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RESUMEN

Cuando un animal percibe un estimulo que amenaza su integridad implementa
conductas defensivas tendientes a enfrentar dicha situacion. Al mismo tiempo que
esto ocurre, el animal genera recuerdos sobre ese evento que le permitiran
predecir el peligro en futuras ocasiones y asi, aumentar su probabilidad de
sobrevivencia. Dichos recuerdos se forman a partir de cambios moleculares que
dan como resultado la sintesis de algunas proteinas, entre las que se encuentra el
“factor de respuesta de crecimiento temprano-1” (“early growth response-1 factor”)
mejor conocido por sus siglas en inglés como EGR-1, cuya expresion parece ser
importante tanto para la adquisicion del miedo condicionado como para su
evocacion. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados, persisten notables
discrepancias en los resultados que se han reportado hasta ahora y se desconoce
si esos hallazgos pueden generalizarse a otros modelos de condicionamiento, tal
como el enterramiento defensivo condicionado, que cuenta con una solida base
etolégica y permite condicionar rapidamente la respuesta de enterramiento. Con
base en lo anterior, y dado el papel preponderante que juega la amigdala en el
condicionamiento del miedo, en este trabajo se ha estudiado el patron de
expresion amigdalina de la proteina EGR-1 utilizando dicho modelo. Los
resultados obtenidos indican que hubo un incremento en la expresiéon de EGR-1
en los ndcleos lateral, basolateral y central, durante la adquisicion y la evocacion
del enterramiento defensivo condicionado. Estos resultados son discutidos a la luz

del papel que dichas regiones juegan en el miedo condicionado.



Capitulo 1
MIEDO
1.1 Descripcion del miedo

El miedo es un estado que surge en respuesta a un estimulo especifico
interpretado como peligroso y motiva al sujeto para su defensa (Aggleton, 1992;
Reeve, 2003; Johansen et al., 2011). Las situaciones mas comunes que disparan
el miedo son las que hacen que el sujeto anticipe que sus habilidades de
enfrentamiento no podran adaptarse a las circunstancias por venir (Orsini y
Maren, 2012).

En animales y humanos, el miedo se caracteriza principalmente por las

siguientes manifestaciones (Davis, 1997):

e Enddcrinas: elevacion de los niveles sanguineos de cortisol, adrenalina y
noradrenalina.

e Auténomas: taquicardia, taquipnea, hipertension arterial, palpitaciones,
palidez, sudoracion y alteraciones de la funcién gastro-intestinal.

e Somaticas: aumento de la tension muscular y de los reflejos musculo-
tendinosos.

e Conductuales: inmovilidad, escape y/o evitacion.
1.2 Miedo no condicionado y condicionado
Miedo no condicionado

Existen miedos que pueden tener su origen en la herencia evolutiva, es decir,
gue tienen una base innata o no condicionada (De Cantazaro, 2001). Este tipo de
miedo surge ante estimulos que representan peligros frecuentes para muchas
especies mamiferas y no esta asociado a cualquier estimulo elegido
arbitrariamente, por lo que tienen un claro valor adaptativo y es esencial para la
sobrevivencia. Esto incluye el miedo a las serpientes, a las alturas, a los grandes

animales depredadores, entre otros (De Cantazaro, 2001).



Miedo condicionado

Aunque algunos miedos pueden ser innatos, muchos miedos pueden ser
adquiridos o condicionados. Los animales son capaces de usar estimulos de su
entorno, como texturas, luz, ruidos, etc. para determinar si se encuentran en
peligro y poder responder a ello anticipadamente, aumentando su probabilidad de
sobrevivencia (Orsini y Maren, 2012). De esta manera, los organismos pueden
adaptarse al entorno que los rodea por medio de cambios en su comportamiento
generados de acuerdo a las experiencias individuales y dichos cambios se

pueden conservar en el tiempo (Dudai, 2004).
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Capitulo 2
ESTUDIO EXPERIMENTAL DEL MIEDO CONDICIONADO

A pesar de las diferencias en tamafio y complejidad de los cerebros entre
los vertebrados, los sistemas neurales que intervienen para detectar el peligro y
producir respuestas defensivas estan evolutivamente conservados y son bastante
similares (LeDoux, 2012). Con base en lo anterior, el estudio de las respuestas de
miedo y sus correlatos anatomicos Y fisioldgicos, ha sido posible gracias al uso de
modelos experimentales que usan animales (Phelps y LeDoux, 2005; Papini,
2009). Una aproximacion al estudio del miedo condicionado, es a través de las

conductas defensivas, las cuales se describen a continuacion.
2.1 Conductas defensivas

Existen estimulos aversivos que provocan respuestas innatas, las cuales
evolucionaron, ya que son una defensa exitosa en contra del dafio (Domjan,
2010). A este tipo de respuestas Bolles (1970) las denominé reacciones de
defensa especificas de la especie (citado en De Cantazaro, 2001; Domjan, 2010).
Estas conductas varian de manera predecible de acuerdo con las caracteristicas
especificas del estimulo peligroso, el tiempo de exposicion a éste y las
oportunidades conductuales disponibles (Gomez, 2002; Domjan, 2010). Por
ejemplo, en las ratas, este tipo de reacciones incluyen huir (correr), la inmovilidad
(inactividad del cuerpo excepto por la respiracion), ataques defensivos, la
tigmotaxia (aproximarse a las paredes), la busqueda de areas obscuras y el

enterramiento defensivo (De Cantazaro, 2001; Domjan, 2010).

Por ultimo, cabe mencionar que las conductas defensivas han sido clasificadas
en dos tipos: reactivas y activas. Las primeras, como la inmovilidad, aumentan la
probabilidad de sobrevivencia de un animal, disminuyendo la posibilidad de ser
detectado por un depredador. Las conductas defensivas activas, como poner
distancia fisica entre el sujeto y lo que es temido para evitar un estimulo aversivo,
permiten ejercer mayor control sobre la situacion amenazante (Gémez, 2002;
Lazaro-Mufoz, 2010).
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2.2 Modelos de condicionamiento de miedo

En un laboratorio, se utiliza comunmente el condicionamiento clasico del
miedo para estudiar como los organismos aprenden a predecir el peligro a partir
de sus experiencias previas (Paré et al.,, 2004). Este consiste en presentar
repetidamente un estimulo sensorial inocuo, llamado estimulo condicionado (EC),
emparejado con un estimulo nocivo, denominado estimulo incondicionado (EI),
como una descarga eléctrica, la cual genera una respuesta incondicionada (RI).
Después de algunos ensayos, el animal aprende que el EC, que puede ser un
estimulo diferenciado (como un tono o una luz), o las sefiales contextuales del
lugar donde se presentd el estimulo aversivo, predice la ocurrencia del El y
adquiere la propiedad de inducir por si mismo la aparicibn de respuestas
denominadas condicionadas (RC) (Domjan, 2010). La respuesta defensiva mas
comunmente evaluada en ratas es la de inmovilidad, cuya medicién directa es un
indicador del miedo condicionado. Ademas, es posible obtener medidas indirectas
de dicha conducta mediante procedimientos de supresion condicionada. Uno de
estos procedimientos es la “respuesta emocional condicionada”, en el que las
ratas son entrenadas para presionar una palanca que ocasiona la entrega de
comida en una pequefia cAmara experimental. Una vez que las ratas presionan la
palanca a una tasa estable, se inicia el condicionamiento del miedo, el cual
consiste en el emparejamiento de un tono o una luz con una breve descarga
eléctrica en las patas; a medida que las ratas adquieren el miedo condicionado,
se llega a suprimir la presion de la palanca durante el EC. Otro procedimiento de
supresion condicionada es el de “supresién del lengleteo”, en el que a ratas
previamente privadas de liquido, se les presenta un EC temido (como un tono) y
se registra la conducta de lengtieteo del bebedero en una camara experimental;
en este caso, el miedo condicionado se mide por la latencia para completar cierto
namero de lengieteos (Domjan, 2010). Otra reaccion de defensa especifica de la
especie que puede ser evaluada durante un procedimiento de condicionamiento,
es el enterramiento defensivo (DeBoer y Koolhaas, 2003), el cual sera descrito

con detalle mas adelante en este capitulo.
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Por otra parte, existen modelos con base en el condicionamiento
instrumental, que permiten medir conductas como la evitacion. Entre ellos se
encuentran el modelo Sidman de evitacion sefalizado (véase Moscarello y
LeDoux, 2013) y el no sefalizado (véase Lazaro-Mufioz et al., 2010). Cabe
mencionar, que de acuerdo a la teoria de las reacciones de defensa especificas
de la especie, en los experimentos de evitacion algunas respuestas se aprenden
con mayor facilidad que otras (Domjan, 2010). Por ejemplo, es facil que una rata
aprenda a correr para evitar recibir un estimulo aversivo, pero es mas dificil si
tiene que presionar una palanca para escapar del peligro. Por lo tanto, debido a
que este tipo de modelos requieren de un entrenamiento, demandan mayor

tiempo por la complejidad de la tarea (De Cantazaro, 2001).
2.3 Prueba de enterramiento defensivo condicionado

Entre las pruebas disefiadas para evaluar el comportamiento de los
animales que se someten a condiciones que les causas aversion, destaca la
prueba de enterramiento defensivo condicionado, introducida por Pinel y Treit
(1978) en el campo de la investigacidbn neurocientifica y psicofarmacoldgica
(citado en DeBoer y Koolhaas, 2003). Dicho modelo explota la tendencia natural
de los roedores a enterrar todo aquello que los agrede o pudiera hacerlo (De Boer
y Koolhaas, 2003).

Se ha observado que cuando estos animales se enfrentan a un estimulo
perturbador localizado, despliegan un patrén conductual especifico dirigido a
ocultar ese estimulo (Terlecki et al., 1979). Esta conducta se conoce como
“‘enterramiento defensivo”, la cual, es una conducta innata en los roedores dirigida
hacia el origen del estimulo que representa una amenaza (De Boer y Koolhaas,
2003); depende de la disponibilidad de material para enterrar, se asocia con
estimulos perturbadores discretos (como energia eléctrica de bajo amperaje,
comida nociva, congéneres muertos, luz, ruido, etc.) y parece tener su paralelo
evolutivo en la conducta de blogueo de tuneles desplegada por lo animales
excavadores (De Cantazaro, 2001; Gémez, 2002).
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Para llevar a cabo esta prueba se utiliza una caja de experimentacion con
paredes de acrilico transparente y con una cama de aserrin de cinco centimetros
de grosor. En una pared y dos centimetros por encima de la cama de aserrin, se
encuentra fijo un electrodo (Terlecki et al., 1979). La prueba comienza colocando
una rata dentro de la caja para que la explore libremente. Eventualmente, cuando
el animal hace contacto por medio de su nariz, hocico, cola o patas con el
electrodo, recibe una descarga eléctrica de baja intensidad. La respuesta
inmediata de la rata es retirarse al extremo opuesto de la caja, pero al poco
tiempo tiende a regresar para examinar el electrodo nuevamente, recibiendo una
descarga cada vez que lo toca. Tras un periodo de latencia variable contabilizado
a partir de la primera descarga, el animal inicia la conducta defensiva de
enterramiento mediante movimientos de sus patas delanteras que arrojan aserrin
en direccion al electrodo. Al dia siguiente del condicionamiento, se lleva a cabo
una prueba de memoria, colocando al animal en la misma caja, pero esta vez sin

corriente eléctrica (De Boer y Koolhaas, 2003).

Ademas del enterramiento, en el transcurso de la prueba el animal puede
exhibir conductas como: 1) inmovilidad, que se refiere al cese del movimiento, a
excepcion del necesario para la respiracion, 2) levantar el cuerpo apoyandose en
las patas traseras, y con menor frecuencia 3) ambulacion, es decir, el
desplazamiento horizontal dentro de la caja, 4) acicalamiento, que incluye
limpiarse y/o rascarse la cara y el cuerpo y 5) aproximacion al electrodo,
manteniendo una postura de atencion y vigilancia pero sin hacer contacto fisico

con éste (De Boer y Koolhaas, 2003).

Durante toda la sesion, el animal es videograbado para hacer un analisis
sobre las conductas mas frecuentemente evaluadas por medio de los siguientes
parametros: a) numero de episodios de enterramiento, b) tiempo de
enterramiento, c) aproximaciones al electrodo, d) latencia del primer episodio de
enterramiento, €) niumero de descargas eléctricas recibidas y f) reactividad a las

descargas eléctricas (Treit et al., 1994).

14



La principal ventaja de este tipo de modelo experimental es que los
animales estan predispuestos a mostrar conductas defensivas que son parte del
repertorio natural de la especie y por lo tanto, el condicionamiento se lleva a cabo
rapidamente, incluso en un solo ensayo, dependiendo de las condiciones

experimentales utilizadas (De Cantazaro, 2001; De Boer y Koolhaas, 2003).
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Capitulo 3
PARTICIPACION DE LA AMIGDALA EN EL MIEDO CONDICIONADO
3.1 Antecedentes

A finales de los 30’°, Kluver y Bucy encontraron que los monos Rhesus con
ablacion del I6bulo temporal medial, incluyendo la amigdala, el hipocampo y la
corteza temporal, mostraban conductas anormales como pérdida de la reactividad
emocional (expresion de miedo y agresion), agnosia visual, aumento de la
conducta de exploracion, tendencia a examinar los objetos con la boca, tocar
cualquier estimulo sin discriminacion del peligro potencial e hipersexualidad. A
este conjunto de sintomas se les denominé “sindrome de Kliver-Bucy”. Debido a
que las lesiones realizadas por Kliver y Bucy incluian varias estructuras
cerebrales, Weiskrantz (1956), realiz6 lesiones limitadas estrictamente a la
amigdala y observo el mismo patron conductual, especialmente la pérdida de

miedo (citado en Maren y Orsini, 2012).

Posteriormente, se llevaron a cabo otros estudios con los que se demostré
la participacion de la amigdala en el aprendizaje y la formacion de recuerdos de
miedo en humanos. En uno de ellos, se observé que los pacientes con lesién
unilateral de la amigdala tuvieron déficit en la adquisicion en el condicionamiento

de la respuesta galvanica de la piel (LeBar et al., 1995).

Se ha llevado a cabo una gran cantidad de estudios de condicionamiento
del miedo en animales, uno de los primeros y con gran impacto fue el realizado
por Blanchard y Blanchard (1972), en el que mostraron que la lesion restringida a
la amigdala de ratas impedia la adquisicion de la respuesta de inmovilidad
utilizando el modelo de condicionamiento al contexto, en el cual los animales
aprenden a asociar un choque eléctrico con el ambiente en donde lo recibieron
(citado en Rosen y Doley, 2006). Asimismo, en ratas a las que se lesioné la
amigdala con un agente neurotéxico, se observd un déficit en el almacenamiento
de recuerdos recientes y remotos de la respuesta de inmovilidad condicionada a
un tono (Gale et al., 2004).
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Por otro lado, Lazaro-Mufioz et al. (2010), llevaron a cabo un estudio en
donde realizaron lesiones electroliticas en la amigdala y después condicionaron la
respuesta de evitacion por medio del modelo Sidman no sefializado, en el que las
ratas tienen que aprender a desplazarse entre dos compartimientos de un aparato
para evitar la presentaciéon de un choque eléctrico en las patas y observaron un
déficit en la adquisicion de la respuesta de evitacion, lo cual sugirio la
participacion de la amigdala en el condicionamiento de esta conducta (Lazaro-
Mufoz et al., 2010).

Hasta ahora, se ha reconocido la importante funcion que tiene la amigdala
en el condicionamiento de conductas defensivas (Davis, 2001; LeDoux, 2000;
Maren, 2005), sin embargo, el sitio de almacén del recuerdo del miedo a largo
plazo todavia no es claro. Es posible que el almacenamiento ocurra en la
amigdala 6 alternativamente, que el almacenamiento esté distribuido e involucre
interacciones entre la amigdala, la corteza y otras areas (LeDoux, 2000; Paré,
2003).

3.2 Laamigdala
3.2.1 Estructura anatémica

El término amigdala (almendra), fue empleado por primera vez en 1819 por
el anatomista Karl Friedrich Burdach para denominar una estructura con forma de
almendra ubicada en el I6bulo temporal medial (citado en Davis y Whalen, 2001).
Ver fig. 1.
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Fig. 1. Corte coronal de cerebro de rata tefiido con la técnica de Nissl. Del

lado derecho de la figura se ubica una representacion esquematica en donde se
pueden localizar los principales nucleos de la amigdala y las estructuras que los
rodean (imagen tomada y modificada de Swanson y Petrovich, 1998). LA: nucleo
lateral, BLA: nucleo basolateral, CeA: nucleo central, CP: caudado putamen, VAL:
complejo ventral anterior lateral del tAlamo, VPL: nucleo ventral posterolateral del
talamo, VM: nucleo ventral medial del talamo, ZI: zona incierta, RT: nucleo
reticular del tdlamo, Int: capsula interna, LHA: area hipotalamica lateral, GPm:
globus pallidus medial, Sl: sustancia innominata, Opt: tracto 6ptico, BMA: ndcleo
basomedial de la amigdala, MeA: nucleo medial de la amigdala, EPd: nucleo
endopiriforme, COAa: nucleo cortical de la amigdala anterior, COApl: ndcleo
cortical de la amigdala posterior, PIR: corteza piriforme, Apl: area insular
agranular, VISC: éarea visceral, SS: area somatosensorial y amc: capsula
amigdalar.
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Aunque la amigdala es un complejo conglomerado, las regiones mas
relevantes en el miedo condicionado son los nucleos lateral (La), basolateral
(BLA), central (CeA) y las islas intercaladas paracapsulares (IIP) (de acuerdo a la
nomenclatura De Olmos et al., 2004). Cabe mencionar que por algunos autores,
el nacleo BLA es conocido como basal (B) y el nacleo basomedial como accesorio
basal (AB). Adicionalmente, se ha empleado el término complejo basolateral para
agrupar a los nucleos La, BLA y en ocasiones el AB (LeDoux, 2000; Maren,
2005). Ver fig 2.

CPu 3
CTX
AST
Ic La
CeA
Ic
" ic
BLA
AB
i
oy
co , TS 4

R i, - AR

Fig. 2. Amigdala con tincion de Nissl. Se indican los principales ndcleos de la
amigdala. La: nucleo lateral, BLA: nacleo basolateral, CeA: nucleo central, Ic: islas
intercaladas (también conocidas como IIP), AB: nucleo basal accesorio, M: nucleo
medial, CPu: caudado putamen, CO: nucleo cortical, AST: area de transicion

amigdalo- estriatal, CTX: corteza. (modificado de LeDoux, 2000).
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3.2.2 Citoarquitectura y neurotransmisores

La amigdala es una estructura heterogénea en cuanto a su composicion
celular (Pérez de la Mora et al., 2007). El La es el nucleo més grande dentro del
complejo basolateral, las neuronas que lo componen tienen un soma que mide de
10-15 pm de didmetro. En comparacion, el nucleo BLA esta formado por neuronas
con un soma de 15-20 um de didmetro y su tamafio va de las mas grandes en la

parte anterior a las mas pequefias en la parte posterior (Orsini y Maren, 2012).

En el complejo basolateral existen dos tipos de neuronas: las neuronas
piramidales que representan el 80%, son grandes, densas en espinas dendriticas
y liberan glutamato. Estas neuronas forman sinapsis con muchas otras neuronas
del complejo basolateral y forman la mayoria de las conexiones extrinsecas fuera
de esa estructura. EI 20% de las neuronas restantes son interneuronas
gabaérgicas, las cuales forman la mayoria de los circuitos locales (Orsini y Maren,
2012).

Entre los neurotransmisores presentes en la amigdala destacan por su
abundancia e importancia en la modulacién del miedo, el glutamato y el &cido
gama-amino-butirico, GABA (por sus siglas en inglés). Ademas de estos, se ha
encontrado una gran variedad de neurotransmisores como la dopamina, la
noradrenalina, la serotonina, la colecistoquinina, el péptido intestinal vasoactivo, el
neuropéptido Y, opioides, sustancia P y progesterona (Pérez de la Mora et al.,
2007).

Cada uno de los nucleos de la amigdala tiene una funcion particular de
acuerdo con las caracteristicas que los distinguen. A continuacién se explicara la
participacion de los principales nucleos de la amigdala y su interaccion con otras

estructuras para la expresion de las respuestas defensivas condicionadas.
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3.3 Modulacion del miedo condicionado

Cuando un animal percibe una amenaza, ciertos tipos de respuestas son
inhibidas (por ejemplo, la alimentacion y la reproduccioén), todo el organismo se
activa, la atencion es centrada en estimulos relevantes externos e internos,
sistemas motivacionales son puestos en marcha y se hace posible el aprendizaje
y la formacién del recuerdo de esa experiencia aversiva (Davis y Whalen, 2001,
Rosen, 2006; LeDoux, 2012).

El proceso neurofisiolégico por medio del cual ocurre lo descrito con
anterioridad inicia cuando la informacion concerniente al estimulo nocivo es
transmitida por las vias sensoriales hacia el tdlamo, excepto la del olfato, que
tiene conexion directa con la amigdala. El tAlamo puede enviar la informacion por
dos caminos, uno es conocido como la “via corta” y otro como “la via larga”
(Phelps y LeDoux, 2005). La primera lleva informacién directa del talamo hacia la
amigdala, lo cual genera una representacion del estimulo rapida y suficiente para
darnos cuenta de si el estimulo es amenazante o no. La via larga consta de
proyecciones que van del tAlamo hasta las cortezas sensoriales, lo cual permite
generar una representacion mas detallada y compleja del estimulo amenazante
(Phelps y Ledoux, 2005; Rosen y Donley, 2006). Ver fig. 3.

A continuacion, la informacién proveniente del talamo y de las cortezas
sensoriales (primarias y de asociacion), ingresa a la amigdala a través del
complejo basolateral (Phelps y LeDoux, 2005) y, dentro de este, las células de la
porcion dorsolateral del nacleo La (LaDL) reciben la mayoria de las aferencias
corticales y subcorticales de la via visual, auditiva y somatosensorial y parece
tener una funcién relevante en el condicionamiento del miedo al asociar e integrar
la informacion sensorial de los estimulos condicionado e incondicionado
(Johansen et al., 2011; Osini y Maren, 2012), lo cual se abordara con mayor
detalle en el siguiente capitulo. A su vez, el ndcleo La envia proyecciones
masivas hacia la porcion basal del complejo BLA, al BM y a la porcién lateral del
CeA (LeDoux, 2000). Por su parte, el nacleo BLA, ademas de recibir informacién
directa de las cortezas sensoriales, recibe aferencias del hipocampo,
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especificamente desde el area CAl ventral y el subiculum, que le transmiten
informacion multimodal concerniente al contexto que definen el tiempo y espacio
de las experiencias aversivas (LeDoux, 2000; Maren, 2005; Orsini y Maren, 2012).
Desde este nucleo y desde el BM se envian eferencias hacia el CeA, pero a su

porcion medial (LeDoux, 2000).

Como se mencion6 anteriormente, el complejo BLA envia proyecciones
hacia el CeA, pero ademas, hacia la porcion lateral del nacleo cama de la estria
terminal (BNST), el hipocampo, la corteza prefrontal, el estriado y el ndcleo
accumbens (Rosen y Donley, 2006; Lazaro-Mufioz, et al. 2010; Orsini y Maren,

2012) (ver fig. 3), estructuras que estarian participando en funciones como:

o Hipocampo, seria importante para la consolidacion de recuerdos
emocionales (Hall et al., 2000; Sierra-Mercado et al., 2011).

o Corteza prefrontal, participaria en la formacion de recuerdos de
eventos emocionales y en la toma de decisiones (Sierra-Mercado et
al., 2011; Moscarello y LeDoux, 2013).

o Estriado, participaria promoviendo la conducta defensiva activa de
evitacion (Darvas et al., 2011).

o Ndcleo accumbens, participaria en la motivacion para organizar

conductas defensivas activas (LeDoux, 2012).

Es importante sefalar, sin embargo, que la transmision de los impulsos
nerviosos entre el complejo BLA y el nucleo CeA vy, particularmente, con su
porcion medial, en donde se encuentran localizadas las neuronas eferentes que
controlan las respuestas autonoémicas y muchas de las respuestas hormonales de
un sujeto, no ocurre en forma directa sino a través de una interfaz inhibitoria,
formado por neuronas gabaérgicas localizadas en las islas intercaladas
paracapsulares (IIP, por sus siglas en inglés) y la isla principal (Im, por sus siglas
en inglés). Tales neuronas gabaérgicas ejercen una inhibicién tonica sobre las
neuronas glutamatérgicas o peptidérgicas del nucleo CeA y del BNST que
proyectan hacia centros autonomos involucrados en la expresion de miedo. En

virtud de tal disposicion anatomica, las neuronas de las I[IP e Im mantienen
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inhibida la comunicacion entre el complejo BLA y la porcion medial del CeA, de
manera que para que la expresion del miedo se haga patente, estas neuronas
deberan ser inhibidas. Tal inhibicion parece estar a cargo de neuronas
gabaérgicas de las islas intercaladas localizadas, para el caso de la rata, en una

posicion mas dorsal (Pérez de la Mora et al., 2010).

Por ultimo, se ha sugerido que el CeA puede influir en la actividad de la
amigdala debido a la informacion autonémica/visceral que recibe (LeDoux, 2000)
debido a que este nucleo integra informacién del complejo basolateral y del BM
pero ademas, ésta puede ser modificada por la informacion nociceptiva que le es
proyectada a este nucleo desde la médula espinal y el nucleo trigémino a través
del complejo parabraquial (LeDoux, 2000). A su vez, este ndcleo envia
abundantes proyecciones hacia a la division lateral del BNST, el cual forma parte
de lo que se ha denominado la amigdala extendida lateral y finalmente, tanto el
CeA, como el BNST envian numerosas proyecciones (ver fig. 3) hacia los centros
responsables de las reacciones enddcrinas, autbnomas y conductuales del miedo,
(LeDoux, 2000; Davis y Whalen, 2001; Maren, 2005), como son:

o Nucleo cama de la estria terminal (BNST) que envia proyecciones a casi
todas las regiones inervadas por el nucleo CeA. Dicha estructura, ademas
de su papel modulador del eje hipotalamo-pituitario-adrenal, se le ha
relacionado con la conducta de inmovilidad.

o Hipotalamo. El nucleo paraventricular hipotalamico principalmente media la
activacion del eje hipotalamo-pituitario-adrenal conocido como el “eje del
estrés”, cuya activacion da como resultado la liberacion de corticosteroides
hacia el plasma sanguineo. Por su lado, el hipotalamo lateral estaria
involucrado en la activacion del sistema nervioso autbnomo simpatico,
dando lugar a respuestas como la dilatacion pupilar, la palidez, la
respuesta galvanica de la piel, la taquicardia y la elevacion de la presion
sanguinea, entre otras.

o Sustancia gris periacueductal. Involucrada en la respuesta de inmovilidad.
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Nucleo motor dorsal del nervio vago y nucleo del tracto solitario. Estan
involucrados en la modulacién de la frecuencia cardiaca y la presion
sanguinea.

Nucleo parabraquial. Participa en cambios de la frecuencia respiratoria.
Area ventral tegmental. Libera dopamina en regiones inervadas por la via
mesolimbica, incluyendo a la amigdala y produce un aumento de
metabolitos dopaminérgicos en la corteza prefrontal medial.

Nucleo reticular pontino caudado. Participa en la respuesta de sobresalto.
Locus coeruleus. Modula los procesos de atencion, vigilancia y
alertamiento.

Nucleo motor facial y trigémino. Participan en la expresion facial de miedo.
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Fig. 3. Esquema sobre conectividad de la amigdala en la modulacion del
miedo. El proceso inicia por la entrada de la informacion del estimulo amenazante
y su transmision por las vias sensoriales hasta el tdlamo de ahi, la informacién va
directamente a la amigdala o primero se transmite a la corteza y después a la
amigdala. En la amigdala, el BLA procesa la informacién y la envia al CeA, el cual
se comunica con nucleos responsables de generar las respuestas autonomas,
endocrinas y conductuales de miedo. El BLA tiene conexion bidireccional con el
hipocampo vy la corteza y envia proyecciones hacia el BNST, el NA y el estriado.
BNST: n. cama de la estria terminal, NA: nacleo accumbes (LeDoux, 2000; Davis y
Whalen, 2001 y Rosen y Donley, 2006).
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3.4 Participacion de la amigdala en el enterramiento defensivo condicionado

Con base en las evidencias del importante papel de la amigdala en el
condicionamiento de las respuestas defensivas (LeDoux, 2000). Lehnman y Treit,
(2003), realizaron un estudio que consistid en inactivar temporalmente la
amigdala con la administraciéon de tetradotoxina previamente a la sesion de
condicionamiento y observaron un incremento en el nUmero de contactos con el
electrodo y por lo tanto, de descargas eléctricas que las ratas recibieron, es decir,
que hubo una disminucién del miedo durante la adquisicion; sin embargo, cuatro
dias después, observaron que los animales tuvieron menor namero de
aproximaciones al electrodo sin corriente eléctrica, lo cual indicé que a pesar de la
inactivacion de la amigdala, las ratas aprendieron a asociar la descarga eléctrica
con el electrodo (Lehnman y Treit, 2003).

Una caracteristica distintiva de la prueba de enterramiento defensivo
condicionado, es que el animal puede presentar tanto la conducta defensiva
activa de enterramiento, como la pasiva de congelamiento. Con base en ello,
Roozendaal et al. (1991), tuvieron el interés en estudiar si la amigdala participaba
en la regulacion de estos dos tipos de conductas utilizando este modelo
conductual. En este estudio, a un grupo de ratas le realizaron lesiones
electroliticas en el CeA previamente a la adquisicion y a otro grupo, después de la
adquisiciéon. Observaron que la lesion en ambos grupos de ratas tuvo un efecto en
la conducta de inmovilidad, es decir, hubo una disminucion en el tiempo que las
ratas dedicaron a esta conducta en comparacion del grupo control (ratas sin
lesion), tanto en la adquisicion como en la prueba de memoria. Asimismo,
reportaron que la lesidén en el CeA previa al entrenamiento incremento la conducta
de enterramiento durante la adquisicion. A partir de sus resultados, estos autores
sugirieron que este nucleo de la amigdala podria estar participando en la
regulacion de la adquisicion y la evocacién de la conducta de inmovilidad
(Roozendaal et al., 1991).
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Capitulo 4
APRENDIZAJE Y MEMORIA

El aprendizaje es un cambio relativamente permanente en el
comportamiento que refleja una adquisicion de conocimientos o habilidades a
través de la experiencia (Papalia et al., 2010). Como una propiedad del sistema
nervioso, el aprendizaje depende de las propiedades plasticas de los circuitos
cerebrales que son capaces de reorganizar funcionalmente las representaciones
del mundo en respuesta a cambios en la informacién relevante entrante
(Bermudez-Rattoni, 2007). El aprendizaje es capaz de perdurar para luego ser
utilizado de nuevo en caso de ser necesario. Al proceso por el cual se codifica,

almacena y evoca informacion se le denomina memoria (Kandel et al. 2000).
4.1 Adquisicién, consolidacion y evocacion

La memoria, medida por los cambios en la conducta del animal tiempo
después del aprendizaje, refleja procesos como la adquisicion, consolidacién y

evocacion (Abel y Lattal, 2001). A continuacién se define a cada uno de ellos:

e Adquisicion. Se refiere al cambio que ocurre en el desempefio conductual
durante un entrenamiento que se toma como la representacion de
aprendizaje (Dudai, 2002). En el condicionamiento del miedo, se entrena a
un animal para que aprenda una asociacion entre un EC y un EI (Abel y
Lattal, 2001).

e Consolidacion. Es el proceso por el que la informacion recién adquirida se
estabiliza en una forma mas permanente. En esta fase se forma la
memoria de largo plazo a partir de la memoria de corto plazo (Rodrigues et
al, 2004; Orsini y Maren, 2012).

e Evocacion. Es el proceso por el cual un recuerdo previamente almacenado
es utilizado por un organismo (Rozenzweig y Leiman, 1992). Se induce al

exponer nuevamente al animal al estimulo neutro que se le presenté de
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manera contingente con un estimulo aversivo para determinar si ocurrio el

aprendizaje y si se formo la recuerdo de largo plazo (Abel y Lattal, 2001).

La formacion de un recuerdo es resultado de cambios que ocurren en los
circuitos neurales que procesan esa informacion (Bermudez-Rattoni, 2007). A
continuacion se describen los mecanismos celulares y moleculares que estan

involucrados en este proceso.
4.2 Plasticidad sinaptica

La plasticidad sindptica es la base fundamental del aprendizaje y la
formacion de la memoria y se refiere al cambio en la fuerza de las conexiones
sindpticas (Bliss y Collingridge, 1993). Dichos cambios en las sinapsis ocurren a
través de mecanismos celulares como la potenciacion a largo plazo (LTP, por sus
siglas en inglés). Este fenbmeno puede ser inducido en una via neuronal
especifica por estimulacion de alta frecuencia o tetanica y ha sido ampliamente
utilizado para estudiar la plasticidad sinaptica que subyace a la consolidacién de
un recuerdo (Bliss y Collingridge, 1993; Johansen et al., 2011).

La LTP tiene dos fases: temprana y tardia. La fase temprana dura sélo
minutos, es independiente de la sintesis de RNA y proteinas y se cree que esta
involucrada en la modificacion de las proteinas ya existentes. La fase tardia
puede durar minutos, horas o incluso dias, depende de la sintesis de RNA y de
proteinas y esta involucrada en las modificaciones estructurales en las sinapsis
(Orsini y Maren, 2012).

La plasticidad sinaptica necesaria para la asociacion de los estimulos
condicionado e incondicionado en la amigdala durante la formacién de un
recuerdo de miedo puede llevarse a cabo tras la induccién de la LTP. De hecho,
se ha sugerido que tanto el condicionamiento del miedo, como la induccion de la
LTP pueden dar como resultado cambios sinapticos en neuronas del nucleo La
(Johansen et al.,, 2011). Rogan et. al. (1997), fue uno de los primeros en
demostrar que los cambios en neuronas del La después del condicionamiento del
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miedo, son los mismos que se observan tipicamente tras la induccion de la LTP

(citado en Orsini y Maren, 2012).

Uno de los modelos que ha intentado explicar los cambios sinpticos
relacionados con el aprendizaje es el modelo Hebbiano de la plasticidad sinaptica,
el cual hace referencia a que la plasticidad puede ser inducida si un fuerte input
presinaptico produce actividad en la neurona postsinaptica al mismo tiempo que
otro input presindptico débil estimule a esa misma neurona postsinaptica
(Johansen et al., 2011). El resultado de este tipo de estimulacion es que la
sinapsis débil se fortalece, es decir, hace posible que estimulos débiles, que por
si mismos no serian capaces de provocar el fenbmeno de la LTP, pueden ser
potenciados a través de una asociacién con estimulos fuertes. Dicha propiedad
asociativa de la LTP es una analogia de la asociacion que ocurre entre estimulos
durante el condicionamiento clasico (Bliss y Collingridge, 1993; Johansen et al.,
2011).

Los cambios celulares y moleculares inducidos por la convergencia de la
informacion del EC y del El en las células del nucleo La durante el
condicionamiento del miedo (ver fig. 4), ha sido explicado utilizando el modelo
hebbiano de la plasticidad sinaptica. De acuerdo con esto, se ha propuesto que
una fuerte depolarizaciéon de las neuronas del La evocada por un estimulo
incondicionado aversivo da lugar al fortalecimiento de los inputs del estimulo
condicionado actuando en las mismas neuronas. Esto resulta en el fortalecimiento
de las sinapsis que procesan el EC, dotandolo de habilidad para activar ese
ndcleo eficazmente. De esta manera, cuando el EC se presenta solo, la activacion
del nucleo La, conduce a que la actividad neural se propague por la amigdala
hasta el CeA y ocurran los consecuentes cambios fisiolégicos y conductuales
(Johansen et al., 2011).
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Fig. 4. Participaciéon de la amigdala en el condicionamiento del miedo.
Durante el condicionamiento del miedo, la informacion del estimulo condicionado
(EC) y la del estimulo incondicionado (El), convergen en el ndcleo lateral (La) de
la amigdala. Este circuito ha sido ampliamente descrito utilizando el modelo de la
inmovilidad condicionada a un tono (adaptado de Medina et. al., 2002).

Como se mencion6 anteriormente, la fase tardia de la LTP esta involucrada
en la remodelacion de las sinapsis que subyace a la consolidacion de un recuerdo
aversivo. Dicho fenédmeno es dependiente de sintesis de proteinas, las cuales
participan estructuralmente para fortalecer la conexion sinaptica en la via neural
involucrada (Johansen et al., 2011). Asimismo, la posterior evocacion de un
recuerdo de miedo induce sintesis de proteinas en la amigdala (Nader et al.,
2000). Nader et al. (2000), demostraron que cuando se reactiva un recuerdo de
miedo, este se encuentra en un estado labil, en el cual, la infusidon de anisomicina,
un inhibidor de la sintesis de proteinas, en el complejo BLA de la amigdala al
poco tiempo de la evocacion, produce amnesia en pruebas de memoria
posteriores, sugiriendo que el proceso seguido a la evocacion de un recuerdo,
conocido como “reconsolidacion”, requiere de la sintesis de proteinas en dicha
estructura (Nader et al., 2000).
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Durante el condicionamiento del miedo se activan una serie de cascadas
moleculares que resultan en la sintesis de proteinas que hacen posible los
cambios duraderos en las conexiones sinapticas y por lo tanto, la consolidacion
de dicho recuerdo. El proceso a través del cual ocurre lo anterior se describe a

continuacion.

El ndcleo La recibe proyecciones glutamatérgicas de la corteza cerebral y
del tAlamo. El glutamato liberado se une a receptores tipo AMPA y NMDA en las
membranas celulares en el La y se requiere de su activacién dual para lograr que
se generen efectos postsinapticos ligados a incrementos del calcio intracelular en
esas neuronas. Dicho aumento de calcio induce la activacion de proteinas como
ERK1 y ERK2, las cuales ingresan al nucleo de la célula en donde activan el
elemento de respuesta a la unién del AMPc (CREB), implicado en la transcripcion
de una gran variedad de genes, entre los cuales se encuentran los genes de
expresion temprana (IEGs), como son Fos, Arc/arg3.1 y egr-1 (Schafe et al.,
2001; Hall et al., 2001; Rodrigues et al., 2004; Johansen et al., 2011).

La activacion de los IEGs regula la sintesis de proteinas que podrian
participar en las modificaciones celulares que subyacen al aprendizaje y la
formacién de los recuerdos a largo plazo (Davis, 2003; Terleph y Tremere, 2006;
Bermudez- Rattoni, 2007; Ploski et al., 2010; Maddox et al., 2011). Se ha sugerido
qgue los IEGs podrian tener una participacién en la fase tardia de la LTP, puesto
gue este fendmeno es dependiente de la transcripcion y traduccion en las células,
una etapa de la plasticidad que podria ser iniciada por los IEGs (Davis et al.,
2003; Ploski et al., 2010).

Uno de los IEGs que se activan durante la adquisicion y evocacion de un
recuerdo de miedo es el llamado gen de respuesta de crecimiento temprano-1
(“early growth response-1 gene”) mejor conocido como por sus siglas en inglés
como egr-1 (Ploski et al., 2010).
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4.3 Descripciéon de EGR-1

El egr-1, también conocido como zif268, krox 24, NGFI- Ay tis 8) pertenece
a la familia egr (compuesta por los genes egr-1, egr-2, egr-3 y egr-4) cuya
caracteristica principal es la presencia de tres de los llamados “dedos de zinc”
(ver fig. 5), que muestran una gran afinidad por una secuencia especifica del ADN
(GCGGGGGCQEG) presente en cientos de promotores expresados a lo largo del
sistema nervioso central (Davis et al., 2003; Terleph y Tremere, 2006; Bermudez-
Rattoni, 2007).

Fig. 5. Estructura de EGR-1. El zinc (de color verde) mantiene la estructura de
las asas que constan de 30 aminoacidos cada una (de color azul), conocidas

como “dedos de zinc’, los cuales interaccionan con el ADN (de color naranja).

El egr-1 es altamente sensible a la depolarizacion de la membrana celular y
puede ser activado por una gran variedad de estimulos entre los cuales se
encuentran el estrés fisiologico, las convulsiones, el dafio cerebral, causado por la
hipoxia e isquemia, neurodegeneracion, la apoptosis, asi como la tolerancia y la
dependencia inducida por drogas, entre otros; ademas puede ser inducido por
una gran variedad de sefales extracelulares, incluyendo neurotransmisores,

péptidos y factores de crecimiento (Terleph y Tremere, 2006).
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El egr-1 codifica para una proteina de 88 o una de 82 KDa (dependiendo
del sitio de iniciacion de la actividad transcripcional del gen). En el cerebro de
rata, la expresion del ARNm de egr-1 (el cual corresponde con la ubicacion de la
proteina), se encuentra en neocorteza, cortezas olfatorias primaria y entorrinal, la
amigdala, el nucleo accumbens, el estriado, la corteza cerebelar y el hipocampo
(Davis et al., 2003). Los niveles mas altos se observan entre los 90 minutos y las
2 horas, pero puede comenzar a detectarse desde los primeros 5 a 10 minutos
después de la presentacion de un estimulo aversivo, como un choque eléctrico en
las patas de una rata (Terleph y Tremere, 2006; Rosen y Donley, 2006). Debido a
que el EGR-1 se expresa rapidamente poco tiempo después de la estimulacion,
su expresion puede ser utilizada como indicador de actividad neuronal (Terleph y
Tremere, 2006).

El EGR-1 regula la transcripcion de genes involucrados en procesos
relacionados con plasticidad en el cerebro, como sinapsinas | y Il (Davis et al.,
2003), los cuales codifican para unas proteinas asociadas a vesiculas sinapticas
involucradas en la regulaciéon de la liberacion de neurotransmisores y podrian
estar involucradas en el proceso que da lugar a las modificaciones morfologicas y

funcionales en las sinapsis (Bahler et. al., 1990).
4.3.1 Expresion de EGR-1 en la amigdala

La expresion del egr-1 en la amigdala de ratas se ha examinado utilizando
diferentes paradigmas conductuales. Uno de ellos es el “déficit del choque
inmediato”, por medio del cual un grupo de ratas reciben un choque eléctrico en
las patas tres minutos después de ser colocadas en la caja de condicionamiento,
mientras que otro grupo de ratas es tratado de igual manera, con la Unica
diferencia de que reciben el choque eléctrico inmediatamente al ser colocadas en
el aparato; en consecuencia, la respuesta de inmovilidad en el grupo de ratas del
choque demorado se condiciona al contexto debido a que aprenden a asociar
este ultimo con el choque eléctrico; por el contrario, la respuesta de inmovilidad
de las ratas que reciben el choque inmediato no resulta condicionada al contexto.
Asi, Rosen et al. (1998), encontraron que, en contraste con grupos de ratas a las
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gue se les proporciond un choque eléctrico inmediatamente al ser colocadas en la
caja, las ratas que recibieron un choque eléctrico después de un periodo de
aclimatacion al aparato de tres minutos, tuvieron significativamente mayor tiempo
de conducta de inmovilidad, asi como mayor expresion del ARNm de egr-1 en el
nacleo La, al sacrificar a los animales 15 minutos después de la prueba
conductual. Sin embargo, estos investigadores no encontraron cambios en la
expresion del ARNm de egr-1 después de la prueba de memoria realizada 24
horas después del condicionamiento (ver tabla 1). En linea con estos resultados,
Malkani y Rosen (2000), encontraron un incremento en la expresion del ARNm de
egr-1 en el LaDL, al sacrificar a las ratas 30 minutos después de la sesion de
condicionamiento y no después de la prueba de memoria (ver tabla 1). Con base
en los resultados obtenidos, Rosen et al. (1998), y Malkani y Rosen (2000),
sugirieron que la actividad transcripcional del egr-1 en el LaDL juega un papel
importante durante la adquisicion del miedo al contexto, pero no durante su

evocacion.

Por otra parte, Hall et al., (2000), reportaron que el aumento que
observaron en la expresion del ARNm de egr-1 en el La no fue especificamente
correlacionado con el proceso de adquisicion de la inmovilidad condicionada al
contexto (ver tabla 1), sin embargo, en un estudio posterior, Hall et al. (2001b),
dicha expresion se incrementd en las neuronas de los nucleos La, BLA y CeA de
la amigdala al sacrificar a las ratas 30 minutos después de la prueba de la
memoria del recuerdo de miedo condicionado al contexto y a un tono (EC),

realizada tres dias a partir del condicionamiento (ver tabla 1).

Por ultimo, Maddox et al. (2011), encontraron un aumento en la expresion
de la proteina EGR-1 en la porcidon dorsal y ventral del nucleo La de la amigdala y
también, aunque en menor proporcion, en los nucleos BLA y CeA después del
condicionamiento a un tono y a una prueba de memoria realizada a las 24 horas
(ver tabla 1), apoyando la posibilidad de que el EGR-1 participe tanto en la
consolidacion como en la reconsolidacion de la memoria (Maddox et al., 2011).

Como puede observarse en la tabla 1, la proteina EGR-1, o el RNA a patrtir del
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cual se traduce, han sido implicados en el proceso de adquisicion, consolidacion o
incluso reconsolidaciéon (Maddox et al., 2011), utilizando diferentes paradigmas

conductuales para el condicionamiento y la evocacion del recuerdo de miedo.

Tabla 1. Expresion de EGR-1 en los nucleos La, BLA y CeA durante la
adquisicién y la evocacion con diferentes modelos de condicionamiento aversivo

Nucleo Adquisicion Evocacién
$ Rosenetal, (1998)* -- Rosen et al., (1998)
Lateral T Malkani y Rosen, (2000)* | -- Malkani y Rosen, (2000)
" Hall et al., (2000)* t Hallet al., (2001b)*+
t Maddox et al., (2011)+ $ Maddox et al., (2011)
-- Rosen et al., (1998) -- Rosen et al., (1998)
Basolateral -- Malkani y Rosen, (2000) -- Malkani y Rosen, (2000)
t  Maddox et al., (2011) t Halletal, (2001b)
$ Maddox et al., (2011)
-- Rosen etal., (1998) -- Rosen et al., (1998)
Central -- Malkani y Rosen, (2000) Malkani y Rosen, (2000)

t Maddox et al., (2011) t Hallet al., (2001b)
T Maddox et al., (2011)

Aumento en la expresion de la proteina EGR- 1
No hubo diferencias significativas
* Inmovilidad condicionada al contexto. + Inmovilidad condicionada a un sonido.

En apoyo a lo anterior, la administracion bilateral de un oligonucleétido anti
sentido para egr-1 dentro de los nucleos La y BLA previo al condicionamiento
previene tanto la adquisicion del miedo al contexto medido en la prueba del
congelamiento condicionado, como la memoria a largo plazo del miedo evaluada
24 horas después del condicionamiento (Malkani et al., 2004). Asimismo, ha sido
observado que en animales knockout (KO), en los que se ha suprimido la
expresion de egr-1 desde el nacimiento, existen déficits en la consolidacion del
recuerdo de miedo condicionado a un tono (“cue”), cuando este es evocado 3 dias
a partir de su condicionamiento, pero no al contexto ni cuando este sigue al
condicionamiento a un trazo (“trace conditioning”), en el que el estimulo
incondicionado se presenta tiempo después del estimulo condicionado (Ko et al.,
2005).
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Capitulo 5
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, OBJETIVO E HIPOTESIS
5.1 Planteamiento del problema

Se ha reportado que durante la adquisicion y/o evocacion de conductas
defensivas condicionadas se activan genes de expresion temprana, entre ellos, el
egr-1, el cual codifica para el factor de transcripcion EGR-1 que podria estar

participando en estos procesos.

Debido a que en todas las investigaciones realizadas para estudiar el papel
del egr-1 en la amigdala durante la adquisicion y la evocacion del miedo
condicionado, se ha utilizado solamente el modelo de inmovilidad condicionada,
consideramos que seria importante estudiar la expresion de la proteina EGR-1 en
la amigdala de rata bajo un paradigma conductual distinto, como lo es el
enterramiento defensivo condicionado. La relevancia de utilizar esta prueba radica
en gque permite condicionar rapidamente la conducta de enterramiento defensivo,

la cual forma parte del repertorio conductual etolégico de los roedores.

Por consiguiente, con este trabajo se espera identificar la expresion de la
proteina EGR-1 en la amigdala durante la adquisicion y la evocacion del recuerdo
de miedo empleando la prueba de enterramiento defensivo condicionado y con
base en los antecedentes sobre la expresiéon de EGR-1 en los ndcleos La, BLA y
CeA de la amigdala en el condicionamiento aversivo, en este trabajo se estudiara

la expresion de esta proteina en tales nucleos.
5.2 Pregunta de investigacion

¢Existen cambios en la expresion de la proteina EGR-1 en los nucleos
amigdalinos La, BLA y CeA tras la adquisicion y la evocacion del recuerdo de

miedo por medio de la prueba de enterramiento defensivo condicionado?
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5.3 Objetivo

Determinar el patrén de expresion de EGR-1 en los nlcleos La, BLA y CeA
de la amigdala de rata, 90 minutos después de la adquisicién y la evocacion del
recuerdo de miedo en la prueba de enterramiento defensivo condicionado.

5.3.1 Objetivos especificos

1. Estudiar la expresion de EGR-1 en los nucleos La, BLA y CeA de la
amigdala tras la adquisicion en la prueba de enterramiento defensivo
condicionado.

2. Estudiar la expresiéon de EGR-1 en los ndcleos La, BLA y CeA de la
amigdala tras la evocacion en la prueba de enterramiento defensivo

condicionado.
5.4 Hipotesis

La expresion de EGR-1 en los ndcleos La, BLA, y CeA de la amigdala es
diferente entre ellos y, ademas, entre las fases de adquisicion y de evocacién del

recuerdo de miedo en la prueba de enterramiento defensivo condicionado.
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Capitulo 6
METODO
6.1 Disefio de investigacion
Tipo de disefio

El diseifio fue de tipo experimental con dos grupos controles y dos
experimentales. Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a cada uno de los

grupos.
Disefo estadistico

Tanto para los datos conductuales como para los estereoldgicos se utilizd

un disefio de grupos independientes.
6.2 Sujetos

Se emplearon 40 ratas macho de la cepa Wistar (240 £ 5 g) obtenidas del
Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma de
México. Se alojo a las ratas en cajas individuales con libre acceso a comida y

agua.
6.3 Escenario

Los experimentos se realizaron en el laboratorio AL-204 del Instituto de
Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma de México. El cuarto
donde se alojaron las ratas se mantuvo bajo condiciones ambientales controladas
de temperatura (20-25 2C), humedad (45-55 %) y luminosidad, utilizando un ciclo
luz-obscuridad de 12:12 horas, con las luces prendidas de 8 am a 8 pm. Durante
la realizacién de la prueba conductual, el cuarto estuvo iluminado con luz roja a

una intensidad de 2.3 luxes.
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6.4 Equipo y material

Prueba conductual: caja de acrilico transparente (27x14x23 cm), con una cama de
aserrin de 5 centimetros de grosor, electrodo de 7 centimetros de largo y 0.5
centimetros de didmetro (ver fig. 6), foco rojo, fuente eléctrica fabricada por

Lafayette Instruments Inc. y sistema de videograbacion.

Electrodo

Fig. 6. Caja para el enterramiento defensivo condicionado. Sus paredes son
de acrilico transparente de 27x14x23 cm. El piso esta cubierto por una cama de
aserrin de 5 centimetros de altura. En la pared del lado izquierdo esta insertado un

electrodo de 7 centimetros de largo y 0.5 centimetros de diametro.

Fijacién y conservacion del cerebro: bomba de perfusion, tijeras, pinzas, solucion

salina fisiolégica, paraformaldehido al 4%, sacarosa al 10, 20 y 30%.

Técnica inmunohistoquimica: criostato, micropipetas, gancho de vidrio, tubos
eppendorf, filtros, cristalizadores, cajas de petri, pinceles, portaobjetos,
cubreobjetos, phosphate- buffered saline (PBS por sus siglas en inglés) 0.1M pH
7.2, PBS-GT (suero de cabra al 1% vy tritdbn x100 al 10%), anticuerpo primario anti-
EGR-1 (Santa Cruz Biothecnology, policlonal de conejo, Catalogo #SC110), Kit
ABC Vectastain rabbit igG, (IgG antirabbit biotinilado, avidina, biotina), Trizma pre-
set pH 7.2, 0.05 M, diaminobenzidina, H,O, al 30%
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Para poder observar el tejido al microscopio se utilizé: solucion de montaje, H,O

desionizada, alcohol al 70, 96 y 100%, xilol, permount, laminillas y cubreobjetos.
Estereologia: Microscopio BX51 Olympus y programa Image-Pro Plus 6.

6.5 Procedimiento

6.5.1 Prueba de enterramiento defensivo condicionado

Los experimentos se llevaron a cabo cada dia a partir de las 10 am a las 4
pm aproximadamente. Las ratas fueron colocadas en una caja de
condicionamiento con una cama de aserrin de cinco centimetros de altura durante
10 minutos por cuatro dias consecutivos, en un cuarto bajo condiciones
ambientales controladas de temperatura, humedad y luminosidad sefialadas
anteriormente. Al quinto dia, las ratas se asignaron aleatoriamente a los grupos
experimentales, denominados “Adquisicién” y “Evocacién” o a los grupos
controles, nombrados como “Control adquisicion” y “Control evocacion”.
Unicamente las ratas de los grupos “Adquisicion y Evocacién” pasaron por la fase
de condicionamiento. Al sexto dia, solamente a las ratas de los grupos
“Evocacion” y “Control evocacion” se les realizé una prueba de memoria 24 horas
después del condicionamiento (ver fig. 7). Cada una de estas fases consisti6 en lo

siguiente:
Condicionamiento

Se colocé a las ratas por 10 minutos en la caja con un electrodo conectado a una
fuente de corriente eléctrica calibrada para dar descargas de 0.5 mA de

intensidad. La conducta fue videograbada y analizada posteriormente.
Prueba de memoria

Las ratas fueron introducidas nuevamente por 10 minutos al aparato con el
electrodo sin corriente eléctrica. Como en el caso anterior, la conducta de la rata

fue videograbada en forma remota y analizada con posterioridad.

A continuacion se describe la manipulacién que se dio a cada uno de los grupos:

40



Grupo “Adquisicion”- Se introdujo la rata a la caja con el electrodo electrificado y

después de 10 minutos la rata fue transferida a su caja hogar en donde
permanecio 90 minutos hasta que fue sacrificada y perfundida (n=8).

Grupo “Control adquisicion”- Se introdujo a la rata en la caja con el electrodo

sin_corriente eléctrica y después de 10 minutos la rata fue transferida a su caja

hogar en donde permanecid 90 minutos hasta que fue sacrificada y perfundida
(n=6).

Grupo “Evocacion”- Se introdujo la rata al aparato con el electrodo electrificado y

después de 10 minutos la rata fue transferida a su caja hogar. Al dia siguiente de
la sesion de condicionamiento se coloco la rata por 10 minutos en la caja, pero en

esta ocasion con el electrodo sin_corriente eléctrica. Al finalizar la prueba, la rata

fue transferida a su caja hogar donde permaneciéo 90 minutos hasta el momento

en que fue sacrificada y perfundida (n=7).

Grupo “Control evocacién”- Se introdujo a la rata en la caja con el electrodo sin

corriente eléctrica y después de 10 minutos la rata fue transferida a su caja hogar.

Al dia siguiente, se coloc6 nuevamente a la rata en la caja con el electrodo sin
corriente eléctrica. Al finalizar la prueba, la rata fue transferida a su caja hogar
donde permaneci6 90 minutos hasta el momento en que fue sacrificada y
perfundida (n=5).
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CONDICIONAMIENTO PRUEBA DE

— MEMORIA
Exposicion a Grupos:
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“Evocacion” *
“Evocacion”
“Control evocacion” *
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“Control adquisicién” *
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Fig. 7. Todas las ratas fueron colocadas en el aparato sin electrodo por cuatro
dias. Al quinto dia se formaron cuatro grupos, dos de ellos, “Adquisicion” y
“Evocacion” fueron sometidos al condicionamiento; mientras que los otros dos
grupos, “Control adquisicion” y “Control evocacion” solamente fueron expuestos al
aparato con el electrodo sin corriente eléctrica. Por ultimo, en el sexto dia, se

realizé la prueba de memoria a las ratas de los grupos “Evocacion” y “Control

evocacién”. *: Perfusion 90 minutos después de la prueba conductual.

Variables conductuales

Los parametros conductuales que se utilizaron en este trabajo para evaluar

la conducta de las ratas durante la prueba conductual fueron los siguientes:
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- Numero de episodios de enterramiento. NUmero de ocasiones en que la
rata inicia la conducta de enterramiento y la mantiene continuamente
hasta que deja de enterrar.

- Tiempo de enterramiento. Total de segundos que la rata dedica a
arrojar aserrin con sus patas delanteras hacia el electrodo.

- Aproximaciones al electrodo. NUumero de veces que la rata se acerco a

explorar el electrodo sin hacer contacto fisico con este.
Fijacion del cerebro

Al final de la manipulacion experimental, cada una de las ratas fue
anestesiada profundamente con pentobarbital sédico (~60.0 mg/kg) y perfundida a
través del sistema vascular con solucion salina 0.9% (1 mL por Kg) y después

paraformaldeido al 4% (1mL por Kg).

Posteriormente se retir6 el cerebro y se mantuvo en una solucién de
paraformaldehido al 4% y en soluciones sucesivas de sacarosa al 10, 20 y 30% a

4°C por 24 horas en cada una de ellas.
Obtencidén de secciones de cerebro

Tras la fijacion de los cerebros, cada uno de ellos fue rebanado en cortes
coronales con un criostato a un temperatura de entre -18 a -22 °C. Los cortes
tuvieron un grosor de 40 micrometros y fueron obtenidos entre las coordenadas
aproximadamente de -2.12 a -3.30 a partir del Bregma, de acuerdo a Paxinos y
Watson (1986) y se recogieron de manera seriada en cinco pozos que contenian

solucion de PBS.
6.5.2 Técnica inmunohistoquimica

La técnica que se utilizé para marcar las neuronas que expresaron EGR- 1
fue la inmunohistoquimica. Para conocer qué concentracion del anticuerpo
primario anti EGR-1 era la mas conveniente a utilizar, se llevé a cabo una curva de

titulaciéon, que consistié en diluir en anticuerpo primario en PBS a 1:500, 1:1000,
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1:2000 y 1:4000 y se llevé a cabo la técnica como se indica abajo. Finalmente, se

decidio que la diluciébn mas conveniente a utilizar fue la de 1:1000.

El marcaje inmunohistoquimico del EGR-1 se realiz6 de acuerdo a lo
seflalado a continuacioén utilizando las rebanadas contenidas solamente en uno de

los pozos.

1. Los cortes obtenidos de cada cerebro fueron incubados con el
anticuerpo primario, anti EGR-1 (Santa Cruz Biothecnology, policlonal de
conejo, Catalogo #SC110) diluido 1:1000 con PBS-GT a 4 °C, en
agitacion suave y continua durante 72 horas.

2. La reaccion antigeno-anticuerpo fue interrumpida por la realizacion de
tres lavados en PBS de 10 minutos cada uno.

3. Las secciones fueron posteriormente incubadas con IgG anti-conejo
biotinilado diluido 1:200 con PBSGT bajo agitacion suave y continua por
dos horas a temperatura ambiente.

4. Como en el caso anterior esta nueva reaccion antigeno anticuerpo fue
interrumpida por tres lavados en PBS de 10 minutos cada uno.

5. Para la deteccion del anti-anticuerpo se colocaron en cada tubo 9 pl de
avidina y 9 pl de biotina, utilizando puntas diferentes para evitar su
mezcla. Se centrifugd y se dejé reposar por dos horas a temperatura
ambiente. Posteriormente dicha mezcla se diluy6é con 982 ul de PBS-GT
y en ella se incubaron los cortes en agitacion suave y continua por dos
horas a temperatura ambiente.

6. Se realizaron tres lavados en PBS de 10 minutos cada uno.

7. Posteriormente los cortes se incubaron por cinco minutos en una
solucion de Trizma (pH 7.2) conteniendo una pizca de diaminobenzidina
(sustrato de la peroxidasa).

8. Se agregaron 70 pl de H,O, para detectar el producto de la reaccion de
la diaminobenzidina con la peroxidasa y se retiraron los cortes después

de 10 a 15 minutos.
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9. Tras el lavado de los cortes en tres ocasiones con PBS, (10 minutos
cada uno) estos fueron montados en portaobjetos usando solucion de
montaje, siguiendo un orden antero-posterior.

10.Finalmente, los cortes fueron deshidratados en soluciones de
concentracion creciente de etanol (70-100%), aclaradas con xilol y

montadas en portaobjetos.
6.5.3 Estereologia

Para llevar a cabo una estimacion del nUmero de neuronas que expresaron
EGR-1, se cred una rejilla con 17 x 12 cuadros de 40 x 40 um c/u, con ayuda del
programa Image-Pro Plus y con una gradilla de calibracion de un milimetro
conteniendo divisiones cada 10 um. La rejilla fue colocada sobre las fotografias
tomadas a un aumento (10X), de las regiones amigdalinas de interés y se
contabilizaron aquellos nucleos neuronales marcados por medio de la
inmunohistoquimica, que estuvieran dentro o tocaran los limites de los cuadros de

la rejilla. Ver fig. 8.
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Fig. 8. Rejilla de muestreo. A cada fotografia (10X) se le colocé encima esta

rejilla para llevar a cabo el muestreo. Cada cuadro azul mide 10 x 10 um .

Por ultimo, se empleé la técnica del fraccionador 6ptico para llevar a cabo la

estimacion del numero total de neuronas que expresaron EGR- 1 en los nucleos

La, BLAy CeA, basada en la siguiente ecuacién (Howard y Reed, 1998):

1 1 1

- Q'hsf'asf'ssf
En donde:

N: es la estimaciéon del nUmero total de neuronas.

Q: es el numero de neuronas contadas en un cerebro (de amigdala izquierda y

derecha).
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hsf (height sampling fraction por sus siglas en inglés): se refiere a la altura (h) del

disector en relacién al grosor de las secciones (T). Se obtiene a partir de:

" _h
Sf—T

asf (area sampling fraction, por sus siglas en inglés): es la fraccion del area

muestreada. Se obtiene a partir de:

En donde:
al/f: es el area de conteo.

AX . Ay: es el area asociada con cada movimiento en los ejes de Xy, la cual

contiene el area de conteo.

ssf (slice sampling fraction, por sus siglas en inglés): se refiere a la fraccién de

muestreo de las secciones tomados para el analisis.

Al sustituir los valores reales empleados para el conteo, la ecuacién queda de la

siguiente manera:

hsf = -
ssf = %
aSf = ooonz 104z
Por lo tanto:
1 11
=01 36%
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Es decir,
=Q.1.16.5

6.6 Andlisis de datos

Para el andlisis de los resultados conductuales, se realizaron las pruebas
de Kolmogorov-Smirnov y de Levene a los datos del numero de episodios de
enterramiento, tiempo de enterramiento y namero de aproximaciones.
Posteriormente, se practicé la prueba T de Student para comparar el nUmero de
episodios y tiempo de enterramiento entre los grupos “Adquisicion” y “Evocacion”.
Por otra parte, para el andlisis del nimero de aproximaciones, se llevo a cabo un
andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, Fase (adquisicion y evocaciéon) x Grupo

(control y experimental).

Para poder llevar a cabo la estereologia, se utilizaron seis cortes coronales
por cada cerebro, que como se menciond anteriormente, se localizaron entre las
coordenadas de -2.12 a -3.30 milimetros a partir del bregma, de acuerdo al Atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson (1986). Se tomaron fotografias (10X) de los
ndcleos a cada una de las cuales se puso encima la rejilla de muestreo para llevar
a cabo el conteo y sustituir los valores correspondientes en la ecuacion de la
técnica del fraccionador optico. Finalmente, el analisis de los resultados obtenidos
se llevo a cabo mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Levene, seguidas
de la prueba de ANOVA de dos vias, Fase (adquisicion y evocacion) x Grupo
(control y experimental), para comparar la expresion de la proteina EGR-1 en los

ndcleos amigdalinos.

Los resultados tanto conductuales como de la estereologia, se analizaron

considerando el nivel de significancia de 0.05.

El andlisis de datos se llevd a cabo mediante el programa de analisis
estadistico SPSS 15.0.
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Capitulo 7
RESULTADOS
7.1 Analisis conductual
Frecuencia de episodios de enterramiento y tiempo de enterramiento

Como se esperaba, las ratas pertenecientes a los grupos “Control
adquisiciéon” y “Control evocacion” no presentaron la conducta de enterramiento,
debido a que no recibieron descargas eléctricas por parte del electrodo. En
contraste, las ratas de los grupos “Adquisicion” y “Evocacion” mostraron esta
conducta (ver figuras 9 y 10) y, por lo tanto, se llevd a cabo un analisis para

comparar ambos grupos, el cual se describe a continuacion.

De acuerdo a la prueba de Kolmogorov-Smirnov, los grupos “Adquisicion” y
“Evocacion”, tuvieron una distribucion normal en el tiempo total de enterramiento y
el nimero de episodios de enterramiento. Asimismo, la prueba de Levene
practicada mostré6 que hubo homogeneidad de varianzas entre dichos grupos,

sobre el nimero de episodios de enterramiento y el tiempo de enterramiento.

Posteriormente, la prueba T de Student no revel6 diferencias significativas
entre los grupos “Adquisicion” y “Evocacion”, respecto al nUmero de episodios y

tampoco sobre el tiempo de enterramiento.
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Episodios de enterramiento
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Fig. 9. Episodios de enterramiento. Se muestra la media con su respectivo error
estandar del nimero de episodios de enterramiento. Obsérvese que no hubo
diferencia significativa entre los grupos “Adquisiciéon”y “Evocaciéon” (Prueba T de
Student); n=8, 7.
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Tiempo de enterramiento
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Fig. 10. Tiempo de enterramiento. Se muestra la media con su respectivo error
estandar del tiempo de enterramiento. Obsérvese que no hubo diferencia
significativa entre los grupos “Adquisicion”y “Evocacién” (Prueba T de Student);
n=8, 7.
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Aproximaciones al electrodo

Independientemente de que el electrodo estuviera electrificado o no, todas
las ratas se acercaron a e€ste como parte de la exploracién de la caja. Por lo tanto,
se llevd a cabo el siguiente andlisis estadistico para comparar esta conducta entre

todos los grupos.

De acuerdo a la prueba de Kolmogorov-Smirnov, el ndamero de
aproximaciones al electrodo tuvo una distribucion normal. Asimismo, la prueba de
Levene mostré que hubo homogeneidad de varianzas entre los grupos. A
continuacion, el ANOVA de dos vias Fase x Grupo, revel6 un efecto significativo
solamente debido al grupo (F(1,22=10.77, P=0.003), ya que no se encontrd efecto

de la fase, ni de la interaccion entre estos dos factores. Ver fig. 11.

Aproximaciones al electrodo

201 *
Control

T E== Experimental
15+

lo_ et T

R Rt ARy :::: ......... e E N
e O o]
S e e """
e e N

e e -.-.-

0 e I .
Adquisicion Evocacién
Fase

NUm. de aproximaciones

Fig. 11. Aproximaciones al electrodo. Se muestra la media con su respectivo
error estandar del namero total de aproximaciones al electrodo. Obsérvese que
hubo diferencias entre los grupos “Control Adquisicion” y “Adquisicion” y entre los
grupos “Control Evocacion” y “Evocacion” (ANOVA de dos vias Fase x Grupo);
n=6, 8,5y 7. * P<0.05.
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7.2 Expresion de la proteina EGR-1 en la amigdala

En la fig. 12 se muestran los contornos de los nucleos La, CeA y BLA de

cortes coronales a nivel -2.56 milimetros a partir del Bregma, de acuerdo al Atlas

de Paxinos y Watson (1986), de cada uno de los grupos utilizados.
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Fig. 12. Contornos de los nacleos La, BLA y CeA en secciones coronales

correspondientes al nivel -2.56 milimetros aproximadamente a partir del Bregma

segun el Atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (1986). Las fotografias fueron

tomadas con un aumento 4X. La: nucleo lateral; BLA: nucleo basolateral; CeA:

nacleo central. Grupos: 1) “Control adquisicién”, 2) “Adquisicién”, 3) “Control

evocacion”y 4) “Evocacion’.

En la fig. 13 se muestra la expresion de EGR-1 en los ndcleos La, BLA y

CeA. Obsérvese que tanto durante la adquisicion como en la evocacion de la

conducta de miedo condicionado, existe un marcado incremento en el nimero de
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ndcleos inmunomarcados para EGR-1, en los nucleos La, BLA y CeA, en los

grupos experimentales en comparacion a sus respectivos grupos controles.

La BLA CeA

Control

adquisicién & W

Adquisiciéon  “ea, 0l

Control

Evocacion

Evocacion .

Fig. 13. Inmunoreactividad para EGR- 1 en los nucleos La, BLA y CeA en la
prueba de enterramiento defensivo condicionado. Obsérvese que tanto en la
adquisicién como en la evocacién de la conducta, hubo un marcado incremento en
el numero de ndcleos celulares inmunoreactivos dentro del La, BLA y CeA, en los
grupos experimentales en comparacion a sus grupos controles. Las fotografias
fueron tomadas a un aumento de 20X en secciones coronales correspondientes al
nivel -2.56 milimetros aproximadamente a partir del Bregma, de acuerdo al Atlas

estereotaxico de Paxinos y Watson (1986).
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A continuacién se muestran los resultados del analisis estadistico sobre la

expresion de la proteina EGR-1 en cada nucleo estudiado.

Nucleo lateral

La expresion de EGR-1 en este nucleo se muestra en la fig. 14. De acuerdo
con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, los datos tuvieron una distribucién normal.
Asimismo, la prueba de Levene mostré que hubo homogeneidad de varianzas
entre los grupos. Posteriormente, el ANOVA de dos vias practicado de Fase x
Grupo revel6 un efecto significativo debido al grupo (F,20=22.858, P=0.0001). Sin

embargo, no se encontro efecto de la fase ni de la interaccion entre estos factores.

Nucleo Lateral
40000

* == Control

Experimental
30000

20000

10000

Nucleos marcados para EGR- 1

0 T T
Adquisicién Evocacion
Fase

Fig. 14. Expresion de EGR-1 en el nucleo La. Se indica la media con su
respectivo error estandar. Obsérvese que hubo una mayor expresion de la
proteina cuando los grupos experimentales fueron comparados con su respectivo
grupo control (ANOVA de dos vias Fase x Grupo); n=6, 8,5y 7. *P<0.05.
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Nucleo BLA

La expresion de la proteina EGR-1 dentro del BLA se muestra en la fig. 15.
De acuerdo con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, los datos tuvieron una
distribucién normal y la prueba de Levene mostré que hubo homogeneidad entre
las varianzas. A continuacion, el ANOVA de dos vias practicado de Fase x Grupo
reveld que hubo un efecto significativo debido al grupo (F(1,20=9.032, P=0.006)

pero no asi por la fase ni de la interaccion entre los factores.

Nucleo Basolateral

20000~
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EE Experimental
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0 e ==
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Fig. 15. Expresién de EGR-1 en el nucleo BLA. Se indica la media con su
respectivo error estandar. Obsérvese que hubo una mayor expresion de la
proteina cuando los grupos experimentales “Adquisicion” y “Evocacién” fueron
comparados con su respectivo grupo control (ANOVA de dos vias Fase x Grupo);
n=6, 8, 5y 7. *P<0.05.
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Nucleo CeA

La expresion de EGR-1 en el nucleo CeA se muestra en la fig. 16. Con base
en lo obtenido en la prueba de Kolmogorov-Smirnov, los datos tuvieron una
distribucion normal. Asimismo, la prueba de Levene mostr6 que hubo
homogeneidad de varianzas entre los grupos. Posteriormente, el ANOVA de dos
vias Fase x Grupo mostro efectos significativos debidos al grupo (F(1,20=21.354,
P=0.0001). Sin embargo, no se encontraron efectos debidos a la fase ni a la

interaccion entre los factores.
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Fig. 16. Expresion de EGR-1 en el nucleo CeA. Los resultados se expresan
como medias con su respectivo error estandar. Obsérvese que hubo una mayor
expresion de la proteina en los grupos experimentales en comparacién a su
respectivo grupo control (ANOVA de dos vias Fase x Grupo); n=6, 8, 5y 7.
* P<0.05.
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Capitulo 8
DISCUSION
8.1 Prueba de enterramiento defensivo condicionado

Durante esta prueba, la conducta de enterramiento se observo en los
animales tanto en la fase de adquisicibn como en la de evocacion, a diferencia de
lo que ocurrié en los animales de los grupos controles, que no estuvieron en
presencia del electrodo electrificado. El enterramiento del electrodo durante la
primera fase de la prueba tuvo un caracter defensivo, ademas, las ratas
aprendieron a asociar el electrodo con la ocurrencia de las descargas eléctricas
(Terlecki et al.,, 1979); mientras que en la fase de evocacion, ocurrio el
enterramiento tan sélo en presencia del electrodo sin corriente eléctrica, indicando
que tales animales fueron condicionados al electrodo (“‘cue”). Cabe destacar que
el condicionamiento de la conducta de enterramiento observado en este trabajo
se manifesto tanto en el numero de episodios de enterramiento como en el tiempo
de su ocurrencia, pues no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos “Adquisicion” y “Evocacion”. En linea con lo anterior, hubo mayor numero
de aproximaciones al electrodo por parte de los grupos experimentales en
comparacién a los grupos controles, sin embargo, tampoco se observaron
diferencias significativas entre los grupos “Adquisicién” y “Evocacion”, lo cual
podria estar manifestando indirectamente la evitacion pasiva por parte de las

ratas hacia el objeto que les generé aversion, es decir, el electrodo.

Cuando un sujeto aprende a asociar la ocurrencia de estimulos en el
ambiente con consecuencias dafiinas para €l, en su cerebro comienzan a llevarse
a cabo mecanismos celulares y moleculares que hacen posible la formacién de un
recuerdo sobre ese evento (Mahan y Ressler, 2012). Asi, durante el
condicionamiento del miedo, el animal, durante la fase de adquisicion emite
respuestas conductuales adaptativas e incondicionadas que son tipicas de su
especie y que tienden a afrontar la situacion amenazante que experimenta. Sin

embargo, simultaneamente genera recuerdos que durante la fase de evocacion le
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ayudaran a anticipar el peligro que lo amenaza y a afrontarlo, consecuentemente,
con mas eficacia. Asi, en la prueba del enterramiento defensivo condicionado
usada en este trabajo de tesis, el animal arroja inicialmente aserrin al sitio de
donde provienen las descargas eléctricas, pero aprende al mismo tiempo a
asociar estas ultimas con el electrodo. Los cambios en los circuitos neurales en el
cerebro del animal como consecuencia de dicha experiencia, son la base de la
formacién del recuerdo de miedo hacia el electrodo. Por lo tanto, la respuesta de
la rata ante la presencia del electrodo, sera el enterramiento defensivo, aun

cuando éste ya no genere descargas eléctricas y no represente un peligro real.
8.2 Expresiéon de EGR-1

Se han reportado cambios en la expresién de EGR-1 (o del ARNm de egr-
1) al condicionar la conducta defensiva de inmovilidad de ratas mediante el
condicionamiento al contexto (Rosen, 1998; Malkani y Rosen, 2000), el
condicionamiento auditivo a un click (Hall et al., 2001b) y a un tono (Maddox et al.,
2011). Sin embargo, los resultados reportados hasta ahora en relacion a tal
expresion han diferido entre laboratorios. En vista de tales discrepancias, se
consideré de importancia evaluar la expresién de esta proteina utilizando un
paradigma conductual distinto a los que se han empleado, el enterramiento
defensivo condicionado, en el que la conducta de enterramiento que se observa
emula formas de aprendizaje que son importantes para la sobrevivencia de los

roedores en su ambiente natural.

Los resultados reportados en esta tesis junto con los de otros
investigadores indican que independientemente del tipo de condicionamiento
inducido, ya sea este de tipo contextual (Rosen et al., 1998; Malkani y Rosen,
2000) o a una sefal discreta (nuestro laboratorio; Maddox et al. 2001), asi como
del disefio experimental utilizado, existe durante la adquisicion de la respuesta
condicionada, un aumento en la expresion de EGR-1 (o del ARNm de egr-1) en el
ndcleo La de la amigdala (ver tabla 2). Sin embargo, estos resultados difieren de
lo reportado por Hall et al. (2000), quienes a pesar de haber encontrado también

un aumento en la expresion de EGR-1 en este nucleo, éste fue similar al
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observado en animales control que no fueron condicionados. Cabe sefalar, que
en los experimentos de Malkani y Rosen (2000), se detecté también un aumento
en la expresion de EGR-1 dentro del ndcleo La, en el grupo de animales que
recibieron la descarga eléctrica inmediata, aunque éste fue de muy poca magnitud
comparado con lo observado en el grupo de ratas que fueron condicionadas. Las
razones de estas discrepancias son poco claras, sin embargo, existe la posibilidad
de que el procedimiento para condicionar a los animales sea un factor importante

a este respecto.

En contraste, la expresion del EGR-1 en el nucleo La, tras la evocacion de
la respuesta de miedo condicionado, solamente se observdé en aquellos
paradigmas que provocaron preferentemente condicionamiento a sefales
discretas, aunque nuevamente Hall et al. (2001b), a diferencia de lo observado
por el grupo de Rosen, encontraron un aumento en la expresion del ARNm de
egr-1. Es interesante que el patron de expresion para el ARNm de egr-1similar al
reportado en el nucleo La durante la evocacion, fue observado también en los
nacleos BLA y CeA, aunque en este caso, dichos cambios estuvieron presentes
tanto durante la adquisicion como durante la evocacion de la respuesta de miedo
(ver tabla 2).
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Tabla 2. Expresion de EGR-1 en los ndcleos La, BLA y CeA durante la
adquisiciéon y la evocacion con diferentes modelos de condicionamiento aversivo

Nucleo Adquisicién Evocacion

Rosen et al., (1998)* -- Rosen et al., (1998)
Malkani y Rosen, (2000)* Malkani y Rosen, (2000)
Hall et al., (2000)* Hall et al., (2001b)*+
Maddox et al., (2011)+ Maddox et al., (2011)
Nuestro laboratorio# Nuestro laboratorio

Lateral

— — —>—>

-- Rosen et al., (1998)

-- Malkani y Rosen, (2000)
Basolateral T Maddox et al., (2011)

T Nuestro laboratorio

Rosen et al., (1998)
Malkani y Rosen, (2000)
Hall et al., (2001b)
Maddox et al., (2011)
Nuestro laboratorio

——> —>|

-- Rosen et al., (1998) -- Rosen et al., (1998)

-- Malkani y Rosen, (2000) Malkani y Rosen, (2000)
Central T Maddox et al., (2011) Hall et al., (2001b)

4 Nuestro laboratorio Maddox et al., (2011)
Nuestro laboratorio

>—> —>

Aumento en la expresién de la proteina EGR- 1
-- No hubo diferencias significativas
* Inmovilidad condicionada al contexto. + Inmovilidad condicionada a un sonido.
# Enterramiento defensivo condicionado.

Cabe sefalar que tanto en nuestros experimentos como en los realizados
por Rosen (1998), Malkani y Rosen (2000), Hall et al. (2001b), Maddox et. al
(2011), se utilizaron choques eléctricos como estimulos incondicionados y dado
que la amigdala recibe inervacién del nucleo parabraquial con informacion
nociceptiva somatica, la posibilidad de que los cambios en la expresion de EGR- 1
observados por nosotros y los grupos anteriormente citados, haya sido
consecuencia de las descargas eléctricas recibidas y no debidos al proceso de
condicionamiento, aunque atractiva es poco probable. En apoyo a lo anterior, el
paradigma del déficit del chogue inmediato ofrece un buen control de la actividad
de la amigdala ante el estimulo aversivo, el cual consiste en administrar una
descarga eléctrica a un grupo de ratas inmediatamente al ser introducidas al

dispositivo usado y a otro grupo tres minutos después; al final, tanto el

61




condicionamiento de la conducta de inmovilidad, como los cambios en la
expresion del ARNm de egr-1, medidos 24 horas después, Unicamente ocurren al

administrar la descarga eléctrica demorada (Malkani y Rosen, 2000).

Los cambios en la expresion de EGR-1 en la amigdala durante el
condicionamiento reportados en este trabajo son congruentes con los
mecanismos que subyacen al condicionamiento del miedo (LeDoux, 2000; Davis y
Whalen, 2001). El hecho de que en practicamente todos los modelos y en
particular, en aquellos en los que los animales fueron condicionados a una sefial
(“cue”), como en nuestro caso, la expresion de EGR-1 haya aumentado en el
nacleo La durante la adquisicion, estd de acuerdo con que la amigdala
desempefia una funcién preponderante en el condicionamiento a sefales
discretas y apoya la idea de que dentro de este nucleo, a partir de la informacion
recibida sobre los estimulos condicionado e incondicionado, se generan los
cambios plasticos que subyacen al condicionamiento del miedo. Sin embargo, en
lo referente al papel de EGR-1 en el condicionamiento al contexto, las cosas
parecen menos claras, pues aunque en los experimentos de Hall et al. (2000), no
se registraron cambios en la expresién de esta proteina al utilizar el modelo del
congelamiento condicionado, en los de Rosen et al. (1998) y Malkani y Rosen
(2000), su expresion fue evidente en el nacleo La tras el condicionamiento de los
animales mediante el paradigma del déficit del choque inmediato. Las razones
que subyacen a estas diferencias se desconocen pero es probable que estén
relacionadas con diferencias en las condiciones experimentales empleadas
durante el condicionamiento de los animales. Asi, mientras que en el grupo de
Rosen las ratas fueron condicionadas tras su exposicion a un contexto novedoso
seguido de un choque eléctrico unico, en los experimentos de Hall et al. (2000),
los animales fueron sujetos a cinco apareamientos del estimulo condicionado con

el no condicionado.

La manera como el EGR-1 se activa durante el condicionamiento del miedo
y contribuye a los cambios plasticos asociados a ese proceso, asi como a la

consolidacion y reconsolidacion de los recuerdos formados no es completamente
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conocido. Sin embargo, es comunmente aceptado que el fendmeno de la LTP que
subyace a la formacién de un recuerdo regula la expresion de EGR-1, muy
probablemente a partir de la activacion de los receptores NMDA (Worley et al.,
1990) y a través de la cadena de sefalizacion que involucra a las MAP cinasas
(Davis, 2003). Es entonces posible que CREB, que se encuentra en esta cadena
de senalizacion “rio abajo” de MAPK/ERK y que se ha demostrado que participa
activamente en el condicionamiento del miedo (Hall et al., 200la), sea el
responsable directo de la activacion de EGR-1. Por otro lado, aunque no se
conoce la lista completa de los genes cuya transcripcion regula EGR-1 y que
pudieran ser significantes para el condicionamiento del miedo, se ha reportado
gue tanto la sinapsina | como la Il son reguladas por el EGR-1 (Thiel et al., 1994;
Petersohn et al., 1995), estan involucradas en la regulacién de la liberacion de
neurotransmisores y podrian participar en la plasticidad sinaptica (Bahler et al.,
1990).

Hasta ahora, se cuenta con muy poca informacion sobre la expresion de
EGR-1 en los nucleos amigdalinos y la funcién especifica de cada uno de ellos en
la evocacion de un recuerdo. Aunque como en el caso de la adquisicidon, existen
diferencias entre laboratorios (Hall et al. Vs Rosen et al.), en relacién a la
expresion de EGR-1 en el La durante el condicionamiento al contexto, que
podrian reflejar las diferencias durante el condicionamiento, nuestros resultados
como los de otros laboratorios (Maddox et al., 2011) apoyan la participacion de
este factor de transcripcion durante la consolidacion de los recuerdos
condicionados a sefales discretas. Mas aun, es muy probable que también como
ha sido sugerido por estos ultimos investigadores, este factor tenga una funcion
importante durante el proceso de la reconsolidacion, en la que los recuerdos
evocados se hacen labiles y para reconsolidarse/actualizarse se requiere como en

el caso de la consolidacion, de una sintesis de proteinas (Nader et al., 2000).

El aumento en la expresion de EGR-1 en el BLA observada en este trabajo,
tanto en la adquisicion como en la evocacion, estda de acuerdo con las

observaciones de todos los laboratorios que la han estudiado en este nucleo (Hall
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et. al., 2000b; Maddox et. al, 2011), con excepcion de Rosen y colaboradores
(Rosen et al. 1998; Malkani y Rosen, 2000). La falta de efectos observada en los
experimentos del grupo de Rosen es sorprendente, pues existe una proyeccion
masiva del La al BLA (LeDoux, 2000) y se ha encontrado dentro de los ndcleos
basales un “switch” que enciende y apaga la expresion de miedo (Herry et al.,
2008; Amano et al.,, 2011; Palomares-Castillo et al., 2013). Aunque no resulta
clara la causa de estas diferencias, es posible que estas obedezcan a variantes
metodoldgicas sutiles pero importantes, pues una situacion similar se observo en

el CeA (ver abajo).

Por otro lado, el incremento en la expresion de EGR-1 en el CeA
observado por nosotros y otros investigadores (Hall et al., 2001b; Maddox et al.,
2011), tanto durante el condicionamiento a sefiales discretas como tras la
evocacion de las respuestas condicionadas, no resulta sorprendente si se
considera que éste nucleo proyecta a las areas responsables de implementar las
respuestas conductuales, autonémicas y endocrinas que acompafian a una
respuesta de miedo (LeDoux, 2000) y sobre todo que, como en el caso del La,
también dentro de este nucleo se genera plasticidad asociada al condicionamiento
del miedo (Paré et al., 2004). Cabe sefialar, sin embargo, que como sucedi6 en el
BLA, tampoco se observaron efectos en la adquisicion ni en la evocacion por

parte de Rosen y su grupo (Rosen et al. 1998; Malkani y Rosen, 2000).

Los resultados anteriores, entre los que se incluyen los reportados en esta
tesis, apoyan la participacion de EGR-1 en el condicionamiento del miedo, que
permite a los sujetos anticipar el peligro y preparase para afrontarlo. Sin embargo,
el hecho de que EGR-1 participe también en otros tipos de condicionamiento no
relacionados directamente con situaciones aversivas, tales como el Laberinto
acuatico de Morris o la alternancia espontanea en el Laberinto elevado en forma
de “T” (Jones, 2001), sugiere que este factor de transcripcion tiene un papel mas
general en el condicionamiento que pudiera estar relacionado con su participacion
como modulador de la expresion génica y por tanto, con la sintesis de proteinas

involucradas en la consolidacion de un recuerdo.
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Asi como se ha estudiado la expresion de EGR-1 en la adquisicion y
evocacion de un recuerdo de miedo, también ha sido de interés conocer la
actividad de otros genes de expresion temprana en tales procesos. Lonergan et
al. (2010), estudiaron la expresion de egr-1, asi como de otro gen de expresion
temprana, Arc/Arg3.1, en el hipocampo dorsal después del condicionamiento del
miedo y observaron que hubo un aumento en la expresion de egr-1, pero no asi
de Arc/Arg3.1, después del condicionamiento del miedo a un tono. Por otra parte,
Rosen et al. (1998), encontraron un aumento en la expresion del ARNm de egr-1
después del condicionamiento, sin embargo, la expresion del ARNm de c-fos en el
La no fue diferente entre los grupos utilizados. Por ultimo, Hall et al. (2001a),
encontraron un aumento en la expresion de Fos en el CeA y del factor de
transcripcion CREB en el La y tanto de Fos como de CREB en el BLA, después
de una prueba de memoria realizada 24 horas después del condicionamiento a un

tono.

Finalmente, podria sugerirse que el EGR-1 podria estar participando en la
regulacion de la transcripcion de otros genes que codifican para proteinas
involucradas en la plasticidad sinaptica que subyace a la consolidacion y a la

reconsolidacidon que sigue a la evocacion.
8.3 Limitaciones

Debido a que durante la prueba de enterramiento defensivo condicionado
las ratas presentan conductas defensivas tanto de tipo activo como pasivo, no es
posible sugerir que la expresion de EGR-1 esté relacionada especificamente con
alguno de estos dos tipos de conducta. Asimismo, se carecio de un grupo control
gue sirviera para descartar experimentalmente los efectos de las descargas
eléctricas sobre la expresion de EGR-1. Por ultimo, el tamafio de los grupos
experimentales y controles fue reducido, lo cual podria tener efectos sobre el

analisis y por lo tanto, la interpretacion de los resultados.
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8.4 Perspectivas

Estudiar la expresion de EGR-1 en otros nucleos de la amigdala, utilizando
el mismo modelo conductual que en esta tesis. Ademas, comparar los resultados
con otro modelo experimental de condicionamiento del miedo en el que se utilice

un estimulo aversivo distinto, como la presencia de un depredador.
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Capitulo 9

CONCLUSION

El aumento en la expresion de EGR-1 en la amigdala durante la
adquisicion y evocacion del enterramiento defensivo condicionado sugiere su

participacion en el condicionamiento del miedo.
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