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RESUMEN

La ansiedad es un mecanismo adaptativo que alerta al individuo contra un peligro
potencial. Sin embargo, cuando se presenta en ausencia de estimulo o resulta
desproporcionada con respecto a €él se le considera patolégica. Experimentos de
lesion o estimulacion indican que la amigdala cerebral juega un papel importante
en la integracion y expresion del miedo y la ansiedad en varias especies de
animales, entre los que se incluyen tanto a los roedores como a los humanos. Las
islas intercaladas paracapsulares son agrupamientos de neuronas GABAérgicas
ricas en receptores dopaminérgicos del tipo D1, que a manera de interface,
regulan el flujo de impulsos nerviosos entre los nucleos basolateral y central de la
amigdala, que constituyen su principal estacién entrada y salida respectivamente.
Dado que es comunmente aceptado que la ansiedad se genera en el nucleo
basolateral, y que la respuesta ansiosa se implementa en el nucleo central, se
considerd de interés estudiar el papel que tienen dichas islas, y en particular el
gue juega la transmision dopaminérgica mediada por receptores D1 en la
modulacién amigdalina de la ansiedad. Para ello, el efecto del bloqueo de dichos
receptores, mediante la micro-administracion estereotaxica bilateral de diversas
dosis (0, 30 y 120 pg) de su antagonista especifico, el SCH23390, en la
proximidad de las islas intercaladas paracapsulares fue estudiada en la rata
usando la Caja Luz-Oscuridad, un modelo de ansiedad incondicionado. El estado
general de los animales fue evaluado midiendo el grado de su locomocién en un
campo abierto. Los resultados obtenidos indican que la micro-administraciéon
bilateral del SCH23390 disminuy6 la ansiedad de los animales incrementando
significativamente tanto la latencia de las ratas para entrar por primera vez al
compartimento oscuro de la caja como el tiempo que permanecieron en él. No se
observaron cambios en la locomocion de los animales en el campo abierto bajo
ninguna dosis del antagonista usado, excluyéndose asi la posibilidad de que los
cambios observados en los pardmetros de ansiedad estudiados en la Caja Luz
Oscuridad fueran debidos a un efecto del antagonista sobre el estado general de
la rata. Los resultados obtenidos sugieren que los receptores dopaminérgicos D1
ejercen un papel ansiogénico en la modulacién amigdalina de la ansiedad y que
este pudiera estar mediado a través de un aumento en la desinhibicion diferencial
gue estas islas ejercen sobre la actividad del nucleo central de la amigdala.
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I. INTRODUCCION.

La ansiedad es un mecanismo adaptativo que alerta al individuo en contra de un
peligro potencial, pero cuando esta se presenta sin ningun estimulo que la
desencadene se considera una patologia, que en algunos casos invalida
socialmente al individuo (Pérez de la Mora, 2003). Una de las estructuras del
sistema limbico de gran importancia para el estudio de la ansiedad es la amigdala
cerebral (Davis y Whalen, 2001; Millan, 2003). Experimentos en los que se lesiona
la amigdala cerebral de un animal o se le estimula han mostrado que dicha
estructura juega un papel importante en la integracién y expresion del miedo y la
ansiedad, en varias especies de animales, incluyendo ratas y humanos. (Kluver y
Bucy, 1937; Davis y Shi, 2001 y Tres Guerres, 1992; Ardila, 1975). En la porcion
rostral a la amigdala cerebral encontramos un grupo de neuronas GABAérgicas,
ricas en receptores dopaminérgicos D1, conocidas con el nombre de islas
intercaladas paracapsulares (Millhouse, 1986), encargadas de regular el flujo de
impulsos nerviosos entre el complejo basolateral, que recibe la informacion
sensorial del entorno del sujeto y el nucleo central donde se integran distintos
componentes autonémicos de la ansiedad (Royer et al., 2000).

Por otro lado, dado que se ha reportado, que inyecciones intra-amigdalinas del
antagonista especifico D;( SCH23390), reduce la respuesta acustica del
sobresalto potenciado por el miedo (Lamont y Kokkinidis, 1998) y el
“congelamiento condicionado” en ratas (Guarraci et al, 1999) es posible que
mecanismos dopaminérgicos estén involucrados en la modulacion de la ansiedad
a nivel de las islas intercaladas paracapsulares. Por tal motivo, el objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto del antagonista dopaminérgico DI1(
SCH23390), sobre la conducta de la rata en la “caja luz oscuridad”, un paradigma
incondicionado usado para evaluar la ansiedad en la rata (Costall et al., 1989).
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IIl. ANTECEDENTES

1.-ANSIEDAD

La ansiedad es un problema fascinante que involucra lo mas intimo del
funcionamiento del cerebro, que desde el punto de vista de la salud afecta a un
gran numero de personas y que en algunos casos podria invalidar socialmente a
quien la padece.

1.1 Etimologia de la palabra ansiedad

El origen de la palabra “ansiedad” deriva del vocablo latino anxietas y significa, de
acuerdo al Diccionario de la real Academia Espanola de la Lengua “un estado de
agitacion, inquietud o zozobra del animo”. La palabra angustia, del mismo origen
etimologico, denota en cambio, de acuerdo a la misma fuente bibliografica,
“angostura, dificultad, afliccién, congoja, ansiedad”. (Pérez de la mora et al., 2007).

El origen de la palabra “ansiedad” viene del Latin anxius que deriva de ango y se
vincula al vocablo angustia, que tiene su origen en el significado de angostura y
opresion (Goldman,2001).

1.2. Diferentes enfoques y definiciones de ansiedad

Biolégicamente, la ansiedad, como la define Pérez de la Mora (2003), es la
respuesta adaptativa de un sistema de alarma que prepara al organismo a
contender en contra de un peligro potencial. De acuerdo con esta definicion, la
ansiedad es un mecanismo normal que en condiciones normales protege y alerta
de posibles peligros potenciales a un individuo y se presenta en los seres
humanos con distintos niveles de intensidad. Sin embargo, cuando su nivel es alto
provoca un trastorno patologico, que se acompafia de un estado hipervigilancia,
de dificultad para concentrarse, de un aumento en la tensibn muscular y de
sintomas autondmicos tales como palpitaciones, sudoracién, falta de aliento o
molestias digestivas entre otros sintomas (DSM-1V, 1995).

1.3. Diferencia entre miedo, ansiedad y estrés

Dado su caracter adaptativo, es dificil separar a la ansiedad del miedo y del estrés
ya gue los sintomas somaticos y cognoscitivos de estas dos ultimas entidades son
parecidos y practicamente indistinguibles de los que se observan en la ansiedad,
pues resultan de la activacién del mismo sistema de alarma (Pérez de la Mora,
2003). Una diferencia entre el miedo y la ansiedad, podria ser, que el miedo es
provocado por un estimulo mas o menos bien definido para el sujeto, en tanto que
en la ansiedad el estimulo u objeto que la desencadena no es obvio para él. De
hecho, la ansiedad y el miedo podrian coexistir al mismo tiempo, pues un individuo
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puede temer a alguna situacion bien definida, pero le angustia la forma como esta
va a ocurrir. En cuanto al estrés, se ha definido este de diferente forma de acuerdo
con su propia orientacion. El pionero en la investigacion sobre el estrés Hans
Selye en 1936, considera al estrés como una respuesta inespecifica del organismo
a cualquier exigencia ambiental. Holroyd y Lazarus en 1982, definieron al estrés
en términos psicolégicos, como el juicio cognoscitivo del individuo que le produce
temor al pensar que sus recursos personales seran incapaces de dar respuesta a
las demandas generadas por un acontecimiento particular. El estrés, por su lado,
significa tensién y designa una agresion provocada por una accion violenta
ejercida sobre el organismo, como un ruido estridente, una sacudida eléctrica
intensa o un choque emocional y es mas dificil de diferenciar de la ansiedad pues
tanto los estimulos que la provocan como la respuesta dada son practicamente
indistinguibles en ambos casos (Papalia y Olds, 2004).

El termino estrés, tomado del inglés stress, es aln mas vago, pues se refiere de
acuerdo a la Enciclopedia Britanica,”a cualquier tensién o interferencia que
perturba el funcionamiento de un organismo”. Dado que un individuo sujeto a
estrés psicologico presenta manifestaciones clinicas similares a las que se ven en
la ansiedad y el miedo (Pérez de la mora et al., 2007).

De acuerdo con lo anterior, la ansiedad y el estrés resultarian términos sinGnimos
y el miedo una variante de ellos, en la que el estimulo que la provoca es conocido.
Eventualmente, la ansiedad podria diferenciarse del estrés por la frecuencia en la
gue se presentan los estimulos. En la ansiedad bastaria que se presentara el
estimulo ansiogénico una sola vez para que la respuesta se diera, en tanto que en
el estrés el sujeto estaria por largo tiempo bajo la accion del estimulo “estresante”.
Por otro lado aunque es bien conocido que en el estrés existe un aumento de la
actividad del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) caracterizado por un aumento
en los niveles plasméticos del factor de liberacidén de corticotropina, (Ilamada antes
ACTH) y de los glucocorticoides (Kalat., 2008) dichos cambios, de acuerdo a lo
anterior, se observan también en la ansiedad clinica (Daneri, 2012) y en animales
expuestos a paradigmas de ansiedad (Pellow et al., 1986;Korte et al., 1992; De
Boer y Koolhaas, 2003; Flores-Gracia et al., 2010).

1.4. Clasificacion clinica de la ansiedad
La ansiedad en su forma patologica da lugar a diversos cuadros clinicos

distintivos, en donde con frecuencia el limite que separa a la ansiedad normal de
la ansiedad patoldégica no es muy claro.

Con la ayuda de sistemas clasificatorios como el CIE/10 o el DSM IV se ha podido
clasificar a los diferentes trastornos de la ansiedad en diversas categorias. De
acuerdo al DSM IV (1995) estos se clasifican en:

14



Crisis de angustia o de panico, se caracteriza por la aparicion subita de sintomas
de aprension, miedo pavoroso o de terror y que se acompafian habitualmente de
sensacion de muerte inminente. Existen en ella, una gran variedad de sintomas
autondmicos, pero que a diferencia de lo que sucede en otros casos estos
adquieren una gran intensidad y su presentacion es intrusiva, sin que haya ningan
estimulo bien definido que lo provoque.

Agorafobia, se caracteriza por la aparicion de ansiedad o comportamientos de
evitacion en lugares o situaciones donde escapar puede resultar dificil como un
tunel o un puente.

Angustia sin agorafobia, se caracteriza en cambio, por crisis de angustia o de
panico recidivante e inesperado que causan un estado permanente de
preocupacion al paciente, pero sin los sintomas de la agorafobia.

Trastorno de angustia con agorafobia se caracteriza por crisis de angustia y
agorafobia de caracter recidivante e inesperado.

Agorafobia sin historia de trastorno de angustia, se caracteriza por la presencia de
agorafobia, pero sin sintomas similares a la angustia en un individuo sin
antecedentes de crisis de angustia inesperadas.

Fobia especifica, se caracteriza por la presencia de niveles elevados de ansiedad
como respuesta a situaciones u objetos especificos que no representan un peligro
real para el paciente.

Fobia social, se caracteriza por la presencia de niveles elevados de ansiedad
como respuesta a la exposicién del sujeto a diversas situaciones sociales o
actuaciones en publico.

Trastorno obsesivo compulsivo, se caracteriza por la presencia de obsesiones que
provocan ansiedad y malestares significativos y/o compulsiones que tienden a
neutralizar dicha ansiedad.

Trastorno por estrés post traumatico, se caracteriza por la re-experimentacion de
acontecimientos altamente traumaticos, que provocan en el que lo padece
verdaderos ataques de panico.

Trastorno por estrés agudo, es similar al trastorno por estrés postraumatico, pero
los sintomas de ansiedad aparecen inmediatamente después de un
acontecimiento altamente traumatico, como después o durante un temblor de
tierra.

15



Trastorno de ansiedad generalizada, es similar a los de las crisis de pénico, pero
en él, los sintomas aunque persistentes son de menor intensidad. En él, se da
siempre un estado de preocupacion excesiva.

Trastornos debidos a enfermedad médica, se caracteriza por sintomas de
ansiedad secundarios a una enfermedad subyacente.

Trastorno de ansiedad inducido por sustancias, se caracteriza por sintomas de
ansiedad prominentes que se consideran secundarios al uso de una droga,
farmaco o toxico.

Trastorno de ansiedad no especificado, se refiere a toda aquella condicion que
cursa con niveles de ansiedad elevados no considerada en lo anterior.

1.5. Epidemiologia de la ansiedad

La prevalencia durante la vida para cualquier trastorno de ansiedad es de
alrededor del 25 por ciento y la prevalecia para 12 meses es de 17 por ciento
(Heinze, 2003).

El inicio de los trastornos de la ansiedad se presenta generalmente durante la
adolescencia temprana, siendo las fobias especificas las que se inician mas
precozmente. Los diferentes trastornos de ansiedad son mas frecuentes en
mujeres que en hombres, con excepcion de la fobia social, que suele presentarse
en un porcentaje semejante en ambos sexos (Heinze, 2003). En la tabla 1 se
indica la prevalencia de los trastornos de ansiedad a lo largo de la vida del ser
humanao.

Tabla 1. Prevalencia de la ansiedad a lo largo de la vida del ser humano.

Diagnostico Porcentaje
Fobia social y especifica 13%
Agorafobia 7%

Estrés postraumatico 9%

Crisis de angustia 1.6 -3.5%
Ansiedad generalizada 35-5%
Trastorn_o obsesivo- 14-20%
compulsivo

Tomado de Heinze (2003).
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A pesar de la alta prevalencia de los trastornos afectivos y de ansiedad en el
humano, los indices que indican el uso de servicios para su tratamiento son bajos.
Asi, en un estudio realizado en 1997 por Medina-Mora y cols., en la ciudad de
México, se encontré que solo el 13.9% de los hombres y mujeres que cubrian con
el criterio de depresion consignado en del DSM IV buscaron ayuda, y que los
meédicos de primer nivel de atencién fueron la fuente de ayuda mas frecuente para
poblaciones de niveles socioeconémico medio y bajo, ocupando los psicélogos el
segundo lugar de consulta (CONADIC INFORMA, Boletin Especial abril-07-2001).

2.- PARADIGMAS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE LA ANSIEDAD

Por razones éticas, metodoldgicas y practicas, para el estudio de la ansiedad se
ha recurrido al uso de modelos animales, cuyos resultados son contrastados con
la evidencia derivada de los estudios realizados en los humanos utilizando
diversas técnicas y aproximaciones. La experimentacion con animales nos ha
permitido aprender con una mayor profundidad mucho de las regiones del sistema
nervioso que participan en la ansiedad y de los mecanismos involucrados en ella.

2.1.-Condicionamiento Clasico y Operante

A Principios del siglo XX, Ivan Petrovic Pavilov (1849-1936) fisi6logo ruso, fue el
primero en estudiar los cambios conductuales inducidos experimentalmente en
animales e hizo algunos aportaciones notables, tales como el descubrimiento de
los reflejos condicionados y el condicionamiento clasico (pavioviano o
respondiente) derivado de ellos (Kantowitz et al., 2001).

Pavlov, en el curso de sus investigaciones observo sin proponérselo que la simple
vista de los alimentos hacia babear a los perros y que de hecho estos lo hacian,
incluso, al oir el sonido de los pasos del experimentador. Como resultado de sus
estudios descubri6 que el sonido de una campana que normalmente no
modificaba la cantidad de saliva que los perros producian, lo hacia ahora, si se
habia tenido el cuidado de presentar dicho sonido poco antes de alimentarlos. Era
como si los perros hubieran aprendido que el sonido de dicha campana indicaba la
llegada de la comida. Se les habia condicionado a producir saliva ante un nuevo
estimulo: el sonido de una campana, que anteriormente no provocaba en ellos
ninguna respuesta.

El experimento de Pavlov ejemplifica los cuatro elementos basicos del
condicionamiento clasico. El primero, es un estimulo incondicionado, como la
comida, que invariablemente produce el segundo elemento del condicionamiento,
segundo la respuesta incondicionada, que en este caso es la produccién de saliva.
El tercer elemento es el estimulo neutral, el sonido de la campana, que
posteriormente al condicionamiento recibe el nombre de estimulo condicionado.
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Se dice que el estimulo condicionado es originalmente “neutro” respecto a la
respuesta deseada (salivacion), porque los perros no producen saliva al oir la
campana a menos que se les haya condicionado para que reaccionen asi,
presentandoselos varias veces antes del estimulo incondicionado. El
apareamiento de ambos produce el cuarto elemento del condicionamiento clasico:
la respuesta condicionada (RC). Esta es la conducta que el animal aprendié a dar
en respuesta al estimulo condicionado (Morris y Maisto, 2001).

En 1912, M. P. Erofeeva, discipula de Pavlov, provocOd sin proponérselo,
perturbaciones en la conducta de perros con los que practicaba diversas variantes
experimentales tendientes a establecer, mantener y extinguir los reflejos
condicionados. Erofeeva observo, que perros sometidos a condicionamiento
mediante choques eléctricos desarrollaban diversas alteraciones conductuales al
variar la aplicacion del estimulo a diferentes lugares del cuerpo.

Posteriormente, Shenger Krestovnikova, otra discipula de Pavlov, en experimentos
de discriminacion de sefales, entren6 a perros para que distinguieran entre un
circulo y una elipse. Es sus experimentos, cuando aparecia el circulo el animal
obtenia comida, pero no, cuando se les mostraba la elipse. Pavlov, interpret6
estos fendmenos como resultado de excitacién o de inhibicién generalizadas del
sistema nervioso central, segun el tipo de estimulos y los sintomas de los
animales.

Por su lado, Edward Lee Thorndike realizé experimentos en los que puso a gatos
en cajas-problema de las que se suponia que debian escapar. Thorndike efectu6
sus estudios casi al mismo tiempo que los de Pavlov. En suma los experimentos
de Thorndike concernian al aprendizaje a partir de las consecuencias de cierta
accion. Los gatos dieron cierta respuesta que les permitia escapar de la caja-
problema. Luego, cuando los regresaban a la caja solian responder de la misma
manera. Las consecuencias de una conducta influian en la forma en que ésta se
aprendia. Como el comportamiento era instrumental (o cumplia una funcion) en la
generacion de la consecuencia (la recompensa), esta forma de aprendizaje se
denomind posteriormente como condicionamiento instrumental (Kantowitz et
al.,2001; Morris y Maisto,2001).

De 1930 a 1960 Burrhus Frederic Skinner, llama al condicionamiento instrumental
condicionamiento operante, pues la respuesta opera en el ambiente, y lo distingue
de lo que denomino condicionamiento respondiente, llamado por los seguidores de
Pavlov condicionamiento clasico. En el condicionamiento respondiente el
organismo simplemente responde a la estimulacion del medio. El principal dato de
interés en el estudio del condicionamiento operante es la tasa a la que se da cierta
respuesta y en la que el experimentador aguarda hasta que el animal responde de
la manera deseada; luego lo recompensa, v.g. con alimento. Si no responde como
se espera el investigador refuerza el estimulo por el método de aproximaciones
sucesivas hasta obtener la respuesta deseada.
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El condicionamiento operante funciona segun la ley del efecto: si se produce la
respuesta operante y a esta la sigue un estimulo reforzador, aumenta la
posibilidad de que la respuesta ocurra nuevamente. Lo que ha de servir como
estimulo reforzador no se especifica de antemano, tiene que descubrirse en cada
situaciéon (Kantowitz et al., 2001).

Con Seligman y cols en 1969, se establece la hipétesis, de la indefensién
aprendida, donde se estudiaba una variante de aprendizaje en perros, a los cuales
se mantenia sujetos mediante un arnés de tipo pavloviano y se les administraban
choques eléctricos dolorosos pero no dafinos, los animales no contaban con
ningun recurso que les permitiera evitar el choque; ante lo inevitable los perros
aprendian que nada de lo que hicieran los salvaba de recibir el choque (Morris y
Maisto,2001; 2005).

2.2.- Modelos animales de ansiedad

Como se menciond antes, para conocer los mecanismos bioldgicos que subyacen
a la ansiedad, se han disefiado modelos experimentales, que permiten someter a
un animal a determinadas manipulaciones en el laboratorio y evaluar el grado de
ansiedad producido por ellas.

Los modelos, se aplican bajo condiciones en las que se minimiza el sufrimiento
del animal y de acuerdo a la normatividad vigente para el uso y manejo de
animales de laboratorio. Los modelos usados se clasifican en condicionados e
incondicionados, dependiendo de si su aplicacién implica el condicionamiento
previo del animal o se estudia el impacto que la manipulacion experimental tiene
sobre la ansiedad basal del sujeto. Dichos modelos han sido ampliamente
investigados y validados mediante criterios que incluyen el uso de algunas
sustancias ansioliticas o ansiogénicas, que en los humanos provoca una
disminucién o aumento en la ansiedad respectivamente.

Entre los modelos incondicionados encontramos: la prueba Luz-Oscuridad, el
Laberinto Elevado en Forma de Cruz”, la Prueba de Choque y Enterramiento y la
Interaccion Social. Los modelos condicionados incluyen entre otros la prueba de
conflicto de Vogel la Evitacion Pasiva y el Sobresalto Potenciado por el Miedo.

2.2.1 Modelos no condicionados
En el paradigma denominado Laberinto en Forma de Cruz se explota el miedo
innato de los roedores a explorar los espacios abiertos. En este modelo, se utiliza

un laberinto que posee dos brazos que se encuentran cerrados por mamparas de
40 cm de altura y dos brazos abiertos que se interceptan en un cuadrado central
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de 10 cm. Los brazos en ambos casos son de 50 cm. En esta prueba, la rata es
colocada en el cuadrado central y tiende a explorar preferentemente los brazos
cerrados. Se ha observado que aquellas condiciones experimentales que
producen ansiedad reafirman esta conducta, en tanto que las que la disminuyen
aumentan tanto la frecuencia de las visitas como la permanencia de la rata en los
brazos abiertos del laberinto (Pellow y File,1986; Pérez de la Mora, 2003).

En el modelo del Choque y Enterramiento se aprovecha la tendencia que tienen
los roedores a sepultar objetos que pueden ser potencialmente dafinos, en este
caso, un objeto considerado por los roedores como peligroso, como lo es una
varilla electrificada que proporciona un choque eléctrico de baja intensidad
cuando el animal la toca con la boca o la nariz himeda. En este modelo, se evalua
el tiempo que tardan las ratas en comenzar a enterrar la varilla después de haber
recibido el primer choque eléctrico y el tiempo que emplea en enterrarla. Una
latencia corta y un tiempo de enterramiento largo indican un aumento de la
ansiedad en el animal. Dicha conducta, puede ser revertida por farmacos
ansioliticos, algunos antidepresivos triciclicos y también por algunas hormonas
esteroides como la progesterona y algunos derivados de ella que se considera
tienen efectos ansioliticos (Contreras et al., 2003).

En el paradigma denominado Interaccidn Social se aprovecha la resistencia que
oponen las ratas a interactuar fisicamente dentro de un pequefio espacio con
animales de la misma especie y con los cuales no ha tenido ningin acercamiento
0 encuentro previo (File, 1980).

2.2.2.- Modelo de la “caja luz - oscuridad”

La prueba de la “caja luz-oscuridad”, que se usara en este trabajo, esta basada en
el modelo original de Crawley y Goodwin (1980). Dicha prueba, ha sufrido varias
modificaciones en su estructura en manos de varios autores como Costall y cols,
1989, quienes han modificado la distribucién de los compartimientos y Young y
Johnson (1991 a, b) que incrementaron su tamafo.

La prueba de la “caja luz-oscuridad” fue utilizada inicialmente por Costall et al.
(1989) en ratones, pero ha sido adaptada a ratas (Henniniger et al., 2000).La
prueba consiste en una caja de acrilico dividida en dos compartimientos, uno
blanco (27 x 27 x 27 cm), cuya base esta dividida en cuadrantes de 9 x 9 cm
mediante lineas dibujadas en negro, y un compartimiento negro (27 x 18 x 27 cm),
cuya base también esta dividida en cuadrantes de las mismas dimensiones que el
anterior aunque por lineas blancas. Ambos compartimientos se conectan entre si
a través de una pequefia abertura de 7 x 7cm. EIl espacio blanco, se encuentra
iluminado por una fuente de luz blanca fria (700 lux) y el espacio negro con una
lampara roja (70 lux). La prueba, que es de tipo exploratoria y no condicionada,
explota la aversion innata de los roedores para areas brillantes e iluminadas, asi
como, el conflicto que le ocasiona al roedor dejar el compartimiento oscuro que le
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proporciona seguridad y explorar el otro que le ocasiona ansiedad debido a su
iluminacién intensa. En la prueba, un elevado numero de visitas y tiempo
prolongado en el espacio iluminado indican una menor ansiedad, en tanto que el
namero de transiciones entre ambos compartimientos y la locomocion en el
espacio oscuro son indices de actividad general.

2.2.3 Pruebas condicionadas

En la Prueba de Conflicto de Vogel (1971), los animales después de permanecer
un determinado tiempo privados de agua son introducidos en un dispositivo
experimental que cuenta con bebederos que les proporcionan un pequefio choque
eléctrico en el momento preciso en que su lengua se pone en contacto con el tubo
por donde fluye el liquido que intentan beber. En dicha prueba, el animal se
enfrenta con el conflicto que implica permanecer sediento, o beber agua y recibir
un choque eléctrico. Las condiciones experimentales que disminuyen la ansiedad
tienden a minimizar el conflicto y hacen que el animal beba. Por el contrario,
aguellas condiciones que aumentan la ansiedad, agudizan el conflicto y dejan al
animal sediento.

La prueba de Evitacion Pasiva es utilizada en situaciones de aprendizaje y
memoria emocional. Consiste en una caja que consta de 2 compartimentos uno
blanco y otro oscuro, cuyo piso estd cubierto por una rejilla electrificada que
proporciona un “choque” al animal cada vez que este entra a él. El roedor aprende
durante la aplicacion de la prueba a “evitar” su paso por este ultimo
compartimiento. Bajo condiciones que disminuyen la ansiedad aumentan la
exploracion del compartimiento oscuro (Cary Wisniewska,2006).

En el Condicionamiento al Miedo, el animal estudiado aprende a conocer la
asociacion entre un estimulo inicial inofensivo (un sonido o un destello luminoso) y
uno capaz de provocar dafio (un choque eléctrico). En esta prueba, se necesitan
varias sesiones de apareamiento de los estimulos, tras de los cuales el estimulo
inofensivo se convierte en un estimulo condicionado capaz de provocar en el
animal respuestas condicionadas como las que se presentan en la ansiedad o el
miedo. Entre las respuestas que se observan se incluyen la potenciacion de
algunos reflejos, la emision de vocalizaciones de alta frecuencia, el congelamiento
o pasmo del animal, y la defecacién. En una variante de esta prueba, el Sobresalto
Acustico Inducido por el Miedo, se condiciona a un animal a temer la presentacion
de un choque eléctrico tras la aparicién de una luz (estimulo condicionado). Dado
gue bajo estas condiciones se ha generado en el animal un estado de miedo o de
ansiedad condicionado que le aumenta sus reflejos, la aplicacion de un sonido
fuerte, tras la presentacion del estimulo condicionado (luz), produce un sobresalto
mayor que el observado en animales a los cuales no se les ha condicionado al
miedo (Missredino et al., 1990; Takeshi et al., 2000).
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En todos estos modelos, drogas o manipulaciones experimentales que aumentan
las respuestas de temor son consideradas ansiogénicas, mientras que las que lo
disminuyen son ansioliticas (Pérez de la Mora, 2003).

3.-EL SISTEMA LIMBICO

El llamado circuito limbico, invocado como la base anatomica de las emociones
se encuentra formado por un grupo de regiones cerebrales que incluyen entre
otras al nucleo talamico anterior, la amigdala cerebral, el hipocampo, la corteza
cerebral y partes del hipotdlamo. En la Tabla 2 se muestra una breve historia de
los descubrimientos que vincularon al sistema limbico con la emocion.

Tabla 2 .Breve historia del sistema limbico y las emociones.

En 1878, Paul Broca denomino l6bulo limbico al anillo de tejido cortical que rodea
el hilio de cada uno de los hemisferios cerebrales. El anillo est4d formado por
corteza cerebral, en la descripcion de Broca se incluye la circunvolucién del
cingulo (Escobar Briones, 2002), la circunvolucion sub-callosa, la circunvolucién
parahipocampica y la formacion hipocampal. Todas estas estructuras fueron
agrupadas también con el nombre de rinencéfalo, el cual se supuso estaba
relacionado con la olfaccion.

Sanger Monroe Brown y E.A.Schafer, en 1888, llevaron acabo estudios en
monos con lobectomia bitemporal, sus observaciones fueron iguales a las que
ahora se describen dentro del sindrome de Kluver y Bucy (Philos Trans Roy Soc
London Ser B 1888; 179:303-327)

William James, en 1890, postula la teoria de la emocién (The Principles of
Psychology, Vol Il., Holt, New York, 1990)

En 1895, L. Bianchi practica estudios experimentales de lesiéon de los l6bulos
frontales y describe anomalias experimentales tales como indiferencia y
reactividad exagerada con miedo a ruidos imprevistos y presencia de otros
animales (Brain 1895; 18:497-522)

Santiago Ramoén-Cajal, en 1901, concluye que el complejo hipocampo-fornix no
tiene relacion directa con el sistema olfativo (Trab Lab Investig Biol 1901-1902;
1:1-140)

En 1929, Walter Bradford Cannon, describe los cambios somaticos y viscerales
gue sefialan la importante participacion del hipotalamo y del sistema simpatico en
la expresion de las emociones (Bodily Changes in Pain, Hunger, Fear and Rage.
An Account of Recent Researches into the Function of Emotional Excitement,
Appleton, New York, 1929)
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En 1937, James Wenceslas Papez, fue el primero en establecer el sustrato
anatomico de la emocion en las estructuras limbicas de la linea media (Arch
Neurol Psychiat 1937; 38:725-743)

Para 1937,Heinrich Kluver y Paul C Bucy analizan los cambios conductuales
subsecuentes a la lobectomia temporal en el Macaco rhesus, que incluye perdida
de la respuesta emocional,’ceguera psiquica, patron sexual extrafio, tendencia
oral, compulsiébn a examinar objetos, y cambios en héabitos dietéticos (Amer J
Psysiol 1937; 119:352-353)

Paul I. Yakovlev, en 1948, incluye en el sistema limbico a las areas corticales
orbitofrontal, insular, temporal anterior y sus conexiones con la amigdala y el
ndcleo dorsomedial del tAlamo (J Nerv Ment Dis 1948; 107:313-335)

Posteriormente, elnombre de sistema limbico fue acufiado por el fisidlogo
MacLean en 1949-1952, refiriéndose a este como un sistema funcional formado
por varios nucleos, siendo dos de sus estructuras mas importantes el hipocampo y
la amigdala o complejo amigdalino. Este sistema tiene que ver en gran medida
con los impulsos basicos de todas aquellas conductas que son necesarias para la
supervivencia como el miedo, la furia; asi como las expresiones de placer, dolor,
angustia, etc. (Brailowsky,1995) en Lara Ayala (1998)

En 1959, S. Mullan Y Wilder Penfield sefialan la participacion de la neocorteza
temporal (“corteza interpretativa®) como areas de convergencia de las sensaciones
especificas que determinan la emocion (Arch Neurol Psychiat, 1959;81:269-284)

Paul D. Mc Lean, en 1970, introduce el concepto filogenético del cerebro” triuno”
en el que el sistema limbico actia como modulador de las emociones entre el
cerebro reptiliano 'y neocortical (The Neurosciences.Second  Study
Program.Rockefeller Univ. Press, 1970; 336-349)

En 1971, Kenneth E. Livingston y Alfonso Escobar, proponen una nueva
interpretacion anatémica y funcional del sistema limbico en la que relacionan de
manera armonica a los componentes medial y basolateral de la amigdala (Arch
Neurol, 1971; 24:17-21)

Modificado a partir de Escobar y Aguilar (2002).

3.1.- Partes del sistema limbico implicados en la ansiedad

Dentro de las regiones que conforman al sistema limbico destacan por su papel en
la ansiedad el hipocampo, el septum, la estria terminal, la amigdala cerebral, y el
hipotalamo, encargados de integrar la respuesta cognoscitiva, neuro-hormonal y
neuroquimica de la emocion y el estrés.
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El hipotalamo participaria en el mantenimiento de recuerdos matizados con
contenido emocional y la corteza orbito-frontal seria necesaria para junto con ellas
implementar las respuestas emocionales (Tres Guerres, 1992).

El hipocampo, que proyecta hacia el septum medial, es una porcion de la corteza
cerebral que forma una especie de cuerno a lo largo de la curvatura del ventriculo
lateral, presenta una estructura laminar con un circuito basico de retroalimentacion
que se origina en la corteza entorrinal. El hipocampo se divide en: hasta de
Ammon, giro dentado y complejo subicular; sus aferencias proceden de la corteza
entorrinal, del hipocampo contra-lateral y de estructuras subcorticales como: el
septum medial, ciertos nucleos del rafé, el locus coeruleus y el nicleo fastigial del
cerebelo. Al parecer el hipocampo como la amigdala, posee receptores para una
larga lista de hormonas esteroideas, neurotransmisores y heuropéptidos que
actian como mensajeros quimicos. La estimulacién eléctrica del hipocampo,
produce menos efectos vegetativos que la estimulacibn de otras estructuras
limbicas. La lesion quirargica del hipocampo en humanos produce un déficit de
memoria anterograda, es decir la dificultad para formar nuevas memorias y para
retener nuevos conocimientos (Papalia y Olds, 2004).

El area septal se localiza por adelante del hipocampo, formando la pared medial
del ventriculo lateral. El septum recibe aferencias de la amigdala, hipotalamo y de
la formacion del hipocampo (capa CA3). La lesion de los nucleos septales en ratas
produce hipermotricidad e hiperreactividad, asi como un aumento de las
respuestas agresivas, sobre todo frente a estimulos poco familiares para el animal.
La lesion del septum en ratas, produce una facilitacién del aprendizaje de pruebas
de evitacion activa, asi como un déficit en el aprendizaje de pruebas de evitacion
pasiva. Estos fendmenos son parecidos a los que se observan tras lesiones del
hipocampo y opuestos a los que se observan tras lesiones de la amigdala, estos
resultados pueden deberse al aumento inespecifico de la actividad motriz que se
produce tras la lesion del septum (Ardila, 1975).

La corteza orbitofrontal es la porcion de la neocorteza mas directamente
relacionada con el sistema limbico, con el hipotdlamo y con la corteza frontal
lateral de quien recibe informacién sensorial del mundo externo. A través del
nacleo dorsomedial del talamo, sobre el que proyectan estructuras como la
amigdala, el septum, el tegmento mesencefalico ventromedial, el nucleo
interpeduncular etc., la corteza orbitofrontal recibe informacion del mundo interno.
La lesién de esta corteza en monos, provoca la desaparicion de las respuestas de
rabia y angustia, disminuyendo su agresividad.

La “estria terminalis”, es un largo fasciculo de fibras que conectan porciones de la
amigdala cerebral con el hipotalamo.
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3.2.- La amigdala cerebral

El termino amigdala cerebral, complejo amigdalino o nucleo amigdaloide, fue
utilizado por primera vez en 1819 por el anatomista Burdach para describir una
masa de sustancia gris en forma de almendra (amigdala) localizada en el polo
temporal del cerebro y que constituye lo que ahora se denomina el nudcleo
basolateral de la amigdala. Dicha estructura fue considerada en 1867 por Maynert
como la extension ventro-medial del claustrum, una capa de substancia gris
localizada entre la cipsula externa y la extrema, que separa a esta estructura de
la insula. A la amigdala original se le fueron afiadiendo nuevos nucleos y fue
Johnston quien en 1923 la describié en funcion de sus estructuras nucleares y de
las relaciones topogréficas entre ellas. La descripcion y caracterizacion de los
nacleos amigdalinos dada por Johnston prevalece hasta nuestros dias con pocas
modificaciones.

Para Johnston (1923), la amigdala estaba constituida por una serie de nucleos
filogenéticamente antiguos (el nucleo central y el medial) y otros de reciente
adquisicién (los nucleos basal, lateral y cortical),ver Figura 1. De acuerdo con este
autor, en el embrién humano existen dos crestas longitudinalmente orientadas en
el piso del ventriculo lateral que en el curso del desarrollo dan lugar a diferentes
estructuras. La cresta lateral origina el cuerpo estriado y la medial origina la cama
de la estria terminal. La cresta medial, como consecuencia del gran desarrollo de
la capsula interna se fragmenta en etapas posteriores de la ontogenia en dos
polos, el anterior que en el adulto forma el “nucleo cama de la estria terminal
propiamente dicho y el polo posterior que origina a los nucleos central y medial de
la amigdala. Como reminiscencia de su origen, entre las estructuras resultantes de
esta fragmentaciéon quedan entre ambos polos masas de sustancia gris embebidos
en las fibras de la estria terminal, entre los que destaca el nucleo sublenticular.
Los nucleos que se originan de la cresta medial, que incluyen al nacleo cama de la
estria terminal, al central, al medial y a las masas de sustancia gris que se
encuentran entre ellos han sido agrupados recientemente en lo que Alheid y
Heimer (1988) han llamado la amigdala extendida. Por su lado, los nucleos
cortical, basal y lateral, que de acuerdo con Johnston se encuentran
anatomicamente asociados a lo que él llamé la fisura amigdaloidea, forman lo que
hoy conocemos como la amigdala cortico-basolateral. Cabe destacar que en
muchas especies los limites entre los nucleos lateral y basal se pierden
origindndose el llamado complejo basolateral.

Estudios recientes han validado las sugerencias de Johnston, al grado que su
clasificacion inicial es la base para las diferentes clasificaciones de los nucleos
amigdalinos que existen actualmente. Por otro lado, con base en su morfologia
neuronal, conectividad y sistemas de neurotransmision, los nucleos amigdalinos
han sido integrados en dos sistemas el cortico-basolateral que agrupa a los
nacleos cortical, basal y lateral y el estriatal constituido por el nicleo central y el
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medial. Dichos sistemas corresponderian respectivamente al grupo de nucleos
recientes y primitivos de Johnston. El sistema cortico-basolateral utiliza glutamato
y posee caracteristicas similares a las de la corteza cerebral y el estriatal, en
cambio, es de naturaleza GABAEérgica, y se comporta como el estriado.

A pesar de que por lo sefialado anteriormente parecerian que embriolégica y
anatOmicamente existen dos amigdalas diferentes, sus ndcleos se encuentran
ampliamente interconectados, y funcionalmente existe cooperacion entre ellos.
Asi, de acuerdo con Swanson y Petrovich (1998), independientemente de su
filiacion, los nucleos de la amigdala podrian agruparse para generar sistemas
funcionales distintos.

Asi, dentro de la esfera olfatoria, representada anatomicamente por una gran
porcidn de la amigdala, los ndcleos cortical anterior, posteromedial, medial, y
posterior reciben informacion feromonal del bulbo olfatorio accesorio,proveniente
del érgano vomeronasal.Por su parte,el bulbo olfatorio principal envia el resto de la
informacion olfatoria tanto a los ndcleos amigdalinos corticales (nucleo cortical
anterior, posterolateral, area piriforme, area de transicion postpiriforme y nucleo
posterior) como a los basales (basal lateral posterior y basal medial anterior y
posterior).

Por otro lado, el sistema fronto-parietal, muy relacionado con el claustrum y con la
corteza frontal y temporal, se integra con la participacion de los ndcleos lateral y
basolateral anterior Swanson y Petrovich (1998). Finalmente, el sistema
autonémico, que recibe informacion, ya sea directa o indirecta de todos los
nacleos de la amigdala y constituye su via principal de salida, incluye tanto al
nucleo central como al medial. Dichos nucleos proyectan tanto al hipotalamo,
como a la a la sustancia gris periacueductal y a una gran variedad de nucleos
autondémicos en el tallo cerebral, que en su conjunto son responsables de muchas
de las manifestaciones autonémicas y conductuales que se presentan en el miedo
y la ansiedad.

Las conexiones de la amigdala son complejas y su descripcion detallada escapa al
propésito de esta seccidn de la tesis, referimos por tanto al lector a los excelentes
articulos de Swanson y Petrovich (1998) y McDonald (2003) como fuente de
informacion y referencias. Sin embargo, para nuestros fines vale la pena sefialar
que existe una amplia comunicacion, casi siempre bidireccional, entre los
diferentes nudcleos de la amigdala, asi como entre ellos y diversas regiones extra-
amigdalinas que permite la asociacion e integracion de diferentes tipos de
informacion y la generacion de respuestas conductuales apropiadas ante
situaciones que real o potencialmente pudieran amenazar a un sujeto.
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Figural. La amigdala una estructura anatémica con relevancia en la ansiedad. En
la figura se muestra un corte coronal de cerebro de rata que de acuerdo al atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson (1986) atraviesa la amigdala a nivel -2.12 con
respecto al bregman. Dentro de la region que ocupa la amigdala, se indica la
localizacion del complejo basolateral (BLA), el nucleo central (CeA) y la isla
intercalada principal (1),(BMA) ndcleo baso medial amigdaloide.

3.2.1. Las islas intercaladas paracapsulares

Aungue la existencia de las islas intercaladas dentro de la amigdala habia sido
puesta de manifiesto desde 1910 en el lemur (Volsch, 1910) y fueron consideradas
como integrantes de la amigdala por Johnston (1923), habian pasado
relativamente desapercibidas hasta el estudio realizado por Millhouse en 1986
(Millhouse, 1986).Dichas islas, forman una red o malla que cubre la mitad rostral
del complejo basolateral, expandiéndose de una parte a otra de esta localidad y
contindan rostralmente por debajo de la comisura anterior.

Dentro de las islas existen dos tipos de neuronas intercaladas, neuronas medianas
y neuronas grandes: las neuronas intercaladas medianas son las mas comunes.
Su circunferencia somatica abarca de 9 a 18 ym de diametro y por lo regular sus
axones tienen ramilletes locales. Sus axones terminan en el ndcleo central o
basolateral de la amigdala y algunos de ellos parecen entrar a la capsula externa.

Las neuronas intercaladas grandes son de dos tipos: en forma de columna
(espinosas) y en forma de vértebras (no espinosas). La mayoria de las neuronas
intercaladas grandes son no espinosas, aunque algunas veces tienen espinas
distribuidas a lo largo de sus dendritas. Ambas variedades de neuronas miden
alrededor de 60 pym de circunferencia, siendo sus dendritas largas, gruesas y
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tienen algunas puntas y pocas secciones ramales con punta. No se conocen todas
las aferencias de las células intercaladas, sin embargo destacan aquellas
provenientes del nucleo basolateral de la amigdala y de la corteza prefrontal. Sin
embargo, estos agrupamientos de neuronas reciben probablemente aferencias de
otras estructuras tales como las cortezas piriforme y entorrinal, el area preoptica
lateral, el hipotalamo lateral y el nicleo accumbens.

Estudios recientes han mostrado que las células de las islas intercaladas son
GABAérgicas (Paré y Smith, 1993) y monopolizan la distribucién de los receptores
dopaminérgicos D1 dentro de la amigdala (Scibila et al., 1992). Sin embargo, Fuxe
et al. (2003), han demostrado, que al menos en la isla intercalada principal, existe
un gradiente de inervacién dopaminérgica latero-medial y rostro-caudal, pues la
densidad de terminales dopaminérgicas que la inervan es muy abundante en su
porcién rostromedial pero escasa a nivel de sus porciones mediales y caudales.
Dicho patron de inervacion sugiere que en estas Ultimas regiones la transmision
dopaminérgica podria estar mediada por difusiéon de dopamina (transmisién por
volumen) proveniente de sus regiones mas rostrales y laterales. Dicho gradiente
de inervacion dopaminérgico parece afectar también a algunas de las islas
intercaladas y paracapsulares situadas mas ventralmente, en donde la inervacion
dopaminérgica disminuye conforme se localizan mas caudalmente.

Aunque el papel de las islas intercaladas dentro de la amigdala no es totalmente
conocido, dadas las caracteristicas de su conectividad es posible que funcionen
como una interface GABAEérgica inhibitoria entre el complejo basolateral y el
nacleo central de la amigdala y entre la corteza cerebral y el nacleo baso-lateral 6
el central (Royer et al., 1999; Marowski et al., 2005). Mas aun, estudios de Royer
et al. (2000), han mostrado que las células intercaladas amigdalinas poseen sus
prolongaciones polarizadas pues tienen sus dendritas dirigidas lateralmente
(dorsalmente en la rata) y sus axones dirigidos medialmente (ventralmente en la
rata). Dado que dichas islas se comunican entre ellas, tal polarizacion sugiere, que
dada su naturaleza GABAérgica, las islas intercaladas laterales (dorsales en la
rata) inhibirian a las mediales (ventrales en la rata).
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Figura 2. Muestra las conexiones intra-amigdalinas. Note como la porcion lateral
(La) y la basolateral (BL) del complejo basolateral, que en su conjunto concentra
diversos tipos de informacién sensorial, proyectan directamente o indirectamente,
via cumulos de células denominadas intercalada principal (IM) o paracapsulares, a
distintas porciones del nucleo central (CeL=centrolateral;CeM= centromedial) pero
gue solo en la division medial de este nlcleo existen células de proyeccion que
envian fibras eferentes a los distintos centros autonémicos encargados de generar
los sintomas y signos caracteristicos de la ansiedad. La localizacion de las
estructuras de acuerdo a los ejes dorsolateral y latero-medial se indica en el lado
inferior derecho de la figura.

3.2.2. Participacion de la amigdala en la ansiedad

La amigdala es una estructura facultada para reconocer los peligros inminentes
del entorno y preparar a los sujetos para enfrentarse contra peligros
potencialmente agresivos (Pérez de la Mora, 2003). De acuerdo con la teoria mas
en boga (Davis, 1998; Le Doux 2000; 2003), el complejo basolateral recibe
informacion que procede tanto del exterior como del interior del sujeto y que tras
de ser procesada localmente es enviada entre otras estructuras al nacleo central
de la amigdala, al nacleo cama de la estria terminal, al ndcleo accumbens y a la
corteza prefrontal.

Muy probablemente, de acuerdo con esta teoria, el ndcleo basolateral es el
encargado de tomar la decision sobre enfrentar o no un riesgo que atenta
potencialmente en contra de la integridad del sujeto, puesto que dentro de este
nacleo confluye una gran cantidad de informacion tanto somatica como visceral y
sensorial. Mas aun, es en esta estructura, en donde la informacion relativamente
cruda que, a través talamo, envian los sistemas somato-sensoriales es
contrastada con el mismo tipo de informacion pero ya procesada por la corteza
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cerebral (Le Doux, 2003). Por otro lado, dentro de este complejo basolateral se ha
demostrado la existencia de importantes mecanismos de potenciacion a largo
plazo (LTP), que podrian ser el sustrato fisioldgico subyacente en la generacion
del miedo condicionado y en la formacién y almacenamiento de “memorias
emocionales” (Le Doux, 2003).

De ser tomada la decision de enfrentar el peligro que amenaza potencialmente al
sujeto por el complejo basolateral, toca al nucleo centro-medial de la amigdala y al
ndcleo cama de la estria terminal (Davis, 1998, Davis y Whalen, 2001), que como
se sefial6 antes, poseen una amplia conectividad con centros autondémicos y
hormonales y somaticos, implementar una respuesta autondémica, somatica y
conductual acorde con la naturaleza y magnitud de la amenaza. Por su parte, el
ndcleo accumbens y la corteza prefrontal, también interconectados bilateralmente
con el complejo basolateral, se encargarian de ajustarla motivacion del sujeto de
acuerdo con el nivel de ansiedad “decidido” y muy probablemente de generar la
conciencia de ella respectivamente (Pérez de la Mora, 2003).

Aunque, de acuerdo con lo anterior, el flujo de informacién dentro de la amigdala
iria del complejo basolateral, que concentra informacion, al nucleo central, que
genera respuestas de ansiedad, existen evidencias experimentales que sugieren
que dicho flujo de impulsos nerviosos estaria modulado por una interface de
naturaleza GABAérgica. Dicha interfase constituida por la isla intercalada principal
y el resto de las islas intercaladas paracapsularesse interpone entre ambos
nacleos y a manera de un “switch” seria capaz de inhibir o desinhibir a las
neuronas de proyeccion del nucleo central (Royer et al., 1999; Paré et al. 2004;
Marowski et al., 2005; Pérez de la Mora et al., 2007).

En relacion con esto, es necesario recordar que neuronas GABAérgicas
localizadas en una isla en particular se comunican con neuronas GABAérgicas
presentes en otras islas y que como consecuencia de la polaridad dorso-ventral
que exhiben sus dendritas y axones, las neuronas insulares paracapsulares
dorsales tendrian la capacidad de inhibir a aquellas neuronas localizadas en islas
mas ventrales (Royer et al., 2000).Asi, como consecuencia de esta cadena de
inhibicion es recurrente entre neuronas insulares GABAérgicas, como se observa
en la Figura 3 y 4,se establece un coédigo de neurotransmision “binario”
(2,0,1,0,1,0,1,0.....), a través del cual, se podria regular el flujo de impulsos
nerviosos del nacleo basolateral, y aun de otras estructuras extra-amigdalinas, al
nacleo central. De acuerdo con esto, grupos de neuronas GABAérgicas inhibitorias
(N,) localizadas en una determinada isla, al disparar (1) sobre neuronas
GABAérgicas inhibitorias (N) presentes en islas mas ventrales las inhibirdn. Como
consecuencia de ello, tales neuronas (N) dejarian de disparar (0) e inhibir a su
vez a neuronas GABAérgicas (N3) dispuestas en islas mas ventrales aun. Dichas
neuronas (N3), libres de la inhibicion impuesta por las neuronas (N;) estaran en
condiciones ahora de disparar (1) e inhibir (0) a otras neuronas GABAérgicas (N,)
mas medialmente dispuestas, y asi sucesivamente. Como resultado de esta serie
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dinamica de inhibiciones y desinhibiciones, la informacién enviada por el complejo
basolateral al nucleo central repercutira, a cada momento, en forma diferente
sobre la salida (output) del nucleo central y por tanto sobre la naturaleza y
evolucion de la respuesta autondmica, pues dicha salida dependera:

a) De la posicion de los grupos de neuronas GABAérgicas insulares
inicialmente estimulados por parte del complejo basolateral u otras
estructuras extra-amigdalinas.

b) De las islas paracapsulares activas e inactivas tras esta estimulacion y

c) De las conexiones de cada una de ellas con las neuronas del nucleo
central.

La salida de informacion del nucleo central hacia distintos centros autonémicos
requerira(véase la Figura 3.), como ha sido sefialado anteriormente, de la
desinhibicion de las células que proyectan hacia ellos, lo cual se lograria, de
acuerdo con lo discutido antes, gracias a la inhibicion de las neuronas
GABAérgicas locales localizadas en la porcién lateral del nucleo central, y/o de
islas paracapsulares ventrales activas que mantienen a las neuronas amigdalinas
de proyeccién inhibidas (Sun et al., 1994; Fuxe et al., 2003, Paré et al., 2004;
Pérez de la Mora et al., 2007).

De particular interés para el funcionamiento de las neuronas de las islas
intercaladas paracapsulares, resulta la actividad de las neuronas dopaminérgicas,
ya que estas podrian regular la ansiedad, modulando la poderosa influencia
glutamatérgica que se ejerce a nivel de dichas islas, pues las neuronas
GABAérgicas insulares reciben una poderosa influencia glutamatérgica del nucleo
basolateral y son ricas en receptores dopaminérgicos D; (Fuxe et al., 2003). Asi, la
activacion de los receptores dopaminérgicos D; por la dopamina liberada de los
ricos plexos dopaminérgicos localizados a nivel de la porcidn rostrolateral de la isla
intercalada principal y del resto de las islas intercaladas paracapsulares podria
facilitar la transmisién glutamatérgica a ese nivel y la consiguiente produccion de
sintomas y signos de ansiedad (Pérez de la Mora et al, 2007).
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Tomado de Pérez de la Mora et al. (2007).

Figura3. Muestra el establecimiento de un sistema binario durante el paso de
impulsos a través de las islas paracapsulares de la amigdala. El trafico de
impulsos entre los nucleos basolateral(BL) y central de la amigdala es controlado
por neuronas GABAérgicas inhibitorias a nivel de la isla intercalada principal y las
islas paracapsulares. Dichas islas conectadas “en serie” se inhiben una a la otra
en direccién latero-medial generando un sistema binario (0,1,0,1.....) de
neurotransmision. En la porcion “A” del cuadro anexo se indica, que mientras una
célula se inhibe (0) como resultado de la accion del GABA liberado sobre sus
dendritas, su vecina, localizada medialmente, al perder su control inhibitorio se
activa (1) y asi sucesivamente. El establecimiento de este sistema binario es
dindmico y depende del sitio (B) y de la temporalidad (no indicada en la figura) de
la isla(N) activada por las a aferentes excitatorias provenientes del complejo
basolateral. La respuesta ansiogénica implementada por el ndcleo central
dependera de la identidad de las islas paracapsulares (N1-4) activadas o inhibidas
y de la naturaleza de sus conexiones con neuronas de dicho nucleo
(+),excitacion;(-)inhibicion.
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Tomado de Pérez de la Mora et al. (2007).

Figura 4. Muestra el flujo de informacion dentro de la amigdala. Dentro de esta
estructura, la informacion sensorial y sensitiva proveniente del entorno de un
sujeto, acarreada por eferentes taldmicas y corticales, confluye en el complejo
basolateral, donde tras su procesamiento, realizado con el concurso de diversos
sistemas de transmision es reenviada al nucleo central y otras regiones para la
implementacion de una respuesta acorde a la naturaleza y magnitud del riesgo
experimentado. El trafico de informacion entre ambos nucleos es controlado por
neuronas localizadas en las islas paracapsulares.

4. NEUROTRANSMISORES IMPLICADOS EN LA ANSIEDAD
4.1. Tipos de neurotransmisores implicados en el sistema nervioso

El estudio de la neurobiologia nos permite comprender los fendmenos
responsables de la comunicacién quimica entre las neuronas. Una misma neurona
es capaz de sintetizar y liberar mas de un neurotransmisor en sus diferentes
sinapsis (Tres Guerres, 1992).

De acuerdo a su estructura quimica, los neurotransmisores se clasifican en tres
categorias generales: monoaminas, aminodcidos Yy neuropéptidos. Las
monoaminas son también llamadas aminas biogénicas, incluyen a la dopamina, la
noradrenalina y la adrenalina (que se conocen también como catecolaminas
debido a su estructura quimica comuan), a la serotonina, la acetilcolina y la
histamina. Los neuropéptidos, incluyen las endorfinas (u opiéides enddégenos) y
muchos otros como la colecistoquinina, la angiotensina Il, la neurotensina 6 la
hormona liberadora de corticotropina (Goldman, 2001).
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Los neurotransmisores son sustancias que,una vez liberadas sinapticamente por
las neuronas, alteran la actividad de otras neuronas al interaccionar con ciertas
moléculas proteicas ubicadas en la superficie denominadas receptores. Las
moléculas receptoras son especificas para cada neurotransmisor y forman un
complejo funcional con los elementos de transduccion y amplificacion de la célula
post-sinaptica, capacitando a esta para responder a cada ligando extracelular
(Siegel et al., 1994).

Sinapticamente se conocen dos tipos de receptores:

1. Receptores ionotropicos, su activacion abre o cierra un canal ionico
especifico en la membrana sinaptica alterando directamente la excitabilidad de
la misma, ya sea aumentando los niveles de despolarizacion, o
hiperpolarizacion que experimenta.

2. Receptores metabotropicos, su activacion induce un cambio en el
metabolismo de la célula en la sinapsis que puede modificar indirectamente su
excitabilidad y causar cambios plasticos, ¢ incluso alterar la expresion
genética a nivel transcripcional. En los receptores metabotrépicos, la ocupacion
y activacion del receptor es convertida en una sefial intracelular que va a
actuar como segundo mensajero e iniciar la activaciéon o inhibicién de un
proceso celular dado, como se observa en la siguiente Figura 5.

Catt

Transduccion
y amplificacion
(5

{8
Senales
intracelulares

(1)

Sintesis ——pw 3

Recanncinkento

(8) Célula B
Inactivacidn
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mianto
Pt

(2)

Célula A

Figura 5. Muestra un esquema general de la comunicacion quimica entre una
neurona y una célula efectora. Una sustancia sintetizada en la célula “A” a partir
de precursores circulantes (1) es almacenada en vesiculas en la terminal
presinaptica (2), liberada por un estimulo adecuado a través de un mecanismo
dependiente de calcio (3) y reconocida por receptores especificos en la superficie
de la membrana de la célula B (4). La ocupaciéon del receptor es traducida y
amplificada por mecanismos moleculares especificos a nivel de la membrana
postsinaptica (5), desencadenando diferentes sefales intracelulares (6) que
actuando como segundos mensajeros llevan a la activacion o inhibicion de
diferentes procesos celulares (7). La accién del transmisor es finalizada mediante
Su inactivacion enzimatica en el espacio sinaptico o su recaptacion al interior de la
terminal (8).

Tomado de Tres Guerres (1992).
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4.2. Neurotransmisores implicados en la ansiedad

Dada la complejidad de la ansiedad es muy probable que en ella participen
practicamente todos los neurotransmisores conocidos, sin embargo, algunos de
ellos parecen tener mayor importancia o al menos su papel es mas conocido.
Dado que esta tesis no tiene un caracter monografico, a pesar de la innegable
importancia de muchos de ellos, nos hemos concentrado la descripcion de
algunos aspectos basicos del sistema dopaminérgico y su papel en la modulacién
de la ansiedad, por ser el estudio del papel de uno de sus receptores, el D1,en la
modulacién de la ansiedad el objetivo primario de esta tesis.

radrenalina ) /[Cj— l — CH —NH_

Figura6. Muestra un esquema general de la via sintética de las catecolaminas.
Las catecolaminas se sintetizan a partir de la tirosina la cual, por medio de la
enzima tirosina-hidroxilasa, es convertida en dihidroxifenilalanina (DOPA), misma
gue, mediante la DOPA descarboxilasa, pasa a ser dopamina. La dopamina, a su
vez es convertida en noradrenalina por medio de la enzima dopamina f-
hidroxilasa y ésta, finalmente, llega a convertirse en adrenalina por accion de la
feniletanolamina N- metiltransferasa (Tomado de Contreras et al., 2002).
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Figura 7. Esquema general que muestra las tres principales vias dopaminérgicas
y sus proyecciones hacia algunas estructuras cerebrales involucradas en la
emocion y en la motivacion (tomado de Contreras et al., 2002).

4.2.1.-Dopamina

La dopamina se sintetiza a partir del aminoacido tirosina, el cual es convertido a L-
DOPA por la accién de la tirosina hidroxilasa,en una reaccién que es el paso
limitante de la sintesis de este neurotransmisor y de todas las
catecolaminas,véase figura 6. (La de la sintesis de catecolaminas). LaL-DOPAes a
su vez convertida en dopamina, por la accion de la descarboxilasa de los
aminoacidos aromaticos. La dopamina se metaboliza principalmente a través de la
monoamino-oxidasa (MAO) y después por accion de la catecol-O-metil transferasa
(COMT), hasta el acido homovalinico (HVA) cuyos valores en sangre y liquido
cefalorraquideo pueden proporcionar una medida indirecta del recambio de la
dopamina (Cooper, 1996).

4.2.2. Liberacion de la dopamina
En las terminales dopaminérgicas el neurotransmisor es sintetizado en el
citoplasma de donde puede ser liberada directamente al espacio sinaptico o bien

ser transportada al interior de las vesiculas sinapticas para ser liberada por
exocitosis.
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Liberacion por exocitosis.

En este proceso la dopamina contenida en vesiculas es liberada al exterior al
fusionarse la membrana vesicular con la membrana de la terminal presinaptica.
Este mecanismo esté constituido por varias etapas (Cooper,1996). Primeramente
las vesiculas transportan el neurotransmisora a su interior mediante una proteina
transportadora con 12 dominios transmembranales que utiliza un gradiente
electroquimico generado por una bomba (ATPasa) de protones (H+)
(Cooper,1996).La mayor parte de las vesiculas sinapticas(~90%) que contienen al
neurotransmisor no estan libres en el citoplasma sino que se encuentran unidas al
citoesqueleto de la terminal presingptica mediante la interaccion de proteinas
presentes en la membrana de la vesicula (sinapsinas | y Il) con proteinas del
citoesqueleto. Caracteristicamente las sinapsinas son fosforiladas por diversas
cinasas deproteina que incluyen a la cinasas | y Il dependientes de iones de Ca2+
y de la proteina calmodulina (CaMK | y CaMK 1) y por la cinasa dependiente de
AMPc (PKA). Cuando un potencial de accion alcanza la terminal nerviosa, el
cambio en el potencial de membrana activa a canales deCa2+. Debido al
gradiente electroquimico se genera un influjo de iones de Ca2+ los que en
conjunto con la calmodulina activan a las cinasas CaMK ly CaMK I, las que
fosforilan a la sinapsina I(CaMK | y CaMK Il) y a la sinapsina Il (CaMKIl). La
adicién de un grupo fosfato a las sinapsinas debilita la union de las vesiculas
sinapticas al citoesqueleto, facilitando asi su transporte a la zona activa.

Una vez transportadas a la zona activa las vesiculas se fijan a la misma (anclaje o
“docking”), donde experimentan un proceso que las hace competentes para la
exocitosis (maduracion o“priming”). Como se mencioné antes, la llegada de un
potencial de accién despolariza a la terminal llevando su potencial desde -70 mV
hasta +200 +30 mV, lo que permite la apertura de canales de Ca2+ sensibles al
voltaje, particularmente de aquellos que se abren en el rango de -20 a O
mV(canales de alto umbral, que incluyen a los tipos L, N, P y Q). La apertura de
estos canales permite que en su vecindad se formen zonas de alta densidad
(“nubes”) de Ca2+ donde la concentracion llega a ser hasta de 100-200 M, es
decir 1000veces la concentracién en reposo (100-200 nM).El aumento de la
concentracion de Ca2+afecta a diversas proteinas, entre ellas aquéllas
involucradas en la exocitosis, en un proceso donde una proteina, la
sinaptotagmina, parece funcionar como un sensor de Ca2+ que termina de
manera subita el proceso de fusion de la vesicula, una vez que se han formado
complejos formados por proteinas como la sintaxina, la SNAP-25, el factor
sensible a N-etilmaleimida (NSF) y proteinas de unién a NSF o SNAP.

En la sinapsis, la dopamina es inactivada esencialmente por mecanismos de
recaptura por parte de las terminales de la neurona presinaptica mediante la
accion de un transportador selectivo para la dopamina que posee doce dominios
transmembranales (Goldman, 2001).
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Estudios neuroanatémicos realizados utilizando tanto la técnica de Falck-Hillsarp
(Dahlstrom y Fuxe, 1964) como diversos procedimientos inmunohistoquimicos
(Fuxe et al., 1978) han puesto de manifiesto que las neuronas dopaminérgicas se
distribuyen en tres sistemas neuronales con propiedades anatémicas y funcionales
diferentes (Figura 7): 1) el sistema nigroestriatal que se origina en la sustancia
negra (grupo celular A9 de Dahlstrém y Fuxe,1964),que envia proyecciones hacia
el cuerpo estriado y esta involucrado en funciones motoras extrapiramidales, 2) el
sistema mesolimbico y el mesocortical, que se originan en el area tegmental
ventral (grupo celular A10; de Dahlstrom y Fuxe,1964) y cuyas neuronas
proyectan hacia estructuras del cerebro anterior como la corteza cerebral, el
tubérculo olfatorio, el septum, el nacleo accumbens y la amigdala. Este sistema ha
sido involucrado principalmente en funciones cognoscitivas, en la adiccion a
drogas psicoactivas, en la motivacion y en la ansiedad, asi como en la depresion,
y 3) el sistema tuberoinfundibular que se origina en el hipotdlamo (ndcleos
arqueado y paraventricular) y proyecta tanto al l6bulo intermedio de la hipofisis
como a la eminencia media, Se considera que dicho sistema tiene un papel
fundamental en la regulacion neuroendocrina (Contreras et al., 2002).

En estudios en los que se ha hecho uso de técnicas inmunohistoquimicas, de
hibridizacion in situ y de autoradiografia, se ha observado que la amigdala tiene
una distribucién rica de receptores dopaminergicos D2 y D1,estando localizados
los D1 en las islas paracapsulares preferentemente y los D2 en el nucleo central
(Boyson et al.,1986).

4.2.3. Tipos de receptores dopaminérgicos

Se han identificado cinco tipos de receptores dopaminérgicos agrupados en dos
familias. Los tipo D1 y los tipo D2.Ambos receptores se encuentran acoplados a
proteinas G e inducen diferentes respuestas en los sistemas de los segundos
mensajeros. Los receptores de tipo D; a su vez incluyen a los subtipos Dj, D3 y
Ds. Los receptores D; estan acoplados a la adenil-ciclasa, a la que estimulan,
mientras que los tipo D, (subtipos D, y D 4) inhiben la actividad de esta enzima
(Siegel et al., 1994; Dumbrille et al.,1985). Los receptores D2 cuentan con dos
variantes, los D, (D, brazo corto), D, (D2 largo), cada uno de estos receptores se
encuentra distribuidos de manera diferencial en diversas estructuras cerebrales y
poseen caracteristicas propias que les dan una funcién especifica (Contreras et
al.,2002).
4.2.4. Dopamina, amigdala y ansiedad

El area ventral tegmental (VTA) contiene neuronas dopaminérgicas (DA), cuyas
aferencias inervan la amigdala basolateral y central, que como ya se mencioné
tienen un papel importante en la ansiedad (Oades y Halliday, 1987). Es importante
sefalar a este respecto, que lesiones del area ventral tegmental con 6-hidroxi-
dopamina disminuyen la concentracion de dopamina en la amigdala (Fallon et al.,
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1978) y que su estimulacién quimica la incrementa (Hagan et al.,1990). Por otro
lado se sabe que el estrés condicionado incrementa el metabolismo de dopamina
en los nucleos central y basolateral de la amigdala (Coco et al., 1992) y que
neuronas de estos nucleos pueden ser activadas por el miedo despertado por
estimulos ambientales (Deutch et al.,1985; Guarraci y Kapp,1999).

Adicionalmente, los receptores dopaminérgicos D1 en la amigdala pueden estar
involucrados en la expresion de la potenciacion a largo plazo (LTP) (Huang y
Kandel, 1996) y estudios donde se ha empleado las respuestas de sobresalto y de
congelamiento defensivo, como indices conductuales de miedo y ansiedad,
indican que los receptores D1 en la amigdala pueden mediar el condicionamiento
al miedo (Greba y Kokkinidis, 2000; Guarraci et al., 1999; Nader y Le Doux,1999;
Lamont y Kokkinidis, 1998). Por ultimo, la administracion intra-amigdalina de
raclopride, un antagonista D2, al igual que el SCH23390, que antagoniza a los
receptores D1, bloquea la adquisicion y la expresion del sobresalto potenciado
por el miedo, a dosis que no afectan ni la reactividad al choque ni su
sensibilizacion (Greba y Kokkinidis, 2000 ; Lamont y Kokkinidis, 1998).

Figura 8. Esquema general que muestra las dos principales vias noradrenérgicas.
El locus coeruleus es la principal fuente de fibras noradrenérgicas que proyectan
hacia todo el sistema nervioso central (Tomado de Contreras et al., 2002).
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[1l. JUSTIFICACION

La ansiedad es una de las enfermedades relacionadas con alteraciones en la
emocion cuya incidencia en la poblacibn mundial va en aumento, de ahi la
preocupacion existente por establecer algun control sobre ella. Por ello, el estudio
de los mecanismos que subyacen su modulacion resulta prioritario para entender
la forma como esta se altera y adquiere una dimension patoldgica, asi como para
el disefio de farmacos que pudieran restaurar sus niveles normales cuando esta
se altera. En el presente trabajo de tesis, mediante microinyecciones bilaterales
intra-amigdalinas del SCH23390, un antagonista selectivo para los receptores
dopaminérgicosD1, y de la evaluacion conductual a través del modelo denominado
“prueba de la caja luz-oscuridad”, se ha explorado en la rata el papel que tiene la
transmision dopaminérgica, mediada por sus receptores D1, en la modulacion de
la ansiedad.

IV. TRABAJO EXPERIMENTAL
1.-OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo fueron:

a) Estudiar a través dela prueba “caja luz-oscuridad” los posibles efectos del
SCH23390, sobre la conducta ansiosa cuando este antagonista especifico
para los receptores Dles microinyectado en regiones cercanas a la porcién
rostro lateral de la isla intercalada principal de la amigdala de ratas adultas.

b) Estudiar bajo las condiciones anteriormente sefialadas el efecto del SCH23390
sobre la locomocién de la rata mediante el uso de la prueba “caja luz-
oscuridad”.

c) Estudiar bajo las condiciones anteriormente sefialadas el efecto del SCH23390
sobre la locomocién mediante el uso de un “campo abierto”.

2.-HIPOTESIS

a) Hipdtesis alterna:

La administracion aguda del antagonista dopaminérgico D1 SCH23390 en la
porcién rostro lateral de la amigdala cerebral de la rata disminuye su ansiedad, en

la “caja luz-oscuridad sin afectar su locomocion tanto en dicho paradigma como en
la prueba de “campo abierto”.
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b) Hipotesis nula:

La administracion aguda del antagonista dopaminérgico D1 SCH23390 en la
porcion rostro lateral de la amigdala cerebral de la rata no tiene ningun efecto
sobre la ansiedad cuando esta se mide en ratas utilizando el paradigma “luz-
oscuridad” y afecta su locomocién tanto en el paradigma anterior como en la
prueba de “campo abierto”.

3. VARIABLES
a) Independiente:

La dosis del farmaco que se administrd
e Dosis 0.0 ng SCH23390 (solucion salina 0.9%).
e Dosis 30.0 ng SCH23390.
e Dosis 120.0 ng SCH23390.

b) Dependiente:

e Tiempo de latencia para entrar al compartimiento oscuro de la caja “luz

oscuridad”.

e Tiempo total de permanencia en espacio iluminado de la caja “luz
oscuridad”.

e Tiempo de latencia para entrar al compartimiento iluminado de la caja “luz
oscuridad”.

Tiempo total de permanencia en espacio oscuro de la caja “luz oscuridad”.
Numero de visitas al compartimiento iluminado de la caja “luz oscuridad”.
Numero de transiciones entre los compartimentos de la caja “luz oscuridad”.
Actividad locomotora en el espacio iluminado de la caja “luz oscuridad”.
Actividad locomotora en el espacio oscuro de la caja “luz oscuridad”.
Actividad locomotora en los espacios iluminado y oscuro de la caja “luz
oscuridad”.

e Actividad locomotora horizontal en un “campo abierto”.

e Locomocion vertical (“rearing”) en un “campo abierto”.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Sujetos:

Se usaron 54 ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial de260 + 10
gramos provenientes del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.
Las 54 ratas fueron divididas en 3 grupos de 18 sujetos y alojados todos los
sujetos individualmente después de haber sido canulados. Las ratas fueron
asimismo mantenidas a una temperatura ambiente de 22°C utilizando un ciclo luz-
oscuridad de 12/12 horas (luz prendida a las 6:00 AM), con agua y alimento ad
libitum.
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4.2. Escenario:

El experimento se llevd acabé en un cuarto conductual sono-amortiguado y
equipado con facilidades para la video-grabacion de la conducta en forma remota.
La manipulacion de los animales se realiz6 en un vivarium, localizado frente al
laboratorio en donde se encuentra el cuarto de conducta.

4.3. Materiales
4.4. Manipulacién conductual

e Franela
e Cronometro (ROBIC Sc 505)

4.5. Cirugia Estereotéxica

e Aparato estereotaxico (KOPF Modelo 957, USA)

e 1 frasco de clorhidrato de ketamina

e Cénulas guia (acero inoxidable 0.46 mm. d. e. C315G, Plastic One,
Roanoke, USA)

e Mandril para canula guia (C315DC, Plastic One, Roanoke,USA)

e Acrilico dental (Laboratorios Arias, México D. F., México)

Benzetacil V Fortificado (20,0000 u. i. Laboratorios Fort Dodge Animal

Health, S. A. de R.L.)

Marcador negro

Tornillos (acero inoxidable)

Aparato de control de temperatura (CMA /150, Estocolmo Suecia)

Jeringa para insulina

Cotonete, algodon, gasa.

Xylocaina spray

Jeringa plastipak de 3 cm.

Micro taladro (modelo 750)

Chaquira

Pegamento Kolaloka

Instrumental de cirugia(bisturi, tijeras, pinza, desarmador pequefo)

Hoja de rasurar (Guillete)

Bascula granataria

Calculadora

Cajas de plexiglas

Porta letreros
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4.6. Inyeccion bilateral

Solucion de SCH23390 (30 y120 ng) (Tocris, Ellisville, USA)
Bomba de microinyeccién (CMA/100)

Jeringas de microinyeccion Hamilton (inyector 0.20 mm. d.e. para
microdialisis. Estocolmo Suecia)

Solucion salina 9%

4.7. Registro de la conducta y calificacion

Videocamara (Panasonic BP144)
Televisién (12 pulgadas)
Videocasete 120minutos ( SONY)

2 Cronometros ( ROBIC SC 505)
Hojas de calificacion (predisefiadas)

Fotografia 1. Muestra el equipo utilizado en el apartado 4.7 de materiales, este
equipo fue utilizado para el registro y calificacién de la conducta de la rata en la
prueba de la caja “luz oscuridad” en la presente tesis.

4.8. Prueba “caja luz-oscuridad”

Se utilizd una caja de acrilico dividida en 2 compartimientos que se
encontraban conectados entre si por una abertura de 7x7cm. Tanto las
paredes como el piso del compartimento “luminoso” se pintaron de
blanco, siendo sus medidas de (27x27x27cm.). El otro compartimiento
se pint6 de negro, teniendo como medidas (27x18x27cm.).
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e En el piso de ambos compartimientos se dibujaron cuadrantes de 9x9
cm usando lineas blancas 6 negras para los compartimientos oscuro y
luminoso respectivamente. EI compartimiento se iluminé con una
lampara de luz blanca fria (700 lux), mientras que una lampara de luz
roja (70 lux) se utilizé para iluminar al compartimiento oscuro (Ramos et
al.,, 1997; Costall et al., 1989; Henniniger et al.,2000).La “caja luz-
oscuridad” puede apreciarse en la Fotografia 2.

Fotografia 2. Muestra la “caja luz-oscuridad” hecha de acrilico dividida en 2
compartimientos que se encuentran conectados entre si por una abertura de
7x7cm. Tanto las paredes como el piso del compartimento “luminoso” pintados de
blanco, siendo sus medidas de (27x27x27cm.). El otro compartimiento pintado de
negro, teniendo como medidas (27x18x27cm.) En el piso de ambos
compartimientos se observan cuadrantes de 9x9 cm usando lineas blancas o
negras para los compartimientos oscuro y luminoso respectivamente. El
compartimiento blanco se iluminé con una ldmpara de luz blanca fria (700 lux),
mientras que una lampara de luz roja (70 lux)se utiliz6 para iluminar al
compartimiento oscuro.

4.9. Prueba campo abierto

Para esta prueba se utilizd una caja o campo abierto de madera con medidas de
(40x40x30 alto) el cual fue dividida en 16 cuadrantes de 10x10 cm. La caja se
iluminé durante el experimento con luz tenue (7lux)(Hernandez-Gémez et al.,
2002).El campo abierto puede apreciarse en la Fotografia 3.
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Fotografia 3. Muestra una caja o campo abierto de madera con medidas de
(40x40x30 alto) el cual fue dividida en 16 cuadrantes de 10x10 cm. La caja
esta iluminada con luz tenue (7lux) (Hernandez-Gémez et al., 2002).

4.10. Perfusiéon

Solucién salina al 9%

Pentobarbital sédico (Laboratorios Ttokkyo,Mexico city México)
Jeringa para insulina

Bomba de perfusién y microinyeccién (arriba mencionada)
Paraformldehido al 4%

Frascos con formaldehido al 10%

Guillotina

Instrumental quirdrgico (tigeras, pinzas, alicata, bisturi)
Marcador

Azul de pontiamina (en concentracion de 0.01M. Sigma Chemical Co.,
St. Louis, USA)

4.11. Fijacion de tejido y cortes

Sacarosa al 10, 20 Y 30%

Tissue

Molde de cerebro

Criostato ( CM1510-3, Leica Instruments,Nussloch,Germany)
Porta objeto recubiertos con gelatina

Lapiz con punta de diamante

charola
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4.12. Tincién de tejidos (Técnica de cristal violeta)

e Violeta de cresilo

e Tren de tincidn

e Xilol

e Permont (resina)

e FEtanol al 100%, 95%,70%
e Agua

4.13. Localizacion de coordenadas y implantes de canulas guia.

e Atlas estereotaxico (Paxinos y Watson, 1986)

e Microscopio Optico Olympus CH20

e Juego de copias del atlas estereotaxico para indicar la localizacion de
las canulas.

5. PROCEDIMIENTO
5.1. Habituacion a la manipulacion conductual

Con el fin de disminuir la ansiedad de los animales producida por la presencia del
experimentador, cada sujeto experimental fue manipulado por el investigador
durante 5 minutos, una vez al dia y durante una semana. La manipulacion se
realiz6 sujetando al animal con una franela mientras se le acariciaba. El tiempo del
procedimiento se tomé con un crondmetro. Transcurridos l0os cinco minutos se
deposité nuevamente al animal en su caja. Las ratas se utilizaron una sola vez.

Los animales fueron asignados al azar dentro de uno de tres grupos
experimentales. Cada grupo estuvo formado por 18 individuos y se le denominé de
acuerdo a la sustancia infundida a cada uno de sus miembros:1) solucion salina 2)
SCH23390 30 ngy 3) SCH23390 120 ng

5.2. Cirugia estereotaxica

Para el implante permanente de canulas dentro de la amigdala cerebral, las 54
ratas de todos los grupos experimentales fueron anestesiadas con clorhidrato de
ketamina (170 mg/kg, i.p.) y sus oidos se desinfectaron mediante la aplicacién de
una solucion antiséptica. Posteriormente, los sujetos fueron montados y fijados al
aparato estereotaxico. A continuaciéon se efectué una incision en la piel sobre la
superficie del craneo para descubrir el bregma y se procedio a la implantacién de
una canula guia por lado usando las siguientes coordenadas estereotaxicas:
antero posterior -1.7; lateral + 4.7 y ventral -7.0, a partir de superficie del craneo,
de acuerdo al atlas estereotaxicode Paxinos y Watson (1986).
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Una vez colocadas las canulas bilateralmente se procedio a fijarlas mediante 3
tornillos de relojeria que se introdujeron a los huesos del craneo del animal para
posteriormente ser incluidos dentro de un molde de acrilico dental. Dicho molde se
prepar6 mezclando el acrilico con su diluyente hasta formar una pasta de
consistencia apropiada que fue depositada sobre las canulas guia y tenia el objeto
de impedir que el animal se pudiera retirar dicho implante. Una vez que el acrilico
dental adquiri6 un consistencia solida se desmonté al animal del aparato
estereotaxico y se le colocaron mandriles en cada una de las canulas guia para
evitar que estas se taparan, manteniendo asi la canulas en perfecto estado para la
inyeccion del farmaco. Durante la cirugia la temperatura del animal se mantuvo a
37 °C., con un aparato de control de temperatura, al finalizar el procedimiento se
inyectd 1cm® de Benzetacil por via intramuscular para prevenir cualquier infeccion
causada por la cirugia. Una vez terminada la cirugia, las ratas se alojaron en cajas
individuales y se transfirieron al vivarium, en donde se dejaron recuperar por un
periodo de siete dias.

Fotografia 4.Se muestra el implante permanente de canulas dentro de la amigdala
cerebral. Las ratas fueron colocadas en el aparato estereotaxico que se muestra y
se realiz6 una incisidn en la piel sobre la superficie del craneo para descubrir el
bregma e implantar las cénulas guia bilateralmente, usando las siguientes
coordenadas estereotéxicas: antero posterior -1.7; lateral £+ 4.7 y ventral -7.0 a
partir de superficie del craneo, de acuerdo al atlas estereotaxico de Paxinos y
Watson (1986).

5.3. Microinyeccion bilateral aguda

Un dia antes del experimento se alojaron a los animales en el cuarto de
experimentacion en donde permanecieron en reposo, sin alimento, pero con
aguaad libitum, en un intento por reducir diferencias en el nivel de ansiedad basal
de las ratas. Al dia siguiente se realiz6 la microinyeccién bilateral del antagonista
SCH233290 a una dosis de 30 y 120 ng o bien solucion salina al 0.9 % en lugar
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del antagonista. Cabe sefialar, que el experimentador permanecio “ciego” a la
naturaleza de las inyecciones realizadas. Las inyecciones se aplicaron mediante el
uso dos bombas de microinyeccion calibradas para inyectar un volumen constante
de 0.2 pl / sitio durante un periodo de 5 minutos. Las pruebas conductuales se
realizaron inmediatamente después de la inyeccion.

5.4. Registro conductual

La conducta de los animales fue registrada durante 5 minutos, en forma remota
dentro de un cuarto sono-amortiguado mediante una videocamara instalada arriba
del dispositivo utilizado.

5.4.1. Prueba “caja luz-oscuridad”

Durante la prueba de la “caja luz-oscuridad” una fuente de luz blanca fria (700 lux)
fue utilizada para iluminar uno de los compartimentos, el iluminado, mientras que
una lampara de luz roja (70 lux) se utilizo para iluminar el compartimiento oscuro.
La prueba se inicié colocando a la rata en el centro del compartimiento iluminado
encarando la entrada entre ambos compartimentos y la conducta se video-grabé
por 5 minutos. Durante ellos, se registraron como medidas de ansiedad la latencia
para entrar al compartimiento oscuro, el tiempo de permanencia en el
compartimiento iluminado y el numero de transiciones entre ambos
compartimientos. El numero de levantamientos (“rearings”) y el nimero de lineas
cruzadas en cada compartimiento fue también registrado como un indice de
locomocion vertical y horizontal respectivamente. La caja se limpié después de
cada prueba con una solucién de jabon neutro y agua (dextran al 5%).

Fotografia 5.Muestrala “caja luz-oscuridad” hecha de acrilico dividida en 2
compartimientos que se encuentran conectados entre sipor una abertura de
7x7cm. Tanto las paredes como el piso del compartimento “luminoso” pintados de
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blanco, siendo sus medidas de (27x27x27cm.). El otro compartimiento pintado de
negro, teniendo como medidas (27x18x27cm.). En el piso de ambos
compartimientos se observan cuadrantes de 9x9 cm usando lineas blancas o
negras para los compartimientos oscuro y luminoso respectivamente. El
compartimiento blanco se ilumind con una lampara de luz blanca fria (700 lux),
mientras que una lampara de luz roja (70 lux) se utiliz6 para iluminar al
compartimiento oscuro. También se puede apreciar a la rata en el centro del
compartimiento iluminado encarando la entrada entre ambos compartimentos.

5.4.2. Prueba “campo abierto”

Adicionalmente, la locomocidn se midié6 también, después de la prueba “luz-
oscuridad”, en el “campo abierto” Para ello el animal fue colocado en una de las
esquinas de la caja, dejandose a la rata deambular dentro de ella durante 5
minutos y midiéndose, como indice de locomocion, el numero de cuadros que
recorrid y el numero levantamientos (“rearings”) que realizé. La siguiente fotografia
ilustra el campo abierto durante el experimento.

=

Fotografia 3. Muestra una caja o campo abierto de madera con medidas de
(40x40x30 alto) el cual fue dividida en 16 cuadrantes de 10x10 cm. La caja esta
iluminada con luz tenue (7lux) (Hernandez-Gomez et al., 2002). Se observa como
el animal fue colocado en una de las esquinas de la caja, dejandose que
deambule dentro de ella durante 5 minutos y midiéndose, como indice de
locomocion, el nimero de cuadros que recorrio y el nimero levantamientos
(“rearings”) que realizo.
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5.5. Perfusion

Una vez terminadas las pruebas conductuales los animales fueron perfundidos
tras ser anestesiados con 0.6 ml. de Pentobarbital sédico. Para ello, se le inyectd
al animal intracardialmente 250 ml. de solucion salina al 0.9% seguida de 250
ml.de paraformahaldeido al 4.0 % en un buffer de fosfatos 0.1M con un pH de 7.6.
Los cerebros se removieron y fueron post-fijados en una solucion de formaldehido
al 10% por 1 o dos semanas para luego ser crio-protegidos en sacarosa al 10%,
20% y 30% durante un dia en cada una de las concentraciones sefaladas.

5.6. Localizacion de canulas:

Para la localizacion de las puntas de las canulas implantadas, una vez
anestesiadas las ratas, pero antes de la perfusién, se procedioé a microinyectar una
solucion de azul de pontamina (0.01M) bajo los parametros usados en el caso de
la inyeccion del SCH23390.

5.7. Corte y montaje de tejido:

Una vez crioprotegidos en las concentraciones de sacarosa sefialadas, los
cerebros se rebanaron coronalmente con un criostato y las secciones obtenidas
(40um) se montaron en porta objetos cubiertos con gelatina (Sigma)

5.8. Tincién de Nissl (Cristal violeta)

Las secciones de amigdala, depositadas en porta-objetos, como se indico
anteriormente, se dejaron secar por 1 o 2 dias para después ser tefiidas utilizando
un tren de tincién. Los porta-objetos acomodados en canastillas fueron
sumergidos en cada una de las soluciones que continuacion se indican:

*Agua (2minutos)
*Etanol 70%
*Etanol70%
*Etanol 95%
*Etanol95%
*Etanol 100%
*Etanol100%
*Etanol 95%
*Etanol95%
*Etanol 70%
*Etanol 70%

Violeta de cresilo (1-4 minutos) variable dependiendo del tiempo de preparacion
del colorante.
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*Agua
*Agua

Repetir :

*Agua
*Etanol 70%
*Etanol70%
*Etanol 95%
*Etanol95%
*Etanol 100%
*Etanol100%

Continuar con:

*Xilol
*Xilol

(2minutos)
(2 minutos)

(2minutos)

(2 minutos)
(2 minutos

Montaje con Permont.

5.9. Andlisis Histoldgico:

Con la ayuda de un

microscopio Optico se localizd

el sitio de inyeccién

descartandose todos aquellos animales en los que la punta de la canula se

encontr6 fuera del sitio de interés (porcidn rostro lateral de la amigdala).
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5.10. Disefio experimental

METODO:

54 ratas macho
(260 + 10 g, cepa Wistar)

3 Grupos (n = 18 c/u)

IMPLANTACION DE CANULAS GUIA
(AP-1.7. L +4.7. V-7.0)

A 4

HABITUACION
(Manipulacién cotidiana por 5 minutos durante una semana)

A 4

INYECCION BILATERAL
(0.2mm: 0.2 ul .5 min.)

A 4

Solucién salina SCH23390 SCH23390
0.9% (30 ng por lado) (120 ng por lado)

N e

Medicion de la ansiedad prueba
“caja luz-oscuridad”
(5min.)

Video grabada

A 4

Medicion de la actividad locomotora
“campo abierto”
(5 min.)
Video grabada

h 4
PERFUSION (PARAFOLMAHALDEIDO 4%)

CORTE Y MONTAJE DE TEJIDOS (40 pum)
TINCION CRISTAL VIOLETA (NISSL)

A 4
ANALISIS CONDUCTUAL

\ 4 A 4

ANALISIS HISTOLOGICO
ANALISIS ESTADISTICO




5.12. Analisis estadistico:

En vista de la dispersion de los resultados inherentes a todas las pruebas
conductuales y debido a que en algunos casos, en alguno de los grupos, las
medidas correspondientes al nimero de transiciones entre compartimientos y la
actividad locomotora en el espacio oscuro de la caja usada no pasaron la prueba
de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, se prefirid utilizar estadistica no
paramétrica para el analisis de los resultados. Por consiguiente los resultados se
expresan en medianas con sus respectivos rangos interquartiles. Para el analisis
de varianza se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis y cuando el analisis de varianza
arrojo diferencias significativas en las mediciones observadas se utilizé la prueba
de Dunn, como prueba post-hoc. En ella se hizo la comparacion entre los grupos
tratados y el control (solucién salina 0.9%)con el fin de conocer el grupo
responsable de estas diferencias. Dado que una situacion esencialmente similar
fue observada cuando se utilizaron pruebas parametricas para el analisis de los
resultados en la Tabla 3,4 se indican adicionalmente los promedios * error
estandar de la media (E.E.M.) y los porcentajes de variacion de cada grupo con
respecto a sus controles (0 SCH23390) respectivos. El nivel de significancia
aceptado fue considerado p<0.05. Las pruebas estadisticas fueron realizadas
usando el programa estadistico Prisma 4 GraphPad (Halmilton, 2003).

V. RESULTADOS
1. VERIFICACION HISTOLOGICA

Tras el analisis histologico de los cerebros se consideraron Unicamente 38
animales para el andlisis estadistico. En dichos animales las canulas implantadas
se ubicaron en la porcion rostral de la amigdala cerebral, entre los niveles bregma
-1.8 y bregma -2.56 mm de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1986). En la
figura 9A, se presenta un corte coronal representativo que muestra la ubicacién de
ambas canulas en el area rostro-lateral de la amigdala. Para este estudio se
tomaron en cuenta solamente aquellos animales que tenian ambas canulas en la
amigdala y al menos la punta de una de ellas muy cercana o en la porcién
rostrolateral de la isla intercalada principal. La localizacién de los sitios de
inyeccion se representa esquematicamente en la Figura 9B. No fueron tomados en
cuenta 16 animales debido a que durante la recuperacién pos quirdrgica, ocho de
ellos se retiraron el implante, 4 sufrieron una infeccion en el sitio del implante y en
los otros cuatro restantes fue imposible determinar el sitio exacto de la posicion de
alguna de las dos canulas dentro de la amigdala.
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(A)

Figura 9A. Seccién representativa de la amigdala en el nivel de Bregma —1.2, en
donde se observan los tractos dejados por la colocacién bilateral de canulas e
inyectores en la amigdala. El asterisco y la flecha blanca indican respectivamente
la porcidn rostro-lateral de la isla intercalada principal y el espacio paracapsular,
sitio en donde se localizan las islas intercaladas paracapsulares.
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Figura 9B. Secciones representativas de la amigdala entre los niveles Bregma —
1.8 y Bregma-2.56 (Paxinos y Watson, 1986) en las que se muestra en forma
esquematica la localizacion de los sitios de inyeccién dentro de la amigdala. En
algunas ocasiones los sitios de inyeccién se encuentran sobrepuestos. Circulos
abiertos: control: circulos grises 30 ng SCH23390; circulos negros 120 ng
SCH23390.

Abreviaturas: Aco: nudcleo cortical anterior amigdaloide; B: nucleo basal de
Meynert; BAOT: cama del nudcleo del tracto accesorio olfatorio; BLA: nucleo
basolateral amigdaloide; BMA: nlcleo baso medial amigdaloide; CeC: division
nacleo central lateral, capsular; CeM: division nucleo central medial; Cpu: nucleo
caudado - putamen; CxA: zona de transicion de la corteza- amigdala; Den: nucleo
dorsal endopiriforme ; | : nucleo intercalado amigdaloide; IM: Ndcleo intercalado
principal amigdaloide; LaDL: ndcleo amigdaloide lateral, dorsolateral; LGP: globo
palido; MeAD: nacleo amigdaloide medial, dorsal; opt: tracto oOptico; Rch: area
retro- quiasmatica; Sl: sustancia innominada; sox: decusacion supra-optica y Ven:
ndcleo ventral endopiriforme.
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2. EFECTOS CONDUCTUALES: CAJA LUZ OSCURIDAD

2.1. Efectos de la microinyeccion bilateral del SCH23390 sobre la conducta de la
rata en la prueba “caja luz oscuridad”

En el presente estudio se consideraron principalmente como indices de ansiedad:
la latencia de la rata para la entrar por primera vez al compartimiento oscuro, el
tiempo total de permanencia en el espacio iluminado y el nUmero de transiciones
entre los dos compartimientos, estas Ultimas contabilizadas como la entrada del
animal al compartimiento oscuro y su salida de él al compartimiento iluminado. El
namero de elongaciones del animal del compartimiento oscuro al iluminado fue
tomado como una medida potencial de evaluacion del riesgo.

2.2. Latencia para entrar al compartimiento oscuro de la caja “luz-oscuridad”

El tratamiento con SCH23390 indujo un aumento significativo en la latencia para
entrar al compartimiento oscuro cuando las ratas fueron inicialmente colocadas en
el compartimiento iluminado (H,35=10.08, p< 0.05; Fig. 10, Tabla 3).Dicho efecto
se observo tras el tratamiento de los animales con 30 ng de SCH23390 por lado y
no se modificé cuando se utilizé una dosis mas alta (120 ng/lado) del antagonista.
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Figura 10. Efecto de la inyeccién intra-amigdalina del SCH23390 sobre la latencia
para entrar por primera vez al compartimento oscuro de la caja “luz-oscuridad”. La
administracion  bilateral intra-amigdaloidea de SCH23390 incremento
significativamente (H»,35=10.08, p< 0.05) la latencia para la entrada de las ratas al
compartimento oscuro de la caja “luz-oscuridad”. Los resultados se expresan en
segundos como medianas con sus respectivos rangos interquartiles (cajas). Las
lineas por afuera de las cajas (“whiskers”) indican los valores mas altos y bajos
dentro de cada muestra. Los asteriscos indican el nivel de significancia estadistica
encontrada en la prueba de Dunn con respecto al grupo no tratado (control) *
p<0.05; ** p<0.01. N =(0 ng/lado,12; 30 ng/lado, 16; 120 ng/lado, 10).
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2.3. Tiempo de permanencia en el compartimento iluminado de la caja “luz-
oscuridad”

Como puede observarse en la Figura 11, la administracion bilateral intra-
amigdaloidea de SCH23390 (30 y 120 ng/lado) incrementé en forma dosis
respuesta (H235=6.08; p< 0.05) el tiempo total que las ratas permanecieron en el
compartimiento iluminado de la caja con respecto al grupo no tratado (control).
Dicho efecto resultd, sin embargo, Unicamente significativo cuando se comparo el
control con la dosis mas alta del antagonista.
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Figura 11. Efecto de la inyeccion intra-amigdalina del SCH23390 sobre el tiempo
de permanencia en el compartimento iluminado de la caja “luz-oscuridad”. El
tratamiento bilateral intra-amigdaloideo de SCH23390 incrementd el tiempo total
de permanencia en el compartimento iluminado de la caja “luz-oscuridad”. Los
resultados se expresan en segundos como medianas con sus respectivos rangos
interquartiles (cajas). Las lineas por afuera de las cajas (“whiskers”) indican los
valores mas altos y bajos dentro de cada muestra. El asterisco indica el nivel de
significancia estadistica encontrada en la prueba de Dunn con respecto al grupo
no tratado (control), *p<0.05.

2.4. Namero de transiciones entre los compartimientos de la caja “luz oscuridad”
(numero de visitas al espacio oscuro).

No se encontraron diferencias significativas (H, 35 = 0.35; P > 0.05)en el numero
de transiciones cuando se compararon los grupos que recibieron bilateralmente
SCH23390 (30 y 120 ng /lado) con respecto al grupo no tratado (control)(Figura
12, Tabla 3).
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Figura 12. Efecto de la inyeccion bilateral intra-amigdalina del SCH23390 sobre el
ndamero de transiciones entre los compartimientos de la caja “Luz-Oscuridad”. El
tratamiento bilateral intra-amigdaloideo con SCH23390 no tuvo efecto sobre este
parametro. Los resultados se expresan como medianas con sus respectivos
rangos interquartiles (cajas). Las lineas por afuera de las cajas (“whiskers”) indican
los valores mas altos y bajos dentro de cada muestra.

2.5. Numero de elongaciones desde el compartimiento oscuro hacia el iluminado
de la caja “luz-oscuridad”

Como se muestra en la (Figura 13, Tabla 3), aunque el tratamiento con
SCH23390, en ambas dosis administradas (30 y 120 ng/lado), indujo una
disminucién similar en el nimero de elongaciones de la rata, desde el espacio
oscuro al iluminado, en comparacion con el grupo no tratado (control) dichos
efectos no resultaron significativos desde el punto de vista estadistico.
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Figural3. Efecto de la inyeccién intra-amigdalina del SCH23390 sobre el nimero
de elongaciones entre los compartimentos de la caja “Luz-Oscuridad”. No se
observaron efectos significativos en el nimero de elongaciones de la rata desde el
compartimiento oscuro al iluminado de la caja “luz-oscuridad” Los resultados se
expresan como medianas con sus respectivos rangos interquartiles (cajas). Las
lineas por afuera de las cajas (“whiskers”) indican los valores mas altos y bajos
dentro de cada muestra. Los resultados se observan en la Tabla 3.

A continuacién se presenta un resumen (tabla 3)de los resultados obtenidos en la
prueba “caja luz-oscuridad”, tanto para variables consideradas principalmente
como indices de ansiedad, asi como para variables adicionales. Adicionalmente se
presentan los resultados de las comparaciones estadisticas.

Tabla 3. Efectos de la microinyeccion amigdalina de SCH23390 sobre la conducta
de las ratas en la prueba “caja luz-oscuridad”.

Control SCH23390 SCH23390 Prueba Kruskal-
(salina) 30ng 120ng Wallis
(n=12) (n=16) (n=10)

Latencia para entrar al 9.8+1.8 201+2.16  20.9+3.22  H2,35=10.08, p <0.05

espacio oscuro (seg.)

Latencia para entrar al

X X 134.6 + 38.6 150.6 + 27.7 1149+ 37.1 H2,35=0.09, p 20.05
espacio lluminado (seg.)

Tiempo total de
permanencia en espacio 20.3+4.3 34.0+4.0 38.9+52 H2,35=6.08, p <0.05
iluminado (seg.)

Tiempo total de

permanencia en espacio 273+4.6 252 +10.5 247 +11.1 H2,35=3.72, p 20.05
oscuro (seg)

Numero de elongaciones 450+ 0.7 3.75+£0.6 3.60 £ 0.6 H2,35=0.63, p < 0.05
Namero de visitas al 1.69+0.3 13702  360+0.6  H235=0.63,p<0.05
espacio oscuro

Namero de visitas al 1.30+0.3 1.12+0.3 120+0.3  H2,35-0.49, p 20.05

espacio iluminado

Los resultados se expresan como medias + E.E.M.

3. EFECTOS CONDUCTUALES: LOCOMOCION

La condicion motora de los animales, tanto de los controles como los tratados, se
evaluo dentro de la “caja luz-oscuridad” midiendo, de la manera como se indicé en
la seccién de métodos, su locomocidn, tanto en el compartimiento iluminado como
en el compartimiento oscuro. Adicionalmente, utilizando un “campo abierto” se
obtuvo una nueva medida de su actividad locomotora.
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3.1. Locomocion en la “caja luz-oscuridad”

A. Compartimiento iluminado.

Como puede observarse en la Figurald y en la Tabla 4,el tratamiento bilateral
intra-amigdalino con SCH23390 produjo una tendencia dosis-dependiente, pero no
significante estadisticamente (H,3s=1.44; p> 0.05) para un aumento en la

locomocion de los animales dentro de este compartimiento con respecto al grupo
no tratado (Control).
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Figura 14. Efecto de la inyeccion intra-amigdalina del SCH23390 sobre la actividad
locomotora en el espacio iluminado de la caja “luz-oscuridad”. Obsérvese que la
administracion bilateral de SCH23390 produjo una tendencia para incrementar la
locomocion de las ratas en el espacio iluminado de este paradigma con relacién al
grupo no tratado (control). Los resultados se representan como el nimero de
lineas cruzadas en dicho compartimiento durante el tiempo total de la prueba y se
expresan como medianas con sus respectivos rangos intercuartiles (cajas).Las
barras (whiskers) indican los valores mas altos y bajos dentro de cada muestra.
Véase la Tabla 4,para consultar las medias + su error estandar para los valores
absolutos junto con su cambio porcentual.

B.Compartimiento oscuro

A diferencia de lo ocurrido en los espacios iluminados el SCH23390 produjo una
tendencia dependiente de la dosis hacia una baja en la locomocion de los
animales en este compartimiento (Figura 15, Tabla 4). Sin embargo, como sucedi6
en el compartimiento iluminado dicho cambio tampoco resultdé estadisticamente
significativo (H2,35=0.2762; p > 0.05).
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Figura 15. Efecto de la inyeccion intra-amigdalina del SCH23390 sobre la actividad
locomotora en el espacio oscuro de la caja “luz-oscuridad”. EI SCH23390
administrado bilateralmente en la amigdala indujo una ligera disminucién en la
locomocion de las ratas en este compartimiento. Los resultados se indican como el
namero de cuadros cruzados en dicho compartimiento durante la duracion de la
prueba y se expresan como medianas con sus respectivos rangos intercuartiles
(cajas). Las barras indican los valores (whiskers) méas altos y bajos dentro de cada
muestra. Véase la Tabla 4, para consultar las medias * su error estandar para los
valores absolutos junto con su cambio porcentual.

C. Compartimiento iluminado +compartimiento oscuro

Como puede verse en la Figuralé y en la Tabla 4,en congruencia con los
resultados de la locomocién reportados en cada compartimiento por separado de
la caja “luz-oscuridad”, el SCH23390 no tuvo ningun efecto sobre la locomocién de
los animales en la totalidad del area de la “caja luz-oscuridad (H 35 = 0.276).
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Figura 16.Efecto de la inyeccion intra-amigdalina del SCH23390 sobre la actividad
locomotora en los espacios iluminado + oscuro de la caja “luz-oscuridad”.
Obsérvese la falta de efectos del tratamiento bilateral con SCH23390 sobre la
locomocion de las ratas en el area total de la caja en relacion al grupo no tratado
(control). Los resultados se representan en lineas cruzadas en dicho
compartimento durante el tiempo total de la prueba y se expresan como medianas
con sus respectivos rangos intercuartiles (cajas). Las barras indican los valores
mas altos y bajos dentro de cada muestra.Véase la Tabla 4,para consultar las
medias + su error estandar para los valores absolutos junto con su cambio
porcentual.

3.2. Campo abierto
A. Locomocién horizontal

En linea con los efectos observados en la caja “luz-oscuridad”, la locomocion
horizontal (Figura 17, Tabla 4) de las ratas tratadas, con respecto al grupo no
tratado (control), no fue afectada cuando esta se midié en la prueba de “campo
abierto”, pues aunque se observd que las ratas presentaron una tendencia para
disminuir su locomocion horizontal con ambas dosis de SCH23390 esta no fue
estadisticamente significativa (H2,35=2.75, p > 0.05 y H»,35=8.66 p < 0.05).
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Figura 17. Efecto de la inyeccién intra-amigdalina del SCH23390 sobre la
actividad locomotora horizontal en la prueba de “campo abierto”. Aunque los
animales tratados con ambas dosis de SCH23390 tendieron a disminuir su
locomocion horizontal con respecto al grupo no tratado (control),los resultados no
resultaron significativos. Los resultados se representan como el numero de
cuadros cruzados durante el tiempo total de la prueba y se expresan como
medianas con sus respectivos rangos interquartiles (cajas). Las barras indican los
valores mas altos y bajos dentro de cada muestra.Véase la Tabla 4,para consultar
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las medias + su error estandar para los valores absolutos junto con su cambio
porcentual.

B. Locomocion vertical (“rearings”)

De la misma manera que ocurrié con la locomocion horizontal el niumero de
levantamientos (“rearings”) de los animales en esta prueba(Fig. 18, Tabla 4),
aunque tendié a disminuir en con el tratamiento de SCH23390, no resultaron
estadisticamente significativos con respecto a su control (H,35=8.66 p < 0.05).
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Figura 18. Efecto de la inyeccion intramigdalina del SCH23390 sobre la
locomocion vertical en la prueba de “campo abierto”. Obsérvese una disminucién
en el numero de levantamientos (‘rearings”) tras el tratamiento de los animales
con ambas dosis de SCH23390. Estadisticamente los resultados no resultaron
significativos con respecto al control. Los resultados se expresan en ndmero de
levantamientos (rearings) durante el tiempo total de la prueba como medianas con
sus respectivos rangos interquartiles (cajas). Las barras indican los valores mas
altos y bajos dentro de cada muestra. Véase Tabla4.
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A continuacién se presenta un resumen (tabla 4)de los resultados obtenidos en la
prueba de la caja de luz-oscuridad y de campo abierto para las variables
consideradas principalmente como indices de locomocion. De igual forma se
presentan los resultados de las comparaciones estadisticas.

Tabla 4. Efectos de la microinyeccion amigdalina de SCH23390 sobre la
locomocion de las ratas tanto en la en la prueba “luz-oscuridad y campo abierto”.

Control SCH23390 SCH23390 Prueba Kruskal-
(salina) 30ng 120ng Walllis
(n=12) (n=16) (n=10)
Caja luz oscuridad
Compartimento iluminado | 4, .5 7 17.142.3 18.942.5  H2,35=1.38, P 20.05
(cruces)
Compartimento oscuro 86.3+4.0 79.5+3.5 789451  H2,35=1.84, P 20.05
(cruces.)
Compartimento iluminado | 4 ¢ .55 96.6+4.0 97.845.7  H2,35=2.76, P 20.05
+ oscuro
Prueba Campo abierto
Locomocién horizontal 115.0 £10.0 89.0 £9.2 89.2+11.6 H2,35=2.75, P 20.05
Locomocion vertical | 53 1435 22.042.7 19.842.8  H2,35=2.75, P 20.05
(Rearings)

Los resultados se expresan como medias + E.E.M.

VI. DISCUSION

En trabajos publicados provenientes de otros laboratorios ha sido reportado que la
inyeccion intra-amigdaloidea bilateral de 3 y 2 ug por lado del antagonista
especifico para receptores dopaminérgicos D1 denominado SCH23390 causa una
reduccion del sobresalto potenciado por el miedo (Lamont y Kokkinidis,1998) y del
“congelamiento condicionado” (Guarraci et al.,1999), respectivamente. En este
trabajo, con objeto de evitar una pérdida en la especificidad y de mantener sus
efectos restringidos a su sitio de inyeccion, para evaluar los efectos del SCH23390
sobre la ansiedad, se empled una dosis mas baja (30 y 120 ng) que la reportada
en los estudios sefialados. Aunque es dificil establecer comparaciones, vale la
pena mencionar que el IDsg del SCH23390para la inhibicién de la vasodilataciéon
renal inducida por dopamina es de 1.13 ug, cuando este compuesto es inyectado
dentro de la arteria renal de perros anestesiados (Barnett et al., 1986), un valor
mas cercano a la dosis empleada por nosotros que la usada por Lamont y
Kokkinidis (1998) y Guarraci y colaboradores (1999).
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De esta manera, los efectos de la inyeccidn bilateral intra-amigdaloidea (30 y 120
ng) del antagonista especifico para el receptor D1, el SCH23390, fue estudiado en
la conducta mostrada por las ratas en la prueba de la “caja luz-oscuridad”, un
paradigma incondicionado ampliamente validado para evaluar los niveles de
ansiedad en los roedores y en el cual se explota la aversion que sienten estos por
los espacios abiertos y bien iluminados (Costall et al., 1989; Henniniger et al.,
2000).

En el presente trabajo, se encontré que ambas dosis de SCH23390 (30 y 120 ng),
incrementaron significativamente la latencia para la primera entrada dentro del
compartimiento oscuro de la caja “luz-oscuridad” (Figura 10, Tabla 3.) y que a
dosis de 120 ng aumento significativamente el tiempo total de permanencia en el
compartimiento iluminado de dicha caja (Figura 10, Tabla 3). En concordancia con
los cambios anteriores, aunque los resultados no resultaron estadisticamente
significativos con respecto al control, tanto el tiempo de permanencia en los
espacios iluminados de la caja, con ambas dosis del SCH23390 (Figura 11, Tabla
3) como la latencia para reingresar al compartimiento iluminado disminuyeron (
Tabla 3). Los resultados tomados en su conjunto sugieren que la administracién
intra-amigdalina de SCH23390 causa una reduccién de la aversion espontanea de
las ratas para los ambientes brillantes.

Dado, que el uso de este paradigma ha dado resultados opuestos en ratas que
selectivamente han sido cruzadas para mostrar conductas de ansiedad
(Henniniger et al., 2000) y similares después de la administracién sistémica de
diazepan y otros compuestos ansioliticos (Costall et al., 1989, Pérez de la Mora,
observaciones no publicadas), nuestros resultados podrian sugerir que el
SCH23390 ejerce una accion ansiolitica en este modelo.

Aunqgue la disminucion de la latencia para reentrar al compartimiento iluminado de
la caja “luz-oscuridad” ( Tabla 3) y del tiempo que la rata permanece en el
compartimento oscuro ( Tabla 3) no fueron estadisticamente significativos, debido
muy probablemente a la variabilidad experimental inherente al uso de este tipo de
paradigmas y sobre todo al hecho de que al pasar la rata la mayor parte del
tiempo en el compartimiento oscuro una pequefa disminucién de esta tendencia
hace muy dificil la obtencion de significancias estadisticas. Dicha situacion, se
hace también aparente en la pequefia disminucion que se observa en el tiempo
gue la rata permanece en el compartimiento oscuro de la caja (Figura 13, Tabla 3)
y que refleja el incremento en el tiempo de permanencia del animal en el
compartimiento iluminado (Figura 10. Tabla 3).

Nuestra conclusion es apoyada por experimentos llevados a cabo en modelos de
ansiedad condicionados, tales como la prueba del “sobresalto acustico potenciado
por el miedo” (Lamont y Kokkinidis, 1998) y el “congelamiento condicionado”
(Guarraci et al.,, 1999), en los cuales el SCH23390 inyectado dentro de la
amigdala causa una reduccion en diferentes indices de ansiedad. Sin embargo,
hay que sefialar que Rodgers et al. (1994) y Bartoszky (1998), no encontraron
efectos claros 0 ninguno sobre la ansiedad después de la administracion sistémica
de SCH23390 usando el “laberinto en forma de +” o el paradigma de vocalizacién
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ultrasonica respectivamente. Por otro lado, Simon et al. (1992) mostraron que el
SCH23390 administrado sistémicamente 30 minutos antes del uso de la prueba
“luz-oscuridad” reduce, como en nuestros experimentos (Figura 10, Tabla 3) la
aversion espontanea de los ratones por un ambiente iluminado, acortando la
latencia para entrar al compartimiento iluminado cuando dichos animales son
inicialmente colocados en el compartimiento oscuro de la prueba de la caja “luz-
oscuridad”.

La posibilidad de que los efectos ansioliticos del SCH23390 fueran el resultado de
una interferencia con la actividad motora de las ratas parece poco probable, ya
que aunque hay una pequefia disminuciéon en su locomocién en la prueba del
“‘campo abierto” (Figura 17, 18 Tabla 4), los efectos no fueron estadisticamente
significativos y la locomocién total del animal en la caja “Luz-Oscuridad”
(locomocién en el compartimiento iluminado + en el compartimiento oscuro)
(Figura 16, Tabla 4) no se modifico. De hecho, en nuestros experimentos se
observdé una tendencia a la alta en la locomocién dentro del compartimiento
iluminado de la caja (Figura 14, Tabla 4), similar a la que ha sido reportada para
los efectos de otras drogas ansioliticas (Costall et al., 1989). Mas aun, ha sido
mostrado, usando la caja “luz-oscuridad”, que a pesar de una reduccion de la
actividad locomotora, inducida por la administracién sistémica de SCH23390, la
latencia para la primera entrada al compartimiento iluminado cuando la rata es
inicialmente colocada en el compartimiento oscuro, es acortada, indicando que las
ratas no estan impedidas en sus movimientos dentro de la caja (Simoén et al.,
1992).

La isla intercalada principal y las islas intercaladas paracapsulares son ricas en
receptores dopaminérgicos D1 en comparacion con los otros nucleos amigdalinos
(Scibilia et al., 1992). Mas aun, experimentos recientes realizados por Fuxe et al.
(2003), han mostrado que la porcion rostrolateral de la isla intercalada principal y
las islas intercaladas paracapsulares estan densamente inervadas por terminales
dopaminérgicas. En nuestros experimentos la mayoria de las posiciones de las
puntas de las canulas estuvieron en la vecindad de la porcién rostrolateral de la
isla intercalada principal y / o de las islas intercaladas paracapsulares (Fig. 9 B).

En consecuencia, debido a que bajo las condiciones empleadas ha sido reportado
que la difusion de drogas inyectadas dentro del cerebro es muy limitada y tienden
a permanecer en el sitio de su inyeccion (Peterson, 1988; Pérez de la Mora et al.,
2006), es muy posible, que el antagonista SCH23390 haya ejercido sus efectos
en cercania a la porcion rostrolateral de la isla intercalada principal y las islas
intercaladas paracapsulares. Podria sugerirse entonces, que el SCH23390 ejerce
su efecto bloqueando la trasmision dopaminérgica mediada por receptores D1 a
nivel de la porcion rostral de la isla intercalada principal y de las islas intercaladas
paracapsulares rostrales, en donde la transmisién dopaminérgica tiene un caracter
sinaptico o perisinaptico. Esta sugerencia esta de acuerdo con las investigaciones
realizadas por McGrath y cols. (1999) quienes encontraron un aumento en la
ansiedad en ratones que poseian un tono dopaminérgico incrementado en las
islas intercaladas.
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Cabe mencionar que Lamont y Kokkinides (1998) usando el modelo del
“sobresalto acustico potenciado por el miedo” y Guarraci et al. (1999) empleando
el “congelamiento condicionado”, encontraron efectos ansioliticos cuando
inyectaron bilateralmente SCH23390 dentro de la superficie dorsal de la amigdala
0 en regiones cercanas a la isla intercalada principal y las islas intercaladas
paracapsulares. Sin embargo, dado que en sus experimentos usaron dosis
mayores (3.0 y 2.0 microgramos) del antagonista e inyectaron mayores volimenes
de SCH23390 (1 y 5 microlitros/lado), respectivamente, es posible que el
SCH23390 halla difundido desde sus sitios de inyeccion hacia las islas
intercaladas y halla actuando alli, sobre los receptores dopaminérgicos D1
localizados en la region somato dendritica de sus neuronas atenuando el
sobresalto acustico potenciado por el miedo o el congelamiento condicionado.
Tales observaciones, estan de acuerdo con nuestros resultados, segun los cuales,
bajas dosis (30 y 120 ng/lado) y volimenes reducidos (0.2 microlitros/lado) de
SCH23390 inyectados en la vecindad de la isla intercalada principal y de las islas
intercaladas paracapsulares inducen efectos ansioliticos en la prueba “luz-
oscuridad”.

El mecanismo neuronal por medio del cual el SCH23390 reduce la ansiedad en el
paradigma” luz- oscuridad” no se conoce. Sin embargo, es importante sefalar,
como ya se hizo en la Introduccion de este trabajo que Royer et al. (1999,2000)
tienen observaciones que indican que las islas intercaladas, de naturaleza
GABAérgica, forman una interfase inhibitoria que controla el trafico de impulsos
entre el nlcleo basolateral y el central de la amigdala. De acuerdo con su modelo,
el disparo glutamatérgico excitatorio del nacleo basolateral a las islas intercaladas
GABAérgicas laterales producen una inhibicion de las islas GABAérgicas
intercaladas situadas mas medialmente, las cuales, controlan en forma inhibitoria
al nucleo central de la amigdala. De acuerdo con este modelo, como
consecuencia de la eliminacién de la inhibicion tonica GABAérgica, ejercida sobre
el nucleo central de la amigdala, que controla a numerosos nucleos autonémicos
implicados en la ansiedad se producirian sintomas de este trastorno

En conclusién, nuestro experimentos sugieren basados en este modelo, que el
SCH23390 al bloquear receptores dopaminérgicos D1 facilitatorios, localizados en
la porcion rostro lateral de la isla intercalada principal y de las islas intercaladas
paracapsulares localizadas lateralmente, produciria una disminuciébn de su
actividad inhibitoria sobre las islas intercaladas paracapsulares mediales y en
consecuencia su activacion. Dicha activacion, dada la naturaleza GABAérgica de
estas islas, daria como resultado final una mayor inhibicion del nacleo central de la
amigdala y la consecuente disminucion de las conductas ansiosas.

En sintesis, nuestros experimentos muestran que el estudio de las acciones de
diversos compuestos sobre la quimica cerebral y sus repercusiones conductuales
es una herramienta que hace posible la comprension de los procesos sinapticos
involucrados en determinadas pautas del comportamiento y que, la aplicacion de
estos conocimientos a la terapéutica, permite elaborar procedimientos cada vez
mas eficaces e inocuos para el control de las alteraciones conductuales que ponen
en peligro al individuo y a su entorno.
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Abstract

The intercalated islands are intra-amigdaloid clusters of DI receptor rich GABAergic neurons, which control impulse traffic between the
basolateral complex and the central nucleus of the amygdala. As dopaminergic transmission within the amygdala may play a role in anxiety,
the effect of the D1 antagonist SCH23390 microinjected mainly close to the rostral intercalated islands in rats was studied, using the White
and Black Box test. SCH23390 reduced anxiety by an increase in the latency of the first entry into the black compartment and by an increase
in the total time spent in the white compartment of the White and Black Box test, while there was no significant modification of locomotion.
It is suggested that blockade of D1 receptors in the rostral intercalated islands may reduce anxiety through a reduction of GABA-mediated

dishinibition of the central amygdaloid nucleus.
© 2004 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Experimental evidence indicates that amygdala plays a key
role in the integration and expression of fear and anxiety in
several species of animals, including rats and humans [5,15].
Relevant sensory information from the environment is re-
layed to the lateral and basolateral amygdala from the cere-
bral cortex and thalamus. After processing, it is sent to the
centromedial nuclear groups of the amygdala, through which
an appropriate fear output is implemented. Projections from
the medial and central amygdaloid nuclei to specific hypotha-
lamic and midbrain targets give rise to different autonomic
signs of fear and anxiety [5,15].

Convincing evidence by Paré and coworkers [22,23] has
indicated that impulse traffic from the basolateral complex
to the central nucleus of the amygdala is controlled by inter-
calated cell islands [16], clusters of inhibitory GABAergic

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56225659 fax: +52 55 56225607.
E-mail address: mperez@ifc.unam.mx (M.P. de la Mora).
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cells [13,17] interposed between the basolateral complex and
centromedial amygdaloid nuclei. The intercalated islands re-
ceive excitatory glutamatergic input from the basolateral nu-
cleus and send inhibitory GABAergic fibers to the central
nucleus [18,22,23]. It has been shown that these cell islands
are rich in D1 dopamine receptor binding sites in comparison
with other amygdaloid nuclei [24] and receive an important
dopaminergic input [1,6]. This dopaminergic innervation of
the intercalated islands has been shown to be preferentially
directed to the rostrolateral main intercalated island and to the
paracapsular intercalated islands, while there is only a sparse
dopaminergic innervation of the rostromedial and caudal por-
tions of the main intercalated island [6].

It has been reported that intra-amygdaloid injections of
the specific D1 antagonist SCH23390 reduces the Fear-
Potentiated Acoustic Startle response [12] and the Condi-
tioned Freezing response in rats [7]. It is thus possible that
dopaminergic mechanisms are involved in the modulation of
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fear output of the amygdala, through the activation of D1 re-
ceptors located on the intercalated cell islands. The aim of the
present work is to further explore this possibility by injecting
SCH23390 bilaterally in the vicinity of the rostral main in-
tercalated and paracapsular islands which are innervated by
DA terminals [1,6), and to measure the behavior of rats in an
unconditioned test of anxiety, the White and Black Box test
[4,9].

Male Wistar rats (n=38) from 250 to 270 g (from Insti-
tuto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma
de México, Mexico City, Mexico) were housed individually
in a controlled environment (temperature 22 °C, lights on
06:00-18:00 h) with water and food ad libitum. The experi-
ments were conducted according to the guidelines established
by the local Mexican Ethics Committee, and efforts were
taken to minimize the suffering of the animals throughout all
experimental procedures.

For implantation of permanent cannulas into the amyg-
dala, the rats were anesthetized with ketamine hy-
drochloride (170 mg/kg, i.p.) and placed in a stereotaxic
frame (Kopf Instruments, Tujunga, USA) with the incisor
bar set at —3.3mm. The body temperature was main-
tained at 37°C using a CMA/150 Temperature Controller
(CMA/Microdialysis, Stockholm, Sweden). Bilateral stain-
less steel guide cannulas 0.46 mm o.d., (C315G, Plastics
One, Roanoke, USA) were positioned near the rostrolat-
eral main intercalated island, (coordinates AP: —2.12 mm,
L: +4.7 mm, V: —7.0 mm) from bregma according to the at-
las of Paxinos and Watson [19]. Guide cannulas were affixed
with stainless steel screws and dental acrylic cement (Labora-
torios Arias, Mexico City, Mexico) and sealed with a dummy
cannula (C315DC, Plastics One, Roanoke, USA). Estrepto-
benzetacil V-Fortificado (20,0000 i.u., i.m.) was given to pre-
vent infection (Fort Dodge Animal Health Labs, Mexico City,
Mexico).

After 7 days of recovery, the rats were handled once a
day for 5min for 3 days. Rats were used for only one be-
havioral trial. In order to keep the animals in a similar al-
imentary condition and in this way to uniform at least to
some degree their basal levels of anxiety the rats were kept
since the night before the experiment in the experimental
room without food but with water ad libitum. On the day
of the experiment, either the D1 antagonist SCH23390 in
saline or saline vehicle was injected bilaterally via an injec-
tion cannula, 0.20 mm o.d. (C315], Plastics One, Roanoke,
USA) which protruded 1 mm beyond the end of the guide
cannula. Low doses (30 or 120ng) of SCH23390 (Tocris,
Ellisville, USA) in 0.2 pl saline or saline alone was microin-
jected bilaterally (0.2 wl/side) during a period of 5 min, us-
ing a CMA/100 Microinjection Pump (CMA/Microdialysis,
Stockholm, Sweden). The cannulas were kept in place for
30s after the injection to prevent backflow of the substance,
and behavioral tests started immediately after the injection.

Behavioral experiments were carried out in a sound-
attenuated room equipped with video-recording facilities.
The boxes used for the evaluation of behavior were

placed beneath the video camera, and the behavior was
recorded in the absence of any observer. Anxiety-related
behavior was measured using a White and Black Box
test [4,9]. The box was made of acrylic and divided
into two compartments, connected by a small opening
(Tem x 7em). The walls and floor of one compartment
(27c¢m x 27¢m x 27c¢m) were in white, while those of
a smaller compartment (27cm x 18cm x 27 cm) were in
black. Squares of 9cm x 9 c¢m were marked on the floor of
both compartments using either black or white lines. Dur-
ing the experiments, the white compartment was strongly
illuminated with a cold white light source (700 Ix), whereas
the black compartment was illuminated with a red light lamp
(701x). Atthe beginning of the experiment, the rat was placed
in the center of the white compartment facing the opening
between the two compartments, and the behavior was video-
recorded for 5 min. The latency of the first entry into the black
compartment and the total time spent in the white compart-
ment were taken as measures of anxiety [4,9]. The number of
lines crossed in each compartment was recorded as an index
of locomotion [4,9].

In addition, immediately after testing the animals in the
White and Black Box test, locomotion was also measured in
an Open Field (40 cm x 40 cm x 30cm) divided in 16 squares
(10em x 10cm) as previously described [10]. The rat was
placed in one of the corners of the box and allowed to ex-
plore the arena for 5min. The number of square crossings
was counted from the video-recordings, and these were de-
termined as the number of instances that at least (3/4) part
of the rat body reached the adjacent square. All experiments
were conducted between 11:00 and 16:00h. The rats were
assigned to each group in a randomized way, which allowed
to have rats injected with the different treatments at different
times of the experiment.

At the end of the experiment, the animals were deeply
anesthetized with sodium pentobarbital (65 mg/rat; Labora-
torios Ttokkyo, Mexico City, Mexico) and 0.2 pl of a di-
luted solution of Pontamine sky blue (Sigma Chemical Co.,
St Louis, USA) was microinjected bilaterally via their in-
jection cannulas. The rats were perfused intracardially with
saline followed by 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate
buffer, pH 7.6. The brains were removed and postfixed in the
same fixative for 1-2 weeks. The placement of the cannulas
was verified on coronal sections (45 pm) made with a cryo-
stat (CM 1510-3, Leica Instruments, Nussloch, Germany) and
counterstained with cresyl violet. Only rats with at least one
cannula tip in the area of interest were included in this study
(n=38). In the White and Black Box test, the latency (the time
to first enter the black compartment), and the total time spent
in the white compartment are given in seconds and shown as
medians with interquartile range. For the locomotion results
the number of lines crossed in each compartment of the White
and Black Box and the number of squares crossed in the Open
Field test is presented as mean + S.E.M. to facilitate the read-
ing of Table 1 Since with a limited number of observations
it is difficult to know whether the population under study
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Table 1

Effects of the intra-amygdaloid microinjection of SCH23390 on locomotion

Test Saline (n=12) SCH23390 30ng (n=16) SCH23390 120 ng (n=10) Kruskal-Wallis test

White and Black Box
In white + black compartments 101 £53 96.6 4 4.2 978 £ 5.7 H,35=0.276, P>0.05
In white compartment only 14 427 171 £ 23 189 £ 25 Hy3s=1.38, P>0.05
In black compartment only 863 £ 40 795+ 35 789 + 5.1 Hy35=1.84, P>0.05
Open Field 115+ 10 895+92 892 = 116 Hy35=2.75, P>0.05

Locomotion values in both compartments of the Black and White Box test are reported as means £ S.E.M. of the number of lines crossed in each compartment.
Locomotion in the Open Field test is expressed as mean + S.E.M. of the number of squares crossed. For methodological details and statistical analysis, see text

and legend to Fig. 2.

follows a normal distribution non-parametric methods were
used for the statistical analysis of the results. Accordingly,
both anxiety (Fig. 2) and locomotion (Table 1) results were
analyzed with the Kruskal-Wallis test [8]. Significant differ-
ences were analyzed by the Dunn’s test as a post hoc test com-
paring the SCH23390-treated groups against their respective
saline-treated controls. Significance was set at P <0.05. Sta-
tistical parameters were computed using GraphPad Prism 4
statistical software.

Thirty-eight animals had bilateral cannula placements
which had at least one of their cannulas tips localized near the
area of interest (at Br —1.8 and —2.56 mm) i.e. near or within
the rostrolateral portion of the main intercalated island, and/or
in the vicinity of the paracapsular islands (Fig. 1). The loca-
tion of all cannula placements used in this study is depicted
schematically in Fig. 1 Only rats with cannula placements lo-
cated bilaterally from Br —1.8 to —2.56 mm were included
in the study.

Bilateral intra-amygdaloid injections of SCH23390
(30 and/or 120 ng) increased significantly both the latency
of the rats for the first entry into the dark compartment
(H3,35=10.08), and the total time spent in the white com-
partment (only high dose) (H3 35 =6.08) of the White and
Black Box test (Fig. 2).

No significant effects were observed in the total number of
lines crossed in the black + white compartments of the White
and Black Box test, while a slight decrease, and a trend for
an increase in line-crossing, which did not reach significance,
was registered in the dark and the white compartments, re-
spectively, at the doses of SCH23390 used in this study (30
and 120 ng) (see Table 1). Likewise, no effects of SCH23390
were found on the locomotor activity, as measured by the
number of squares crossed in the Open Field test (Table 1).

It has been reported that in the rat the bilateral intra-
amygdaloid injection of 3 and 2ug SCH23390/side causes
a reduction of the Fear-Potentiated Startle [12] and the Con-
ditioned Freezing Startle [7), respectively. However, in order
to avoid a loss in specificity and to keep its effects restricted to
aregion near to the site of injection we employed lower doses
of this antagonist. Although it is difficult to establish compar-
isons it is worth mentioning that the IDs for the inhibition of
DA-induced renal vasodilatation is 3.5 nmol (1.13 ug) when
SCH23390 was injected into the renal artery of anaesthetized
dogs [2]. Thus, the effects of bilateral intra-amygdaloid

injections (30 or 120 ng) of the specific D1 receptor antag-
onist SCH23390 on the behavior of rats were studied using
the White and Black Box test, a well validated unconditioned
paradigm of anxiety, in which rodents are in conflict to either
explore or to avoid a brightly lit environment for which they
feel a natural aversion [4,9]. It was found that SCH23390 in
both doses significantly increased the latency for the first en-
try into the dark compartment, and in the high dose the total
time spent in the white compartment of the box (Fig. 2) in-
dicating that intra-amygdaloid administration of SCH23390
causes a dose-dependent reduction of the spontaneous aver-
sion for a bright environment. Since the use of this paradigm
has given identical results in rats selectively bred for high
anxiety-related behaviors [9] and after the systemic adminis-
tration of anxiolytic doses of diazepam and other anxiolytic
compounds [4] our results may suggest that SCH23390 ex-
erts an anxiolytic effect in this model. This is supported by
results from experiments carried out in conditioned mod-
cls of anxiety, such as the Fear-Potentiated Acoustic Star-
tle test [12] and the Conditioned Freezing test [7], in which
SCH23390 injected into the amygdala caused a reduction in
the scores of different indexes of anxiety. However, Rodgers
et al. [21] and Bartoszyk [3] found no clear or no effects
on anxiety after systemic administration of SCH23390 using
either the Elevated Plus Maze test or the Ultrasonic Vocaliza-
tion paradigm. On the other hand, Simon et al. [25] showed
that SCH23390 administered systemically 30 min before the
White and Black Box test reduces the spontaneous aversion
of mice for a bright environment, by shortening the latency
to enter the whire compartment when they are initially placed
in the dark compartment of the White and Black Box test.
The possibility that the anxiolytic effects of SCH23390
were the result of interference with the motor activity of
the rats seems unlikely, since although there is a slight de-
crease in locomotion in the Open Field test, the effects were
statistically non-significant and the locomotion in both the
white +black compartments (total locomotion) and in the
dark compartment of the White and Black Box test was not
affected (Table 1). In fact, there was an increase of locomo-
tion, which did not reach significance within the white com-
partment (Table 1) as has been reported for other anxiolytic
drugs [4]. Moreover, it has been shown using the White and
Black Box test, that in spite of a reduction in locomotor activ-
ity, induced by a systemic administration of SCH23390, the
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Fig. 1. (A) Representative section through the amygdala (Br —2.12) showing
abilateral cannula placement. The star and the arrow indicate the rostrolateral
portion of the main intercalated island and the paracapsular space, respec-
tively, where the paracapsular islands are located. (B) Schematic representa-
tion of the sites of cannula implantation within the amygdala as verified by
histological examination (see text). Sections of amygdala were taken from
the rat brain atlas of Paxinos and Watson [19] at Br —1.8, —2.12, —2.30
and —2.56 mm, respectively (top-to-bottom). White circles: control; gray
circles: 30 ng SCH23390; and black circles: 120 ng SCH23390. Abbrevia-
tions: Aco: anterior cortical amygdaloid nucleus; B: basal nucleus Meynert;
BAOT: bed nucleus accesory olfactory tract; BLA: basolateral amygdaloid
nucleus, ant; BMA: basomedial amygdaloid nucleus; CeC: central nucleus,
lateral division, capsular; CeM: central nucleus medial division, Cpu: cauate
putamen; CxA: cortex—amygdala transition zone; DEn: dorsal endopiriform
nucleus; I: Intercalated nuclei amygdala; IM: intercaladed amygdaloid nu-
cleus, main; LaDL: lateral amygdaloid nucleus, dorsolateral; LGP: globus
pallidus; MeAD: medial amygdaloid nucleus,dorsal; opt: optic tractus; Rch:
retrochi icarea; SI: i
and VEn: vejitral endopiriform nucleus.

latency to the first entry into the white compartment when the
rat is initially placed in the dark compartment is shortened,
indicating that the rats are not impaired in their movements
within the box [25].

The main intercalated island and the paracapsular interca-
lated islands are rich in D1 receptor binding sites in compari-
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Fig. 2. Effects ofthe intra-amygdaloid injection of SCH23390 on the anxiety
of rats in the Black and White Box test. Results are expressed (in seconds) as
medians with the respective interquartile range (boxes). The whiskers indi-
cate the highest and lowest values within the sample. SCH23390 increased:
the latency to first enter into the dark compartment(both doses) (A) and the
total time spent in the white compartment(high dose only) (B).* P <0.05 and
** P <(.01 against the control, Kruskal-Wallis test followed by Dunn'’s test,
comparing SCH23390-treated groups against the respective saline-treated
groups. Control: n = 12, SCH23390; 30 ng, n = 16; SCH23390120ng, n = 10.

son with other amygdaloid nuclei [24]. Moreover, recent ex-
periments by Fuxe et al. [6] have shown that the rostrolateral
portion of the main intercalated island and the paracapsular
intercalated islands are densely innervated by dopamine ter-
minals. In our experiments most of the cannula placements
were on, or in the vicinity of the rostrolateral portion of the
main intercalated island and/or of the paracapsular interca-
lated islands (Fig. 1). Since under the injection conditions
used (0.2 pl over 5min) the spread of a drug is rather lim-
ited [11,20] it is plausible that SCH23390 had exerted its
anxiolytic effects in anatomical structures located near to the
site of injection. It may thus be suggested that SCH23390
decreases anxiety by blocking D1-mediated dopaminergic
transmission in the rostral main intercalated island and the
paracapsular intercalated islands, where the DA transmission
is mainly synaptic and/or perisynaptic in character [6]. This
is in line with findings by McGrath et al. [14] who found
increased anxiety in mice having increased D1-mediated ac-
tions within the intercalated islands.

In experiments by Lamont and Kokkinidis [12] and Guar-
raci et al. [7], bilateral injections of SCH23390 into the dor-
sal surface of the amygdala or into regions located dorsally
and/or caudally to the main intercalated and paracapsular is-
lands, induced anxiolytic effects in two different conditioned
tests of anxiety [7,12]. Since in their experiments, larger doses
(3.0and 2.0 pg, respectively) and volumes of SCH23390 (1.0
and 0.5 pl/side, respectively) were used, it is possible that
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SCH23390 had diffused from the sites of injection into the
main and paracapsular intercalated islands, thereby attenuat-
ing the Fear-Potentiated Acoustic Startle or the Conditioned
Freezing by blocking the D1 receptors in these islands. These
findings are in line with the results presented here, in which
a low dose and low volume (30 or 120ng, 0.2 plfside) of
SCH23390 injected in the vicinity of the rostrolateral main
and paracapsular islands induced an anxiolytic effect in the
White and Black Box test.

The neuronal mechanism by which SCH23390 reduces
anxiety in the White and Black Box test remains to be estab-
lished. Royer et al. [22,23] have shown that the GABAergic
intercalated islands constitute an inhibitory interface control-
ling the impulse traffic between the basolateral and central
nuclei of the amygdala. They proposed that glutamatergic in-
put from the basolateral nucleus to the lateral GABAergic
intercalated islands results in an inhibition of the medial in-
tercalated GABA islands, which in turn allows a development
of activity in the central amygdaloid nucleus due to a removal
of tonic GABA inhibition with the subsequent elicitation of
anxiety.

In conclusion, we suggest on the basis of this model that
in our experiments SCH23390 blocked the facilitatory D1
receptors in the rostrolateral main intercalated island which
led to reduced GABAergic inhibition of adjacent medially lo-
cated GABAergic intercalated islands projecting to the cen-
tral amygdaloid nucleus (see [6]). In this way, GABA in-
hibition of the central nucleus will become increased and
hence anxiety will become reduced by the intra-amygdaloid
microinjection of the D1 antagonist.
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ANEXO Il
GLOSARIO.

ACTH: La hormona adenocorticotropa o corticotropina es una hormona polipeptidica
producida por la hipéfisis y que estimula a las glandulas suprarrenales,quienes a su vez
secretan a los glucocorticoides

ANSIOLITICO: Sustancia empleada para combatir la ansiedad, tales como alcohol,
opiaceos, barbitlricos y benzodiacepinas. (Rosenzweig, 1995 ,pp.826).

ANSIOGENICO: Sustancia que aumenta los parametros del miedo y la ansiedad.

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

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

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

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

CONDICIONAMIENTO CLASICO: Forma de aprendizaje asociativo en el cual un estimulo
originalmente neutro (un estimulo condicionado) a través de un apareamiento con un
estimulo nocivo que produce una respuesta particular (estimulo incondicionado), adquiere
el poder de producir dicha respuesta. Dicho condicionamiento es también llamado
condicionamiento Pavloviano.

CONDICIONAMIENTO INSTRUMENTAL: Forma de aprendizaje asociativo en el cual la
probabilidad de que un acto sea realizado dependeréa de las consecuencias

( estimulos reforzadores) que lo siguen.

DEFECAR U ORINAR.- Evacuacién de heces y miccion.

FIBRAS AFERENTES SENSORIALES: Axones que conducen impulsos nerviosos desde
los 6rganos de los sentidos hasta el sistema nervioso central; es lo contrario de eferente.

FIBRAS EFERENTES: Axones que transmiten informacién desde el sistema nervioso a la
periferia.

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

GANGLIOS BASALES: Grupo de nucleos del cerebro anterior que se encuentran en la
base de los hemisferios cerebrales.
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HABITUACION: Forma de aprendizaje no asociativa caracterizado por la reduccion en la
amplitud de la respuesta que sigue a las presentaciones repetidas de un estimulo.

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

HAZ NIGRO-ESTRIATAL: Tracto dopaminérgico que va de la sustancia negra
mesenceféalica al globo palido y al nicleo caudo-putamen.

HUSMEAR.- Oler, inspeccionar y explorar la caja o habitacién, tanto en cuatro como dos
patas.

INHIBICION LATERAL: Fenémeno producido por neuronas interconectadas que inhiben
a sus vecinas produciendo contraste en los bordes del estimulo.

IMPULSOS NERVIOSOS: Mensajes eléctricos propagados en una neurona que se
transmiten a través del axdn a las neuronas adyacentes, también llamados potenciales de
accion.

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

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

PORCION CAUDAL: Termino anatémico que significa hacia la parte posterior (en
animales en direccién a la cola)

PORCION LATERAL: Termino anatémico que significa hacia el lado, opuesto a medial.
PORCION MEDIAL: Término anatémico que significa hacia el medio, opuesto a lateral.

PORCION ROSTRAL: Término anatémico que significa hacia el extremo cefalico opuesto
a caudal.

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

QUIETA O ESTAR INMOVIL (conducta de congelamiento o “freesing”) .- Quedarse en un
solo lugar sin realizar otra conducta aparente.

“REARING”.- Sostenerse con sus dos patas traseras, levantando las manos para
sujetarse al barandal de la caja y poder husmear.

SISTEMA LIMBICO: Grupo de estructuras cerebrales interconectadas que integran
experiencia y respuestas emocionales.

SCH23390: Antagonista de receptores dopaminérgicos tipo D1
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ANEXO 11l

Indicé de Tablas. Pagina.
Tabla 1.-Prevalencia de la ansiedad a lo largo de la vida del ser humano. 14
Tabla 2.-Breve historia del sistema limbico y las emociones. 19
Tabla 3.- Resultados,efectos de la microinyeccion amigdalina de 56
SCH23390 sobre la ansiedad.

Tabla4.-Resultados, efectos de la microinyeccion micro-amigdalina de 62

SCH23390 sobre la locomocién en prueba de “Caja luz oscuridad
“‘y “Campo abierto”.

Indicé de Figuras.

Figura 1.- Muestra un corte coronal de tejido amigdalar indicando la 24
localizacion del nacleo basolateral,nucleo central,isla paracapsular.

Tomado de Pérez de la Mora et al. (2007).

Figura 2.- Muestra las conexiones intra-amigdalinas. 26
Tomado de Pérez de la Mora et al. (2007).

Figura3.-Muestra el sistema binario de comunicacion de los 29
impulsos nerviosos.Tomado de Pérez de la Mora et al. (2007).

Figura 4.-Muestra el flujo de informacién dentro de la amigdala. 30
Tomado de Pérez de la Mora et al. (2007).

Figura 5.-Muestra un esquema general de la comunicacién quimica 31
entre una neurona y una célula efectora.Tomado de Pérez de la Mora
et al. (2007).

Figura 6.- Muestra un esquema general de la via de sintesis de las 32
catecolaminas. Tomado de Contreras et al. (2002).

Figura 7.Muestra las tres vias principales dopaminergicas y sus 33
proyecciones hacia algunas estructuras cerebrales involucradas en la
emocion y motivacion.Tomado de Contreras et al. (2002).

Figura 8.- Muestra el esquema general de las tres principales 36
vias noradrenérgicas.Tomado de Contreras et al. (2002).

Figura 9A.- Muestra seccion representativa de la amigdala cerebral 51
donde se observa el tracto dejado de la colocacion bilateral de canulas.

Figura 9B.-Muestra la localizacion de los sitios de inyeccion dentro 52
de la amigdala.
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Figura 10.- Efecto de la inyeccién intramigdalina del SCH23390 sobre la 53
latencia para entrar al compartimento oscuro de la “caja luz-oscuridad”.

Figurall.- Efecto de la inyeccion intramigdalina del SCH23390 sobre el 54
tiempo de permanencia en el compartimento iluminado de la “caja luz-oscuridad”.

Figura 12.- Efecto de la inyeccién intramigdalina del SCH23390 sobre 55
el nimero de transiciones entre los compartimientos de la “caja luz-oscuridad”.

Figura 13.- Efecto de la inyeccion intramigdalina del SCH23390 sobre el 55
namero de elongaciones desde el compartimiento oscuro hacia el iluminado
de la “caja luz-oscuridad”.

Figura 14.- Efecto de la inyeccion intramigdalina del SCH23390 57
sobre lalocomocion en el compartimiento iluminado de la “caja luz-oscuridad”.

Figura 15.- . Efecto de la inyeccion intramigdalina del SCH23390 sobre 57
la locomocién enel compartimiento oscuro de la “caja luz-oscuridad”.

Figura 16.- Efecto de la inyeccion intramigdalina del SCH23390 sobre 58
la locomocioén en el compartimiento iluminado+compartimiento oscuro de la
“caja luz-oscuridad”.

Figura 17.-Efectode la inyeccion intramigdalina del SCH23390 sobre 59
la locomocién horizontal en el “Campo abierto”

Figura 18.-Efectode la inyeccion intramigdalina del SCH23390 sobre 60
la locomocién vertical en el“Campo abierto”.

Diagrama de Trabajo. 49

Indicé de Fotografias.
Fotografia 1.-Muestra el equipo utilizado para el registro y calificacion 40
de la conducta de la pruebas “caja luz oscuridad”.

Fotografia 2.- Muestra ambos compartimientos y la manera en que se 41
encuentra dividida en cuadrantes y el tipo de iluminacion que se utilizo
en la prueba de la “caja luz oscuridad”

Fotografia 3.- Muestra la prueba de “campo abierto” utilizada 42,46
midiendo la conducta locomotora de las ratas.

Fotografia 4.-Muestra como el sujeto es montado en el aparato estereotaxico 44

para la implantacion de las canulas guia en la amigdala a nivel del
bregman 2.12mm.

82



Fotografia 5. Muestra la “caja luz-oscuridad” hecha de acrilico dividida
en 2 compartimientos que se encuentran conectados entre si por una
abertura de 7x7cm.

Hojas de calificacion.
Hoja de calificacién conductual del modelo luz-oscuridad
Hoja de calificacion conductual del modelo campo abierto.
Esquema anatémico para la localizacion de canulas implantadas
Tomado del Atlas de Paxinos y Watson (1986).

Nivel Br-2.12 mm

Nivel Br-2.30 mm

Nivel Br-2.56 mm

45
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ANEXO IV

HOJA DE CALIFICACION CAJA LUZ OSCURIDAD.

Latencia entrar compartimiento oscuro

Latencia parareentrar compartimiento iluminado

Tiempo de permanencia compartimiento iluminado

Numero de transiciones entre compartimientos

Numero de elongaciones desde compartimiento
oscuro

Tiempo total de permanencia en el compartimiento
oscuro
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HOJA DE CALIFICACION PRUEBA CAMPO ABIERTO.

ACTIVIDAD VERTICAL

ACTIVIDAD HORIZONTAL

NUMERO DE RAEARING’S

NUMERO DE BOLOS
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HOJA DE CALIFICACION PARA LOCALIZACION DE IMPLANTES.
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HOJA DE CALIFICACION PARA LOCALIZACION DE IMPLANTES.
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HOJA DE CALIFICACION PARA LOCALIZACION DE IMPLANTES.
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