidance for the central part of the open field rather
than an increase in freezing behavior. The reason for this difference
is unknown but it may reflect the influence of the previous experi-
ence of rats in the EPM on their coping behavior making them change
their options from an active (moving from the central into the
peripheral part of the open field) to a passive (immobility) coping
behavior. In agreement with the above Saldivar-Gonzalez et al. [19]
reported that water deprived rats (72 h) displayed an anxiogenic-
like profile in the shock/probe burying test which is also devoid of
visual barriers but that it may be more anxiogenic that the open
field test due to the presence of a continuously electrified probe
within the space explored by animal in this test. In view of the
above it is important to consider that since water consumption was
found increased in STZ-treated rats as well as in water deprived
rats, thirst is indeed a common feature in both experimental condi-
tions and may have an important role in the behavior of animals in
the EPM and perhaps in other tests of anxiety. In line with these
results, it is worth mentioning that in the work of Hilakivi-Clarke
and coworkers [18] an increase in water consumption and urination
was observed in mice.
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Fig. 3. Effect of STZ-treatment on anxiety-like behavior in the open field test as measured
immediately after animals' exposure to the EPM. (a) STZ-10 group showed a reduction in
the time spent in central squares and (b) enhancement in the time spent in freezing be-
havior as compared with the vehicle and the STZ-5 group. Bars represent mean + SEM.
Numbers above bars indicate sample size. * P < 0.05, *** P < 0.0001, Tukey test.

Our STZ results differ from those of Ramanathan et al. [12] who
reported in rats an anxiogenic-like profile in the EPM and from those
of Jung et al. [24] and Ho and collaborators [25], who observed in mice
either anxiogenic effects in the EPM or no effects in the elevated-zero
maze, respectively. In support of our results a clear anxiolytic tendency
was however observed in the EPM in mice by Hilakivi-Clarke et al. [18]
10 days after the treatment with STZ. The reasons for these discrepan-
cies are at present unclear and although they might be explained, at
least partially, on the basis of the different experimental conditions
used in each work i.e. species (rat in Ramanathan et al. [12] and ours vs.
mouse in Hilakivi-Clarke et al. [18], Ho et al. [25] and Jung et al. [24]
works), strain tested (Charles Foster in Ramanathan et al. [12] work vs.
Wistar rats in this study) or sex (male + female in Ramanathan et al.
[12] experiments), they may rather reflect differences in the protocols
used in these studies and their impact on the induction of thirst. Hence,
whereas Ramanathan and colleagues [12] treated rats with a single
50 mg/kg STZ dose, in this work STZ was given in two daily (50 mg/kg)
consecutive administrations. Moreover, anxiety-like behavior was evalu-
ated in the EPM 3 days after STZ treatment in the study of Ramanathan
and collaborators while longer time intervals were used in this work (5
and 10 days). Thus, although water intake was not measured by
Ramanathan et al. [12] the results of this work showing that polydipsia
was not present at 5 days but developed until 10 days after treatment,
suggests that rats in the work of Ramanathan and colleagues were not
as thirsty as ours at the moment of their behavioral testing. On the
other hand, since mice are more resistant than rats to the diabetogenic
effects of STZ [26] it may be feasible that mice in the study of Jung and
coworkers [24] had been less thirsty than both our rats and the mice of
Hilakivi-Clarke et al. [18] and Ho et al. [25]. Accordingly, a similar STZ

a

250 +

200

150

100 -

FREEZING BEHAVIOR (s)
8
1

o

20

15

10 1 —l_

TIME SPENT IN CENTRAL O
SQUARES (s)

(9]

*k
1000 ~ I 1

750 n=8

500 - n=7

LOCOMOTION
(NUMER OF EVENTS)

250 A

Control 48 h 72h

WATER DEPRIVATION

Fig. 4. Effect of water deprivation on anxiety-like behavior in the open field test. A time-
dependent increase on freezing behavior (a) which was significant after 72 h was found,
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the open field (b). A significant reduction on locomotion was observed following 72 h of
water deprivation (c). Bars represent mean + SEM. Numbers above bars indicate sample
size. * P < 0.05, ** P < 0.001, Tukey test.

dose than the one used in this work (100 mg/kg), and a half of the dose
administered by the two latter groups was used in the study of Jung
and collaborators [24]. Furthermore, the continuous spatial disposition
of the open and closed quadrants in the elevated-zero maze used by
Ho et al. [25], which offers less visual barriers to animals than EPM,
may have also been involved in the decreased motivation of their STZ-
treated rodents to explore the open arms of their maze in contrast to
the increased exploration of these arms in the EPM found in this
work, and also reported in mice by Hilakivi-Clarke [18].

In view of the above considerations, it is possible that thirsty rats
(water deprived or STZ-treated), may display an increased motivation
and an enhanced drive to explore the open arms of EPM in their search
for water. Thus, under these conditions, the exacerbated thirst experi-
enced by these animals and the lack of visibility produced by the walls
of the enclosed arms, may overcome the innate threatening situation
represented by the open arms of the maze, leading to a false interpreta-
tion of the animals' behavior in this paradigm. This situation can be
compared with the outcome in the Vogel's anxiety test, in which in
spite of an impending electric shock thirsty naive rats approach the elec-
trified spout of this test and drink water [27].
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5. Conclusions

The results of this study indicate that the experimental outcomes in
anxiety-like behavior based on EPM observations can be misleading
when studying physiological or pathological conditions, such as water
intake mechanisms or diabetic syndromes, in which thirst may play a
major role.
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Abstract

Metabolic syndrome (MS) can be defined as a cluster of signs that increases the risk to
develop diabetes mellitus type 2 and cardiovascular diseases. In the last years a growing
interest to study the relationship between MS and psychiatric disorders, such as
depression and anxiety, has emerged, obtaining conflicting results. Most of the
experimental approximations to study this association have been done using transgenic
mice. Diet-induced models for MS have only examined the effects of high-fat diets.
Hence, the present work was designed to ascertain whether anxiety-like behavior was
associated with MS in rats chronically submitted to a high-carbohydrate diet (20%
sucrose in drinking water) using three different anxiety paradigms: the Elevated-Plus
Maze (EPM), the Open Field Test (OFT) and the Shock-Probe/Burying Test (SPBT).
Sucrose-treated rats showed signs of a MS-like condition: a significant increase in body
weight and body mass index, abdominal obesity, hypertension, hyperglycemia,
hyperinsulinemia and dyslipidaemia. Plasma leptin and resistin levels were also
increased. Behaviorally, the sucrose-treated group showed both avoidance to explore the
central part of the arena and a significant increase in freezing behavior in the OFT. In
addition, these animals displayed an increase in burying behavior in the SPBT, and show
a tendency to reduce the exploration of the open arms of the EPM. These results indicate
that rats under a 24-week high sucrose treatment develop a metabolic syndrome
associated to an anxiety-like behavior. Although the mechanisms responsible for these

behavioral outcomes remain to be investigated the role of leptin is emphasized.



Introduction

Metabolic syndrome (MS) may be defined as a cluster of signs that increases the risk to
develop diabetes mellitus type 2 (DM2) and cardiovascular diseases. The cardinal signs are
abdominal obesity, elevated blood pressure, dyslipidemia, hyperinsulinemia together with
insulin resistance, impaired fasting glucose levels and impaired glucose tolerance [1].

In the last years there has been a growing interest to study the relationship between MS and
psychiatric disorders, such as depression and anxiety. However, the results obtained so far
have been rather contradictory. In 2009 Carroll and colleagues [2] showed evidence for a
positive association between General Anxiety Disorder (GAD) and MS within a large
population of male US veterans from the Vietnam War. In contrast, Hildrum et al. [3] did
not find such an association between anxiety and MS in a Norwegian cohort. Two years
later, in 2011, Linville and collaborators [4] stated that the overall prevalence of MS was
the same in repatriated prisoners of the Vietnam War with and without Post-Traumatic
Stress Disorder (PTSD) when compared with a control group, whereas Weiss et al. [5]
found that PTSD is associated with increased rates of MS within an African-American
urban population. More recently, Albert et al. [6], using a cross-sectional approximation,
found that the prevalence of MS in a sample of patients with Obsessive-Compulsive
Disorder is higher than those reported in the Italian general population.

In an effort to understand the MS and its relationship to DM2, these pathological entities
had been studied using animal models that resemble its etiology at least partially.
Genetically modified rodents showing signs of MS/DM2 have been used to study the
association between these pathologies (MS/DM2) and anxiety disorders, obtaining
conflicting results. Accordingly, an anxiogenic-like profile in OLETF rats [7, 8] and ob/ob
mice [9] was reported, whereas no changes in anxiety-like behavior were observed in obese
Zucker rats by Chauloff [10]. Moreover, anxiolytic-like effects were reported by Sharma et
al. in db/db mice [11]. Thus, further analysis using other animal models of MS to study this
relationship is necessary.

Another experimental strategy to model the MS and DM2 is by changing the amount of fat
or sugar in the diet of experimental rodents (for a review see [12]). In the last years two

different groups of research, Marks et al. [13] and Sharma and Fulton [14] demonstrated



that rodents submitted to a high-fat diet showed an anxiogenic-like profile in different
anxiety paradigms. However, anxiety-like behavior has not been studied in animals
subjected to a high-carbohydrate diet. Recently, Larqué et al. [12] reported that exposing
young adult Wistar rats to high sucrose in drinking water for 8 weeks induces a MS-like
condition, i.e., abdominal obesity, insulin resistance, elevated blood pressure and
dyslipidemia. Moreover, when the animals are kept under the above experimental
conditions for longer periods (24 weeks), a slight hyperglycemia is added to the signs [15].
Since the relationship between MS and anxiety disorders using animal models which
induce a MS-like condition by using a high-carbohydrate regime has not been explored, the
anxiety-like behavior of rats on a long-term sucrose diet in three different anxiety
paradigms was studied.

Methods

Adult male Wistar rats (250-280 g) bred in the Instituto de Fisiologia Celular, Universidad
Nacional Autdnoma de México, Mexico City, were used. Rats were housed in a controlled
environment (temperature 22°C, lights on 06:00-18:00 h), two animals per cage with food
(Purina chows LabDiet 5001) and water ad libitum. The experiments were conducted
according to the guidelines established by the local Mexican Ethics Committee according
to the "International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals”,
Council for International Organizations of Medical Sciences, 2010. Efforts were taken to

minimize animals’ suffering throughout all experimental procedures.

Sucrose treatment

In order to model MS, a 20% (w/v) of sucrose solution was provided ad libitum to the
treated group for 24 weeks, as previously described [14]. Tap water was given to the
control group. Behavioral evaluations were carried out during the last week of this
treatment. Both, sucrose-treated and control rats were fed with standard rat chow composed
by 28.5% protein, 13.5% fat, and 58% carbohydrates.



Metabolic parameters

All measurements were performed at the end of the treatment. Rats were fasted for a 12 h
period, under which the sucrose solution was replaced with plain water. Animals were
anesthetized with an intraperitoneal sodium pentobarbital (40 mg/kg) injection to obtain
blood and abdominal fat samples (peripancreatic and epididymal adipose tissue). After
sampling, animals were euthanized by cervical dislocation. Blood samples were collected
from the inferior cava vein in heparinized tubes to obtain plasma and stored at -20°C until
its posterior use. Plasma insulin level was determined with a Mercodia Ultrasensitive rat
insulin ELISA system (catalog no. 10-1137-10; ALPCO) and plasma glucose was
measured with a glucose analysis Kit (Quantichrom, BioAssay Systems, Hayward, CA
USA). Triglycerides were determined by a photometric method (assays kits were
manufactured by Beckman Coulter, Inc.). Quantification of plasmatic leptin and resistin
levels were also carried out using an enzyme-linked immunosorbet assay (ELISA) kit,

according to the manufacturer’s instructions (Quantikine Mouse leptin, R&D Systems and

Rat resistin ELISA GenWay were utilized for leptin and resistin assays, respectively).

Blood pressure

The tail-cuff procedure was used to obtain systolic blood pressure (SBP) with a tail-cuff
equipment (Landing, NJ USA). Animals were trained in several sessions before to practice
the SBP measurement, which was done in preheated and awake rats. We performed an
average of five readings to obtain individual SBP values. Normal SBP was considered
between 110-135 mm Hg, while hypertension was considered when values were above 140

mm Hg.

Behavioral procedures

Animals were handled 5 min once a day for 3 or 4 consecutive days before testing. Rats
were kept overnight in the experimental room in order to avoid context influences and to
keep their basal anxiety levels as low as possible. Behavioral experiments were conducted
between 10:00 and 16:00 hrs in a sound-attenuated room equipped with video-recording
facilities. The devices used for the evaluation of behavior were placed beneath the video

camera, and behavior was recorded in the absence of any observer. In all the experiments



rats were assigned to each group and (control or sucrose-treated) tested in a randomized

manner.

Elevated Plus-Maze (EPM)

The maze used in this work was based essentially on the design of Pellow et al. [16] and
was constructed as previously described [17] with slight modifications, in order to allow
obese rats to move freely. The maze consisted of two open arms (50 x 13 cm) divided in
three quadrants, and two enclosed arms (50 x 13 x 40 cm) with an open roof. The arms
intersected at the central square (13 x 13 cm). The maze was elevated 50 cm from the floor
by a pedestal joined to the central square (see diagram). In order to avoid rats falling from
the maze, wooden sledges (0.5 x 0.5 cm) were attached along the edges of the open arms.
Rats were placed on the central square of the maze facing an open arm at the beginning of
the test, and were allowed to explore the maze for 5 min. The number of entries to the open
arms (expressed as the percentage of the total number of arm entries), and the total time
spent in these arms of the maze were taken as an anxiety index (the higher the index the
lower anxiety). The total number of arms (open + closed) entries was taken as a measure of
locomotion [16, 17]. An entry was counted when the four paws of the rat were placed in
the respective arm. The maze was cleaned with detergent and dried before each trial. The

illumination level at the central square of the maze was 5.1 lux during testing.

Open-Field Test (OFT)

Since time spent in the center of the open field is considered a measure related to anxiety
[18], in order to further analyze this behavior, sucrose-treated and control rats were placed
in an open field apparatus 1 min after being evaluated in the EPM. Evaluations were carried
out in an arena (50 x 50 x 30 cm) divided into 25 squares (10 x 10 cm) as previously
described [17]. Each rat was placed in the center of the arena and was allowed to explore it
5 min. The time spent in the central squares of the arena, as well as the time that the rat
spent in freezing behavior was quantified off line. Freezing behavior was defined as the
absence of any movement of the rat with the exception of those needed for breathing. For
measuring locomotion photoelectric-cells were used to record the horizontal movements of

the animals through the arena (OMNIALVA, Mexico City, Mexico). Each wall contained



10 photoelectric cells separated by 5 cm from each other that were located 4.0 cm above the
arena. The box was interphased with a PC that allowed estimating quantitatively the
number of beam interruptions through the photocells during the locomotion of the animal in
the arena and transforming them into arbitrary locomotion events with a sample frequency

of 10 Hertz. Light intensity at the center of the arena was 138 lux.

Shock-Probe/Burying Test (SPBT)

The test was carried out essentially as described by Treit et al. [19] and Fernandez-Guasti et
al. [20]. The test was conducted in an acrylic cage (27 x 16 x 23 cm) with its floor covered
with a uniform layer (5 cm) of fine sawdust. The cage was equipped with an electrified
probe (7 cm long, 0.5 cm thick) which protruded from one of its walls, 5 cm above the
bedding and through which the rats received an electric shock (0.3 mA) any time they come
into contact with the probe. The current was generated by a constant current shocker
(LaFayette Instruments, Inc). During the test four parameters were recorded: the total
amount of time that the rat spends burying the probe either with the forepaws or with the
hind paws (burying behavior), the total amount of time that the rat spends lying or sitting
with the body motionless except for tiny and slow lateral movements of the head (freezing
behavior), the burying behavior latency (time elapsed from the first shock to the start of the
burying behavior), and the number of shocks received by the rat during the test.

Statistical analysis

All data are expressed as means £ SEM. Normal distribution was tested using the
Kolmogorov-Smirnov test. Student’s t-test or Mann-Whitney test were used to compare
both experimental groups (Control vs. Sucrose-treated). Significance was set at P<0.05.

Statistical parameters were computed using GraphPad Prism 5 statistical software.
Results
a. Metabolic parameters

Table 1 shows the metabolic changes elicited by a treatment with a solution of 20% sucrose

for 24 weeks administered ad libitum. This experimental manipulation resulted in a



significant increase in body weight and body mass index when compared with the control
group. Moreover, animals submitted to this treatment showed an increase in the total
abdominal fat (peripancreatic+epidydimal), which also caused a significant rise in the
abdominal circumference as compared to the controls. Furthermore, we observed that
systolic blood pressure was significantly increased in the sucrose-treated group, without
changes in heart rate. Likewise, a statistically significant increase in plasma glucose, insulin
and triglycerides levels was also observed in the sucrose-treated group when compared with
the control group. Interestingly, both plasma leptin and resistin levels were elevated as

compared to the control group.

b. Behavioral evaluations

- Elevated-Plus Maze
As depicted in Figure 1, sucrose-treated rats showed a trend to decrease the time spent in
the open arms of the EPM when compared with the control group (U=230, P=0.0534)
(Fig. 1a). A similar effect was found in the percentage of entries into the open arms of the
maze (U=230, P=0.0534) (Fig. 1b). No effects were observed in the total number of
entries into the open + closed arms of the maze (U=270, P=0.2861) (Fig. 1c).
A qualitative analysis of the behavior displayed by rats in the EPM (see table 2) showed
that a higher percentage of animals within the sucrose-treated group did not explore the
open arms of the maze at all, when compared with the control group (sucrose-treated
group: 70.83% vs. control group: 44.4%). Moreover, the number of animals which
explored the second and third quadrants of the open arms of the maze was lesser within
the sucrose-treated group than within the control group (second quadrant: 6 vs. 14; third
quadrant: 2 vs. 7). Altogether, this data show that animals of the sucrose-treated group
quantitatively and qualitatively exhibit a tendency to reduce both the entries to and the

time spent in the open arms of the maze.

- Open Field Test
As shown in Figure 2a, sucrose-treated rats exhibit a significant reduction in the time

spent in the central squares of the open field, as compared with the control group (U=194,



P=0.0094). Moreover, a significant increase in freezing behavior was observed in the
sucrose-treated rats (U=149, P=0.0027) (Fig. 2b). No changes were observed in locomotor
activity between sucrose- and water-treated animals, as measured in this test (U=125.5,
P=0.2546) (Fig. 2c).

- Shock-Probe Burying Test
As indicated in Figure 3, sucrose-treated rats submitted to the SPBT showed a significant
increase in the percentage of time spent in burying behavior as compared with the controls
(U=93, P=0.0496) (Fig. 3c). No effects were elicited in the other parameters measured
during testing. Thus, neither latency to bury (U=202, P=0.8449) (Fig. 3a), total number of
shocks received (U=181.5, P=0.2405) (Fig. 3b) nor the percentage of time spent in
freezing behavior (U=226, P=0.3924) (Fig. 3d) were affected. Only the animals that

displayed burying behavior were included in this analysis.

Discussion

As reported by Velasco et al. [15] rats drinking ad libitum from a concentrated (20%; w/v)
sucrose solution for 24 weeks develop a number of metabolic and physiological alterations
such as: body weight gain, abdominal obesity, hyperglycemia, insulin resistance,
dyslipidaemia and elevated blood pressure which altogether resembles what in humans is
being considered as a MS [1, 21, 22]. Moreover, hyperleptinemia and increased plasma

resistin levels were also observed.

On this scenery, the main finding of the present study is the observation of an anxiogenic-
like profile in adult rats kept under a long-lasting carbohydrate intake, which adds to the
alterations observed in animals with MS. This anxious-like condition, present in sucrose-
treated rats, was observed in two of the three anxiety paradigms studied. Thus, in the OFT
an avoidance to explore its central part and an increase in freezing behavior was noticed. In
addition sucrose-treated rats showed an increase in burying behavior in the SPBT, which is
also considered a sign of anxiety [17, 23]. It is worth mentioning that the increase in
anxiety appears to be a specific effect, since under the same experimental conditions
locomotion was not affected despite of rise in body weight and the abdominal obesity

suffered by animals of the sucrose-treated group. Hence, locomotor activity in the OFT as



well as the EPM, in which the total number of entries into the arms (open+closed arms) of

the maze is considered as an in-built measure of locomotion [16], was not affected.

Thus, the results obtained in this study both, using the OFT and the SPBT, indicate that
sucrose treatment in rats induced an anxiogenic-like profile when compared with their
respective controls. Our data are in line with the observations made by Yamamoto et al. [7]
and Li et al. [8], which reported an anxiogenic-like profile in the EPM, the Light-Dark box
(LDB) [7] and the Food Neophobia test [8] using OLETF rats, which show obesity,
impaired glucose tolerance and late onset of hyperglycemia [24-26]. In addition, Harris and
colleagues showed an anxiogenic-like profile using the LDB and EPM in the transgenic
BPAa mice, a model for obesity and DM2 [27]. Further support to these results comes from

the work of Asakawa et al., [28] who using Ins?A*

transgenic mice (which show
hypoinsulinemia and hyperglycemia), reported a reduction in the number of entries and the
time spent by these animals in the open arms of the EPM and increased immobilization

time in the OFT.

Our data are also similar to those reported by Marks et al. [13] and Sharma and Fulton [14]
who showed that rodents having a high fat-diet displayed an anxiogenic-like profile in the
EPM [13, 14]; LDB, marble burying test [13] and OFT [14].

The lack of significant changes observed in the EPM in this study may have arise as a
consequence of a “sealing effect”, since under our experimental conditions a considerable
percentage of animals within the control group (44%) did not explore the open arms of the
maze at all. This fact makes difficult the comparison of an anxiety-like behavior between
both, the control and sucrose-treated groups. Similar observations have also been reported
by other authors [7, 8]. However, the qualitative analysis done in this paradigm showed that
rats within the sucrose-treated group explored both less frequently and less thoroughly the
open arms of the EPM than the controls. In addition, the tendency detected in our
experiments within the sucrose-treated animals to reduce both, the time spent in the open
arms, and the number of entries to these spaces, are in line with the results obtained in the
OFT and the SPBT and support the idea that sucrose-treated rats exhibit an anxiogenic-like

profile.



The mechanisms involved in the increase of anxiety-like behavior in sucrose-treated rats
observed in this work are unknown. However, protein glycation -which has been suggested
to underlay the late effects of diabetes through the formation of advanced glycation
endproducts (AGEs)- [29, 30], may have had a role in the development of the anxiety-like
behavior observed in this work, since the anxiogenic-like effects observed in our
experiments did not occur either at 8 or 12 weeks of sucrose treatment (data not shown) but
at 24 weeks when the hyperglycemic condition has already been well established.

On the other hand, plasma leptin, an adipocyte-derived hormone encoded by the ob gene
was found elevated in this work. Since leptin deficient mice (ob/ob) exhibit an anxious
phenotype [9], and acute leptin administration produces both anxiolytic effects in normal
mice [31] and attenuates anxiety in ob/ob mice [32], it may be feasible that leptin resistance
may be involved in the anxiogenic effects reported in this paper. In support to this
possibility, it has been reported that diet-induced obese rats show a self-resistance state to
leptin within the hypothalamus [33-35] and the ventral tegmental area (VTA) [36, 37],
which may have been evolved through a diminished leptin receptor gene expression
accompanied by reduced signal transduction [35] and/or a putative reduction in leptin
transport into the cerebro-spinal cord fluid (CSF) [38]. It is generally admitted that
amygdala plays a paramount role in the modulation of anxiety [39-41] and considerable
experimental evidence indicates that dopaminergic receptor mechanisms play an important
role in this modulation [42-44]. Since VTA neurons are the origin of the dopamine (DA)
innervation of the amygdala [43, 45, 46] and it has been demonstrated that conditional

knock-out mice lacking leptin receptor (Lepr?®©™

mice) in the VTA exhibit an increase in
burst firing and show an anxiogenic profile [47], it is conceivable that leptin resistance
within VTA may underlie the anxiety behavior observed in our experiments. Moreover, it
may be possible that such anxiogenic effects may be mediated through activity of dopamine
D1 receptors since the intra-amygdaloid administration of SCH-23390, a selective D1
receptor antagonist, attenuated anxiety in Lepr®@c'

responses in rats subjected both to the White and Dark test [48] and the EPM [49]. Since

mice [47] and induces anxiolytic

fructose has been reported to provoke leptin resistance [50, 51] and in this paper
experimental rats were treated with a 20 % sucrose solution to induce a metabolic

syndrome, it is conceivable that fructose from digested sucrose had contribute, after its



intestinal absorption, to the production of both the metabolic syndrome and leptin

resistance.

In agreement with other works [52-55], resistin, another adipocyte-derived hormone, was
also found increased in our sucrose-treated rats. Since recent studies have suggested a role
of resistin in depression [56], and comorbidity between depression and anxiety is a
common finding in the clinical setting, it is tempting to suggest that the high resistin levels
found in our sucrose-treated rats had contributed to the anxiety-like behavior observed in

them. Future studies on the role of resistin on anxiety are warranted.

A significant augmentation of both abdominal fat and abdominal circumference in the
sucrose-treated group was found in this work. It is well known that abdominal fat is a
source of proinflammatory molecules (IL-18, IL-6 and TNFa) [57, 58] and that waist
circumference is related to depressive/anxiety disorders [59, 60]. Since i.c.v. injection of
IL-1B and TNF-a produces anxiety-like behavior in rats in the EPM [61], and an increase
in the expression of IL-2 RNAm levels has been found associated with an anxiety-like
profile in the same paradigm [62, 63] it might be possible that proinflammatory molecules
released from the abdominal fat of our sucrose-treated rats may have also played a role in
the anxiogenic profile induced in these animals. It is clear, however, that further
experiments will be necessary to find out whether inflammatory cytokines are indeed

elevated in our sucrose treated rats and whether they have a role in anxiety.

Finally, the possibility that the increase in anxiety-like behavior observed in sucrose-treated
rats may be a consequence of the hypertension shown by these animals seems to be unlikely,
since elevated blood pressure is already present (8 and 12 weeks after sucrose treatment)

before they develop anxiety-like behavior (data not shown).

In conclusion, the results of this study support the notion that chronic sucrose treatment
results in a MS-like condition in rats and that there exists a close relationship between this
pathological entity and anxiety-like behavior. Further studies will be needed to disclose the

nature of the mechanisms underlying such associations.
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Figure legends

Fig. 1 Effect of 24 weeks-sucrose treatment on anxiety-like behavior in the elevated-plus
maze. Sucrose-treated rats showed a tendency (P=0.0534) to reduce both, time spent in
open arms (a) and the percentage of open arms entries (b) when compared with the
controls. No effects were observed on the total number of entries into the open+closed
arms of the maze (c). Bars represent means £ SEM. Mann Whitney Test. Control group

n=27, sucrose-treated group n=24.

Fig. 2 Effect of 24 weeks-sucrose treatment on anxiety-like behavior as measured in the
Open Field test. Sucrose treated group exhibited a reduction in the time spent in the
central squares (a) and an enhancement in the time spent in freezing behavior (b) as
compared with the control group. No effects were observed in locomotion (c). Bars
represent means £ SEM. Mann Whitney Test, **P<0.001. Control group n=24, sucrose-

treated group n=27.

Fig. 3 Effect of 24 weeks-sucrose treatment in rats submitted to the Shock-
Probe/Burying test. A significant increase was noticed in the sucrose treated group in the
percentage of time spent in burying behavior (c) when compared with the control group.
No significant effects were elicited on burying behavior latency (a), number of shocks
received (b) and the percentage of time spent in freezing behavior (d). Bars represent
means = SEM. Mann Whitney Test, *P<0.05. Control group n=18, sucrose-treated group
n=17.



Table 1. Metabolic parameters measured in Control and Sucrose-treated rats

Table 1

Control Sucrose-treated Size sample

Body weight (g) 584+13 667 415 *#x* 70
Body lenght (cm) 27 34:0.2 274102 70
Body mass index (Kg/m)* A -=00 6.3 +0.2 k= 70
Abdominal circumterence (cm) 224+04 251 £0.4 dkx 70
Total abdominal fat (g) == 18] 70
Systolic blood pressure 125+3 134+ 4 * 20
(mmHg)

Cardiac frequency (beats/min.) 341+ 10 362+ 10 20
Triglycerides (mg/dl) 43+ 6 74 + 9 ok 32
Plasma glucose (mg/dl) 201 13 241 +£25 % 40
Plasma msulin (mg/1) 51+£03 9.4 4 (.8 *k= 40
Plasma leptin (pg/ml) 5685 £ 733 25300 += 3274 tk= 32
Plasma resistin (ng/ml) 13 £006 28 £ 1.4 *** 32

Mean £ SEM: Student T-test, * P<0.05. *** P<0.001



Table 2

Table 2. Qualitative analysis of the behavior displayed by Control and Sucrose-
treated rats in the Elevated-Plus Maze

Control Sucrose-tfreated

(n=27) (n=24)
Number of animals that 15 7
explored the open arms (55.6%) " (29.2%) v
Number of animals which 15 7
entered to the 1% quadrant (55.6%) (29.2%)
of the open arms Central | Enctosed I
Number of animals which 14 6 "
entered to the 274 quadrant (51.9%) (25%) -
of the open arms o
Number of animals which 7 2 EPM
entered to the 3rthird 25.9%) (8.3%) diacram

quadrant of the open arms

§100 9 corresponds to the total number of animals in each group
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