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RESUMEN

La ansiedad se define como un estado emocional displacentero que se presenta
cuando un individuo se enfrenta a una situacion amenazante. La amigdala cerebral
tiene un papel primordial en la produccién y modulacion de la ansiedad, destacando
la funcion de su nucleo central (CeA), que actia como una estacion de saliencia que
comunica a multiples areas cerebrales para generar la respuesta de ansiedad. La
ansiedad conduce a la liberacion de noradrenalina que es modulada por los receptores
alfa 2 noradrenérgicos distribuidos en el SNC. El presente estudio tuvo el objetivo
de conocer el papel que los receptores alfa 2 noradrenérgicos, distribuidos
presinapticamente en el CeA, tienen en la modulacion de la conducta de ansiedad en
la prueba de enterramiento defensivo; mediante microinfusion farmacolégica en el
CeA y deplecion de receptores presindpticos con la neurotoxina DSP4. Los
resultados mostraron que la microinfusion directa en el CeA del agonista a receptores
alfa 2 noradrenérgicos clonidina generé efectos ansioliticos en la prueba del
enterramiento defensivo (p <.05) que fueron prevenidos por la administracion
intraperitoneal del antagonista yohimbina, mostrando asi la selectividad de los
receptores alfa 2 en estos efectos; ademas la deplecion de los receptores alfa 2
presinapticos con DSP4 condujo a la anulacion de los efectos ansioliticos observados
(p<.05). Este estudio demuestra la importancia que los receptores alfa 2
noradrenérgicos distribuidos en el CeA tienen para modular la conducta de ansiedad,
ademas que dichos efectos estan mediados por los receptores presinapticos,

obteniendo asi un mayor entendimiento del papel de estos receptores en la ansiedad.

Palabras clave: Ansiedad, receptores alfa 2 noradrenérgicos, CeA, enterramiento

defensivo, clonidina, yohimbina, DSP4.
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INTRODUCCION

Los trastornos de ansiedad se encuentran entre los trastornos psiquiatricos mas
comunes en el mundo, con una prevalencia que alcanza casi el 70% entre personas
con desordenes cronicos (Remes, 2016). Estos trastornos son expresion de la
activacion patoldgica del sistema de defensa/alarma de un individuo. Cuando aparece
un fendmeno psicopatoldgico ansioso, como un ataque de panico inesperado, como
expresion de la funcién anormal de las defensas mentales, el propio sistema de
defensa reacciona activando otros modulos protectores, por ejemplo, la generacion
de ansiedad anticipatoria o evitacidn de la situacion u objeto que evoca el peligro
percibido. Estas acciones promueven la capacidad del organismo para superar o

adaptarse al fendmeno psicopatologico ansioso (Perna, 2013).

Una de las consecuencias fisiologicas que se generan a partir de la ansiedad es la
liberacion de adrenalina y noradrenalina (epinefrina o norepinefrina) tanto en el
sistema nervioso central (SNC) como en el periférico (SNP), a partir de neuronas
noradrenérgicas situadas dentro del locus coeruleus en el SNC, y de las glandulas
suprarrenales en el SNP, que preparan al organismo para dar una respuesta de pelea
0 de huida (Tortora, 2002).

La noradrenalina centralmente ejerce su accion mediante la activacion de receptores
Ilamados adrenérgicos (ARs), que se encuentran ampliamente distribuidos en el SNC
(Brunton, 2018). El receptor alfa 2 noradrenérgico posee la caracteristica de regular
los niveles de noradrenalina en las neuronas noradrenérgicas al ubicarse
presindpticamente, siendo el Unico receptor de la subfamilia alfa cuya accion no

promueve soOlo actividad sinaptica, pues ejerce un papel fundamental de

13



autorregulacion en las neuronas noradrenérgicas, distribuidas en el SNC (Ciccarelli,
2017).

La amigdala cerebral es una estructura ampliamente estudiada y relacionada a las
emociones; enfatizando un rol de vital importancia en la génesis y regulacion del
miedo, asi como en la ansiedad. Se encuentra ampliamente inervada por neuronas
noradrenérgicas localizadas en el locus coeruleus y otras estructuras, con una extensa
distribucién de receptores alfa-2 dentro de sus nucleos. Dicha estructura cerebral se
compone principalmente de tres nucleos: complejo basolateral (BLA), nicleo medial
(MeA) y nucleo central (CeA).

Al BLA se le han atribuido principalmente funciones de plasticidad y memoria del
miedo (Blair, 2001; Rodriguez 2004); al nacleo medial, por su conexion directa con
el bulbo olfatorio, se le han asignado funciones aversivas relacionadas a estimulos
olfativos (Palomares-Castillo, 2012); mientras que el nucleo central es conocido
como una central eferente de la respuesta ansiogénica y cuya sefial excitatoria

eferente genera una respuesta de lucha o de huida (Ciocchi, 2010; Corbit, 2005).

Dada la importancia del CeA en la produccion de la ansiedad y el papel regulatorio
de los receptores alfa-2 sobre los niveles de noradrenalina, es posible que dichos
receptores jueguen un papel de suma importancia en la regulacion amigdalina de la

ansiedad.
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MARCO TEORICO

CAPITULO I. ANSIEDAD

Antecedentes historicos.

Partiendo de su significado etimologico, la palabra “ansiedad” tiene su origen directo
del latin, ““anxietas”. Este término latino proviene, a su vez, de la raiz indoeuropea
angh de la cual se deriva no s6lo el vocablo anxietas, sino también la palabra ango,
que significa angustia (Sarudiansky, 2013). El origen de dicho concepto ha
transmutado a lo largo de las décadas hasta tomar su significado actual, para
diferenciarse de otros significados y convertirse en lo que en este momento se conoce

como ansiedad.

Los origenes del reconocimiento de la sintomatologia de la ansiedad, puede
remontarse desde la época de los filésofos griegos. Tal como plantean Papakostas,
Eftychiadis, Papakostas y Christodoulou (2003), pueden observarse condiciones
homologables a estados de ansiedad en textos de Séfocles, Platon o Arateo. En el
siglo V a. C., en aforismos y sentencias Hipocrates sefialaba sobre un enfermo: “en
el dia tercero estuvo muy caido, tuvo sed, congoja en el estbmago, mucha inquietud

y afliccion con angustias, deliro™.

A lo largo del siglo XIX, los estudiosos del tema comenzaron a diferenciar un
componente fisico de uno psicoldgico, dando origen a un componente de naturaleza
“mental” que se integraria al significado de la ansiedad. Por ejemplo, Brissaud en
1890, definia a la angustia como un trastorno fisico caracterizado por una sensacion
de constriccion, mientras que la ansiedad se correspondia con un trastorno psiquico
que contiene sentimientos de inseguridad.

15



Diferencias y similitudes entre ansiedad, estrés y miedo.

En multiples estudios contemporaneos se hace referencia al miedo o al estrés como
sinénimos de la ansiedad; estos términos poseen cercanias conceptuales entre si, se
consideran mecanismos evolucionados de adaptacion que potencian la supervivencia
de nuestra especie ante amenazas (OMS 2019; Alfonso, 2015; Thyer, 1987).

El miedo y la ansiedad son fenomenos estrechamente relacionados; el miedo
representa una reaccion a la amenaza inminente percibida en el presente, mientras
que la ansiedad estda mas orientada hacia el futuro, refiriéndose a la amenaza
anticipada percibida. Una caracteristica clave de diferenciacién entre los trastornos
de ansiedad y los trastornos relacionados con el miedo son los focos de aprehensién
especificos del trastorno, es decir, el estimulo o la situacion que desencadena el
miedo o la ansiedad (OMS, 2019; Marks, 1986).

El estrés se define como una reaccion a cambios en el entorno o fuerzas que superan
los recursos de una persona. Este tiene su origen en el estudio de la Fisica, en los
albores del siglo XV 11, como la respuesta intrinseca del objeto propio a su estructura,
provocada por la fuerza concurrente. En esa epoca, el inglés Hooke encontrd una
gran relacién entre la capacidad de los procesos mentales de resistir cargas y la

capacidad de las personas para soportar las demandas ambientales (Alfonso, 2015)

Tanto la ansiedad como el miedo y el estrés presentan manifestaciones similares, en
ellos se presentan pensamientos de peligro, sensaciones de aprension, reacciones
fisiologicas y respuestas motoras. Ademas, presentan manifestaciones fisioldgicas
similares, como taquicardias, sudoracion o tension muscular, por lo cual su estudio
a nivel organico puede ser equiparable (APA; 2013, OMS, 2019; Campbell, 1986)

16



Definicion actual.

La ansiedad se define en la actualidad como un estado emocional displacentero que
se presenta al enfrentarse un individuo ante una situacion amenazante o estresante,
ya sea ésta real o potencial, y que va acompafiada de cambios fisicos, somaticos y
psicologicos. Esta respuesta es normal y adaptativa cuando el individuo se enfrenta
a un peligro que lo amenaza potencialmente, pero si es persistente y abrumadora
podria considerarse como un trastorno o sintoma de alguna afeccion médica o
psiquiatrica (APA, 2013; Dean, 2016; Secretaria de Salud, 2015).
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CAPITULO II. LOS TRASTORNOS DE ANSIEDAD

Definicién

Segun la Asociacion Psiquiatrica Americana (APA) en el manual diagndstico y
estadistico de los trastornos mentales quinta edicién (DSM V), los trastornos de
ansiedad son desdrdenes mentales caracterizados por la presencia excesiva de miedo
0 ansiedad, que generan en el individuo alteraciones conductuales asociadas a ello
(APA, 2013; OMS, 2019). Por su parte, la Organizacion Mundial de la Salud a través
de su clasificacién internacional de enfermedades, undécima edicion (CIE 11),
caracteriza ademas a los trastornos de ansiedad como lo suficientemente graves para
provocar un malestar o deterioro significativo en el funcionamiento personal,

familiar, social, educativo u otras areas importantes del individuo (OMS, 2019).

Epidemiologia

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (2017) mas de 260 millones de
personas en el mundo padecen algun trastorno de ansiedad. En México se estima que

el 12% de la poblacion adulta los padece (Secretaria de Salud, 2015).

Generalidades

De acuerdo a lo establecido en el DSM V (APA, 2013), los trastornos de ansiedad se
diferencian del miedo transitorio o la ansiedad normal adaptativa, en que éstos son
persistentes en el tiempo y excesivos, presentando un temor sobrestimado sobre el
objeto o situacion al que se evita. Para considerarse un trastorno, deben tener al
menos una duracion de 6 meses 0 mas presentando la sintomatologia ansiosa

cotidianamente; no obstante esta ventana temporal solo debe ser considera una guia

18



para el diagnostico en adolescentes y adultos, permitiendo una flexibilidad mas corta

para el diagndstico en nifios.

La mayoria de estos trastornos son desarrollados en la infancia y tienden a persistir
en la edad adulta si nos son tratados; por otra parte, son mas prevalentes en mujeres
que en hombres, con una proporcion aproximada de 2:1. Cada uno de estos trastornos
es diagnosticado cuando la naturaleza de los sintomas no es atribuible a efectos
fisiologicos de sustancias, medicamentos u otras afecciones médicas, ademas de no

ser explicados mejor por algun otro trastorno mental (Pelissolo, 2019; APA, 2013).

La clasificacién de estos trastornos esta determinada segun el tipo de objetos o
situaciones que inducen el miedo, la ansiedad o las conductas evitativas, y segun la
cognicion o creencias asociadas. Tomando como referente el manual diagnostico y
estadistico de los trastornos mentales DSM V (APA, 2013), se enumeran a

continuacion los principales trastornos de ansiedad, sus caracteristicas y sintomas.

Fobias especificas

Estos trastornos estan caracterizados principalmente por la presencia de miedo o
ansiedad a situaciones u objetos claramente circunscritos, que se denominan
estimulos fobicos. Las categorias de las situaciones u objetos temidos se usan como
especificadores del trastorno. Muchas personas temen a objetos, situaciones o
estimulos fobicos de mas de una categoria, simultaneamente (Reyes y Lopez, 2019;
APA, 2013).
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Criterios diagndsticos de las fobias especificas

Existen una serie de criterios diagndsticos para determinar que los sintomas
corresponden a una fobia especifica y no a los temores normales o transitorios que

puede padecer la poblacion general (Reyes y Lopez, 2019; APA 2013).

1. Miedo o ansiedad intensa por un objeto o situacién especifica (p. €j., volar, alturas,

animales, administracion de una inyeccion, ver sangre).

2. El objeto o la situacidn fébica casi siempre provoca miedo o ansiedad inmediata.

3. El objeto o la situacién fobica se evita o resiste activamente con miedo o ansiedad

intensa.

4. El miedo o la ansiedad es desproporcionada al peligro real que plantea el objeto o

situacion especifica y al contexto sociocultural.

5. El miedo, la ansiedad o la evitacidn es persistente, y dura tipicamente seis 0 mas

meses.

6. El miedo, la ansiedad o la evitacion causa malestar clinicamente significativo o

deterioro en lo social, laboral u otras areas importantes del funcionamiento.

7. La alteracion no se explica mejor por los sintomas de otro trastorno mental, como
el miedo, la ansiedad y la evitacidn de situaciones asociadas a sintomas tipo panico
u otros sintomas incapacitantes, objetos o situaciones relacionados con obsesiones
(como en el trastorno obsesivo-compulsivo), recuerdo de sucesos traumaticos (como

en el trastorno de estrés postraumatico), dejar el hogar o separacion de las figuras de
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apego (como en el trastorno de ansiedad por separacion), o situaciones sociales

(como en el trastorno de ansiedad social).

Prevalencia de las fobias especificas

La prevalencia anual en Ameérica Latina es de aproximadamente del 2 al 4% de la
poblacion general. En México, la prevalencia de los diferentes trastornos fobicos en
la poblacién general no es superior al 2.8% ni menor del 2.1%; ademas, las mujeres
se ven afectadas con mayor frecuencia que los varones en una proporcién
aproximada de 2:1 (APA, 2013; Caraveo-Anduaga, 2000; Reyes y L6pez, 2019).

Agorafobia

La caracteristica esencial de la agorafobia es un miedo o ansiedad excesiva
provocada por la exposicion real o anticipada de un amplio marco de situaciones en
las que el individuo se ve expuesto fuera de su hogar. Los individuos suelen
experimentar pensamientos de que algo terrible podria suceder en el exterior, donde
dificilmente podrian recibir ayuda (APA, 2013).

En sus formas maés severas, la agorafobia puede motivar que los individuos se queden
totalmente confinados en casa, que no puedan salir de su hogar y que dependan de
los demés para los servicios o la asistencia e incluso para las necesidades basicas. El
diagnostico de agorafobia se encuentra estrechamente vinculado a la presencia de

ataques de panico o sintomas similares al panico (Porter, 2015).
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Criterios diagnosticos de la agorafobia

A. Miedo o ansiedad intensa acerca de dos (0 mas) de las cinco situaciones

siguientes:

1. Uso del transporte publico (p. ej., automoviles, autobuses, trenes, barcos,
aviones).

2. Estar en espacios abiertos (p. ej., zonas de estacionamiento, mercados,
puentes).

3. Estar en sitios cerrados (p. €j., tiendas, teatros, cines).

4. Hacer cola o estar en medio de una multitud.

5. Estar fuera de casa solo.

B. El individuo teme o evita estas situaciones debido a la idea de que escapar podria
ser dificil o podria no disponer de ayuda si aparecen sintomas tipo panico u otros

sintomas incapacitantes.

C. Las situaciones agorafdbicas casi siempre provocan miedo o ansiedad.

D. Las situaciones agorafobicas se evitan activamente, requieren la presencia de un

acompanante.

E. El miedo o la ansiedad es desproporcionado al peligro real que plantean las

situaciones agorafobicas y el contexto sociocultural.

F. El miedo, la ansiedad o la evitacion es continuo, y dura tipicamente seis 0 mas

meses.
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Prevalencia de la agorafobia

Cada afo, entre el 0,3% y el 1,7 % de los adolescentes y de los adultos es
diagnosticado de agorafobia. Por otra parte, mujeres tienen mayor probabilidad de
desarrollar el trastorno que los varones. La agorafobia puede ocurrir en la infancia,
pero la incidencia maxima se encuentra en la adolescencia tardia y en la vida adulta
temprana (APA, 2013; Ayala, 2012).

Trastorno de ansiedad generalizada

El trastorno de ansiedad generalizada (TAG) es distinguido por una ansiedad y
preocupacion excesiva sobre diversos acontecimientos o actividades, que son
desproporcionadas al impacto real del suceso anticipado. Al individuo le resulta
dificil mantener el control de los pensamientos catastroficos, que interfieren con la
atencion en sus actividades diarias, ademas suelen preocuparse todos los dias de
circunstancias rutinarias de la vida, como lo son el trabajo, la escuela, la salud de los
miembros de la familia, etc. Sus manifestaciones clinicas principales son un estado
de anticipacion aprensiva y dificultad para controlar dicha preocupacion (APA,
2013; Langarita y Gracia, 2019).

Criterios diagnosticos del trastorno de ansiedad generalizada

1. Ansiedad y preocupacion excesiva (anticipacion aprensiva), que se produce
durante mas dias de los que ha estado ausente durante un minimo de seis meses, en

relacién con diversos sucesos o actividades (como en la actividad laboral o escolar).

2. Al individuo le es dificil controlar la preocupacion.

23



3. La ansiedad y la preocupacion se asocian a tres (0 mas) de los seis sintomas
siguientes (y al menos algunos sintomas han estado presentes durante més dias de

los que han estado ausentes durante los ultimos seis meses):

Inquietud o sensacion de estar atrapado o con los nervios de punta.

o o

Facilidad para fatigarse.
c. Dificultad para concentrarse o quedarse con la mente en blanco.
d. Irritabilidad.

e. Tension muscular.

4. Problemas de suefio (dificultad para dormirse o para continuar durmiendo, o suefio

inquieto e insatisfactorio.

5. La ansiedad, la preocupacion o los sintomas fisicos causan malestar clinicamente
significativo, deterioro en lo social, laboral u otras &reas importantes del

funcionamiento,

6. La alteracion no se puede atribuir a los efectos fisiologicos de una sustancia, ni a

otra afeccion médica.

7. La alteracion no se explica mejor por otro trastorno mental.

Prevalencia del TAG

La prevalencia anual del trastorno de ansiedad generalizada en Estados Unidos es del
0,9 % entre los adolescentes y del 2,9 % entre los adultos en la comunidad. La

prevalencia anual del trastorno en otros paises varia del 0,4 al 3,6 % (APA, 2013).
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CAPITULO I1l. MODELOS ANIMALES DE ANSIEDAD

A pesar de las indudables diferencias entre la complejidad del cerebro humano en
comparacion con otras especies de vertebrados, los sistemas neurales que detectan el
peligro y generan la ansiedad se encuentran evolutivamente conservados y guardan
cierta similitud (LeDoux, 2012). Debido a este supuesto es que los estudios
encargados de conocer el sustrato neurobioldgico y fisioldgico de la ansiedad son
posibles gracias a los modelos experimentales probados en animales de laboratorio
(Phelps y LeDoux, 2005; Papini, 2009).

Ademas, los modelos animales son particularmente Gtiles en situaciones en las que
el impacto del estrés no puede estudiarse en humanos por razones éticas; por otra
parte, para la psicopatologia se han convertido en una herramienta invaluable en el
analisis de multitud de causas, genéticas, ambientales o farmacoldgicas, que pueden
provocar sintomas homologos a los de los pacientes con un trastorno especifico
(Shekhar, McCann y Meaney, 2001; Kumar, Bhat, y Kumar, 2013).

Estos modelos han posibilitado el estudio de los mecanismos neurales, comunes 0
especificos, intervinientes en los procesos neurobioldgicos de la conducta, asi como
la evaluacion de sustancias con capacidad de modularla; generando a través de ellos
importantes avances en el &mbito de la psicofarmacologia experimental y clinica

(Polanco, Vargas y Gongora, 2011).

Validacion de los modelos animales

Un proceso importante para el desarrollo e implementacion de los modelos animales
es el establecimiento de su validez. Para confirmar que el modelo esta representando
fielmente el fendmeno de estudio existen tres tipos de validez que generalmente son
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aplicados a los modelos animales: la validez de facie, la validez de constructo y la

validez predictiva (Bourin et. al., 2007; Kumar, Bhat, y Kumar, 2013).

La validez de facie, se obtiene cuando el modelo es fenotipicamente similar al
fenomeno de estudio, lo que implica que el animal genere una respuesta idéntica
tanto conductual como fisiolégicamente a la observada en los humanos. La validez
predictiva, por su parte, hace referencia a que el modelo debe ser sensible a agentes
farmacoldgicos que han probado tener un efecto en la conducta de ansiedad (Polanco,

Vargas y Géngora, 2011).

Finalmente, la validez de constructo se refiere a la similitud que posee el modelo
animal con el fundamento tedrico que subyace al comportamiento humano. El juicio
sobre este tipo de validez implica asumir la posibilidad de que ciertas explicaciones
0 teorias/hipotesis sobre la psicopatologia humana (o de aspectos especificos o
sintomas) puedan ser aplicables a otras especies (Escorihuela y Fernandez, 1998;
Kumar, Bhat, y Kumar, 2013).

Cada tipo de validez es independiente una de otra, de esta forma un modelo animal
puede poseer validez de cara y constructo pero no predictiva, o de constructo pero

no las demas.

Clasificacion de los modelos animales

Los modelos animales de ansiedad pueden clasificarse en respuestas condicionadas
e incondicionadas (véase Tabla 1); el primero involucra las respuestas condicionadas
del animal a eventos estresantes y a menudo dolorosos, mientras que el segundo

incluye paradigmas de base etoldgica e involucra las reacciones espontaneas o

26



naturales del animal a los estimulos de estres que no involucran explicitamente dolor
0 malestar (Bourin et al., 2007; Kumar, Bhat, y Kumar, 2013; Rodgers, 1997).

Paralelamente como se puede observar en la Tabla 2, los modelos de ansiedad
también pueden clasificarse por la naturaleza de sus estimulos, exteroceptivos e
interoceptivos (Divekar, Oswal, Bagul y Antre, 2011; Polanco, Vargas y Géngora,
2011).
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Tabla 1

Clasificacion de los modelos de ansiedad segln su respuesta

Incondicionado Condicionado

Laberinto elevado en forma de signo “+” Conflicto de Geller-Seifter

Caja luz-oscuridad Conflicto de Voguel

Interaccidn social Respuesta emocional condicionada (CER)
Campo abierto Aversion condicionada al sabor (CTA)
Vocalizaciones ultrasonicas Sobresalto potenciado por miedo
Prueba de escalera Evitacion activa/pasiva

Tablero con agujero Modelo de Thiébot

Depredador Estimulacion eléctrica cerebral
Aislamiento social Prueba de las cuatro placas
Enterramiento defensivo Derrota social

Nota. Pruebas experimentales conductuales de ansiedad, clasificados segun la cualidad
condicionada o incondicionada (zhang et al., 2020; Mumtaz et al., 2018; Polanco, Vargas y
Gongora, 2011; Bourin et al., 2007; Kumar, Bhat, y Kumar, 2013).
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Tabla 2

Ejemplos de modelos de ansiedad clasificados segun la naturaleza de su estimulo.

Interoceptivo Exteroceptivo

1. Estimulacion eléctrica cerebral 1. Presentacion de estimulos independiente de

la respuesta

2. Manipulacién farmacoldgica Prueba de campo abierto
Ansiedad inducida por cafeina Laberinto elevado en forma de signo “+”
Ansiedad inducida por yohimbina Caja de prueba “blanco y negro”

Enterramiento Defensivo

2. Presentacion de estimulos dependiente de la

respuesta

Prueba de Geller-Seifter

Prueba de interaccidn social

Sobresalto acustico

Nota. En la tabla pueden observarse ejemplos de la clasificacion de los modelos de ansiedad de
acuerdo al estimulo que se presenta, ya sea de forma exteroceptiva o interoceptiva (Divekar,

Oswal, Bagul y Antre, 2011; Polanco, Vargas y Gongora, 2011).
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La prueba del enterramiento defensivo

Propuesta por Pinel y Treit en 1978, la prueba del enterramiento defensivo es un
modelo conductual para evaluar ansiedad en ratas. En esta prueba, se explota la
tendencia natural que los roedores poseen para enterrar objetos que les generen, o
puedan generar, algun dafio o0 amenaza (De Boer y Koolhaas, 2003; Pinel y Treit,
1978).

Descubierta por las observaciones realizadas por Hudson (1950) el enterramiento
defensivo se refiere al comportamiento de los roedores de desplazar el material de su
cama, generalmente aserrin o viruta, con movimientos tipicos alternos de empuje
hacia adelante con sus patas delanteras (pisando o empujando) y movimientos de
empuje con la cabeza dirigidos a fuentes localizadas de estimulacion aversiva. Los

objetos dafiinos y nocivos pueden ser electrodos electrificados (Pinel y Treit, 1978).

Junto con la huida, el congelamiento y la lucha, el enterramiento defensivo constituye
parte del repertorio conductual de reacciones defensivas incondicionadas especificas
de la especie, que estan disponibles de manera fécil e innata para los roedores. Por
otra parte, la prueba de enterramiento defensivo ha mostrado poseer validez
predictiva, pues la administracion de los farmacos ansioliticos que han mostrado su
efectividad clinica suprimen de manera considerable la conducta de enterramiento

en esta prueba conductual (De Boer y Koolhaas, 2003).

El procedimiento para llevar a cabo la prueba de enterramiento defensivo es sencillo
y se ha mantenido constante desde la descripcion de Pinel y Treit (1978). Esta
consiste en una caja de acrilico transparente con cuatro paredes que emule la caja

hogar de la rata, con suficiente material en la cama de la que el animal pueda disponer
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para enterrar. El estimulo aversivo debe ser un electrodo con una longitud de 6 a 7
cm que sobresalga de una de las paredes de la caja, a través de un pequefio hoyo de
aproximadamente 2 cm de diametro, que se encuentre electrificado mediante una

caja de corriente constante.

Esta prueba conductual requiere de un periodo de tres ensayos de habituacion del
animal al ambiente experimental. Para ello, la rata es introducida en la caja de
enterramiento defensivo sin el electrodo presente y se le permite una libre
exploracion durante un periodo de 10 minutos diariamente, este proceso se realiza

durante tres dias consecutivos previos al ensayo experimental.

El ensayo experimental se realiza en el dia subsecuente al Gltimo ensayo de
habituacion y consiste en introducir a la rata en la caja de enterramiento defensivo,
en esta ocasion con el electrodo electrificado presente y se le permite la exploracion
dentro de ésta, al tocar el electrodo con sus patas, nariz, boca o alguna otra parte de
su cuerpo recibe una pequefia descarga eléctrica. En consecuencia a esta amenaza,
la rata emitira la conducta de enterramiento dirigida al electrodo, como respuesta a
la ansiedad que le produce. La sesion experimental debe tener una duracion de entre
10 y 15 min después del primer contacto con el electrodo y se cuantifica el tiempo

que la rata emitid la conducta de enterramiento como indice de ansiedad.

En general pueden distinguirse cuatro categorias, que engloban los tipos de
conductas que pueden observarse en la prueba del enterramiento defensivo (Tsuda y
Tanaka, 1988; De Boer y Koolhaas, 2003).

a. Deambulacién: cualquier actividad locomotora horizontal, que va desde un

solo paso hasta moverse vigorosamente en la jaula.

31



b. Rearing: levantamiento del cuerpo sobre las extremidades traseras en posicion
vertical, principalmente haciendo movimientos de olfateo con la nariz hacia
arriba.

c. Inmovilidad: agacharse, acostarse, sentarse o permanecer quieto con el cuerpo
inmovil.

d. Enterramiento: sacudir y excavar el aserrin hacia y alrededor del electrodo con
movimientos rapidos las patas delanteras y el hocico, en un intento por

enterrarlo.

Las conductas observadas en esta prueba se encuentran relacionadas a un indice
psicologico putativa (Tabla 3). Tradicionalmente, se puntia el tiempo dedicado a la
conducta de enterramiento dirigido al electrodo como comportamiento defensivo
motivado por un estado de miedo/ansiedad en este paradigma, en un intento por
ocultar o incapacitar el estimulo aversivo (Pinel y Treit, 1978; De Boer y Koolhaas,
2003). El tiempo que tarda el animal en responder (conducta de enterramiento) a
situaciones potencialmente amenazantes (choque eléctrico), se conoce bajo el
término de reactividad; mientras que el nimero de choques refiere a la aversion al
estimulo amenazante, a mayor numero de choques menor aversion al electrodo (De
Freslon, 2014; De Boer y Koolhaas, 2003).

Adicionalmente, este modelo permite evaluar conductas de evitacion pasiva ante una
situacion amenazante, como la inmovilidad, conducta que los roedores utilizan frente
a estimulos amenazantes y depredadores, con el fin de no ser vistos para evitar ser
dafnados o capturados (Roelofs, 2017). Finalmente, la conducta “rearing” en ratas se
caracteriza por apoyarse en sus patas traseras para posicionarse verticalmente y

alcanzar un puto mas alto, olfateando con movimientos laterales sobre el eje de su
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cabeza, ésta conducta se ha tipificado para la evaluacion de los riesgos y la busqueda

de rutas de escape de la situacion amenazante (De Boer y Koolhaas, 2003).

Tabla 3

Repertorio conductual e indice psicolégico putativo observable en la prueba del enterramiento

defensivo

Pardmetro conductual Indice psicoldgico putativo

Enterramiento dirigido al electrodo (tiempo) Ansiedad/ miedo/ evitacion activa

Latencia choque-enterramiento (tiempo) Reactividad

Numero de choques (cantidad) Aversividad al estimulo de la prueba
Inmovilidad (tiempo) Evitacion pasiva

Rearing (tiempo) Exploracion y evaluacion de intentos de escape
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CAPITULO IV. LA AMIGDALA CEREBRAL

Debido a que la ansiedad es un fenomeno sumamente complejo existen muchas areas
cerebrales encargadas de producirla, entre las cuales se destaca el papel primordial
que juega la amigdala cerebral, como una de las areas principales encargadas de la

produccion y modulacion de la ansiedad (Pérez de la Mora, 2008).

La amigdala aparecio en una etapa temprana de la evolucion del encéfalo y esta
implicada en respuestas que son de vital importancia para la supervivencia (Carlson,
2014). Esta estructura, tiene un origen primitivo y esencial en los seres vivos del
reino animal, pues incluso las especies que no son mamiferos, como los reptiles, las
aves y los peces, tienen una regién cerebral similar a la amigdala con circuitos y
funciones similares a la amigdala de los mamiferos (Lanuza, 1998; Janak, 2015;
Jarvis, 2005).

Su nombre derivado del griego auvydain (amygdalg), significa “almendra” y fue
reconocida como un area cerebral distinta a principios del siglo XIX. Se encuentra
ubicada en el I6bulo temporal medial y, como la mayoria de las regiones del cerebro,
no es una masa Unica, sino que estd compuesta de distintas subareas o nucleos
(LeDoux, 2007; Davis y Whalen, 2001).

Esta estructura cerebral se encuentra dividida en 12 regiones, de las cuales destacan
el nacleo medial amigdalino (MeA), el nucleo central (CeA), las islas intercaladas
paracapsulares (IPC) y el complejo basolateral (BLA), como se puede observar en la
Figura 1 (Pérez de la Mora, 2008; LeDoux, 2007; Janak, 2015; Carlson, 2014).
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Figura 1

Tincién de fibras con plata en la region amigdalina

Nota. Abreviaturas de las areas de la amigdala y regiones aledafias: Ce: ndcleo central (también
abreviado CeA), AB: nucleo basal accesoria, B: nlcleo basal, Ic: islas intercaladas (también
abreviadas IPC), La: nucleo lateral, M: ndcleo medial (MeA), CO: nicleo cortical. Areas que no
son parte de la amigdala: AS: area de transicién amigdalo-estriatal, CPu: putamen caudado, CTX:
corteza (modificado de LeDoux, 2007)
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Complejo basolateral (BLA)

En general, es bien aceptado que la informacion sensorial sobresaliente del entorno
llega al complejo basolateral amigdalino desde el talamo y la corteza cerebral, para
despues ser enviada al CeA donde se implementa un estimulo de saliencia de miedo
adecuado; adicionalmente, el BLA también envia proyecciones al nucleo acumbens
(NACc) y el nicleo cama de la estria terminal (BNST) (Pérez de la Mora, 2008; Janak,
2015).

El complejo basolateral se encuentra ampliamente inervado por las regiones
corticales, especialmente la regién medial y orbital de la corteza prefrontal (PFC),
ademas de poseer conexiones directas con areas de consolidacion de la memoria
como el hipocampo (HPC) (Janak, 2015).

De acuerdo con Orsini y Maren (2012), el BLA estd compuesto en un 80% de
neuronas piramidales glutamatérgicas, que forman la mayoria de las conexiones
extrinsecas fuera de este ndcleo; mientras que el 20% restante estd conformado por

interneuronas GABAZérgicas que conforman la mayoria de los circuitos locales.

Finalmente, a este ndcleo se le han atribuido principalmente funciones de plasticidad
y memoria del miedo, por su conexion directa con la region CAl ventral del
hipocampo (Blair, 2001; Rodriguez 2004). EI BLA tiene el papel de integrar y
asociar la informacion de los estimulos aversivos condicionados e incondicionados

proveniente de las areas sensoriales (Orsini y Maren, 2012).
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Nucleo medial amigdalino (MeA)

Como su nombre lo indica, el MeA se encuentra en la porcion medial de la amigdala,
cercano al tracto optico. Este nucleo puede dividirse en region posterior y anterior

(Swanson y Petrovich, 1998).

La region anterior del MeA recibe proyecciones directas del bulbo olfatorio
accesorio, que recibe y procesa informacién vomeronasal. Por su parte, la region
posterior de este nucleo se encuentra directamente inervada por el bulbo olfatorio
principal (Takahashi, 2014). Debido a estas conexiones, el MeA se ve ampliamente
relacionada al procesamiento de estimulos olfatorios aversivos, ademas de diversos
tipos de conductas agresivas y defensivas relacionadas a la respuesta sexual
(Takahashi et al., 2005).

Islas intercaladas paracapsulares.

Otra serie de estructuras importantes para la modulacion amigdalina del
miedo/ansiedad, son las llamadas islas intercaladas que consisten en un grupos de
neuronas GABAEérgicas que forman la isla principal intercalada (IM) que en la rata
estd ubicada ventralmente al CeA, y las islas intercaladas paracapsulares (IPC) que
rodean el BLA (Palomares- Castillo, 2012).

Como consecuencia de la escasez de conexiones entre el BLA y el CeA, las IPC
forman un vinculo entre ellas para proporcionar una interfaz inhibitoria que controla
el trafico de impulsos nerviosos entre ambos nucleos (Royer et al., 1999),

contribuyendo asi a modular la respuesta de salida de la amigdala.
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Por otra parte, las IPC proporcionan una retroalimentacion inhibitoria al BLA, que
representa la principal estacidn de entrada de la amigdala (Marowsky et al., 2005),
ademas de ser auxiliares en la modulacion del fuerte freno inhibitorio proveniente de

las neuronas corticales al BLA (Palomares-Castillo, 2012; Lang y Paré, 1998).

Nucleo central amigdalino (CeA).

El nucleo central amigdalino (CeA) se encuentra en la region medial de la amigdala
y esta dividida en dos porciones, la region lateral (CeL) y la region medial (CeM)
(Cassell, 1986; Janak, 2015). Este nucleo se encuentra en una posicion estratégica
para mediar multiples aspectos del miedo y la ansiedad, ya que las neuronas
provenientes del CeA se proyectan a diversos sitios involucrados en la mediacion de
la respuesta de ansiedad; incluidos el hipotalamo, el prosencéfalo basal y el tronco
cerebral (Kalin, 2004; Davis, 1992).

Las neuronas ubicadas en el CeA son principalmente GABAérgicas que parecen
estar involucradas en circuitos locales, a su vez la division CL proyecta hacia la CeM,
siendo la region medial la que representa la principal salida de proyecciones de la
amigdala con otras areas (Kalin, 2004). Estas neuronas de proyeccion local entre el
CL y el CM son de naturaleza inhibitoria; por tanto, la excitacion de éstas conduce a
la inhibicién de la actividad de salida, mientras que su inhibicién da lugar a un

aumento de la actividad de salida (LeDoux, 2007).

Como se comentO anteriormente, la activacion del CeA depende en parte de la
comunicacion recibida por el BLA. Una posibilidad es que la activacion de las IPC
por el BLA inhiben las proyecciones locales de la amigdala central, desinhibiendo

asi sus proyecciones de salida y dando lugar a la expresion de la respuesta
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(Palomares-Castillo, 2012; LeDoux, 2007). Existen ademés proyecciones corticales
que impactan directamente en este ndcleo por medio de neuronas piramidales
glutamatérgicas, ademas de proyecciones glutamatérgicas directas provenientes
unicamente de la region lateral (La) del BLA (Palomares-Castillo, 2012; LeDoux,
2007; Janak, 2015).

En concordancia con lo anterior, este ndcleo se encuentra ampliamente
interconectado con los demas nucleos de la amigdala, y es a partir de éste del que se
desprenden la mayor cantidad de conexiones de la amigdala con otras estructuras
cerebrales para la produccion de la respuesta de ansiedad e incluso el reforzamiento
de la conducta alimentaria (Fadok, 2018; Davis, 1992).

La importancia de este nucleo como principal salida de informacidén amigdalina de
ha sido respaldada por amplios estudios en roedores, humanos y primates, que han
demostrado las contribuciones funcionales del CeA en la mediacion de diversas
respuestas defensivas conductuales y fisioldgicas, provocadas por la exposicion a
estimulos aversivos condicionados e incondicionados (Fadok, 2018; Janak, 2015;
Kalin, 2004; Davis, 1992).
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Figura 2

Comunicacion en la amigdala cerebral

Tha 0 L+M

FEAR

Vias Glutamatérgicas

Vias GABAérgicas

Nota. Representacion esquematica del flujo de informacién dentro de la amigdala. Las vias
GABAérgicas y glutamatérgicas se representan en azul y rojo respectivamente. Aferencias
glutamatérgicas talamicas llegan a LA, donde su asociacion dara como resultado la formacion de
plasticidad dependiente de NMDA. La informacion resultante de la plasticidad local llegara a las
neuronas de salida de CeM a través de las células IPC mediales. Las islas de IPC dorsales (dIPC)
se proyectaran a CeL inhibiendo las neuronas GABAGérgicas locales y liberando de esta manera las
neuronas de salida del CeM, produciendo la respuesta de ansiedad. Ademas, las dIPC pueden
inhibir las neuronas del grupo ventral liberando asi también neuronas de salida CeM.
Alternativamente, el BA recibe entradas glutamatérgicas provenientes de la corteza prefrontal
medial (mPFC), activando las células del BA que tiene conexiones excitatorias directas con las
células del CeM que también daran como resultado la produccion de ansiedad. Finalmente, la
informacion puede llegar al CeL a través de aferentes talamicos, para producir una respuesta similar
(editado de Palomares-Castillo, 2012).
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Neurotransmisores y receptores presentes en la amigdala cerebral.

El flujo de informacion a través de los circuitos de la amigdala estd modulado por
una gran variedad de sistemas de neurotransmisores. L0os neurotransmisores mas
abundantes en la amigdala cerebral son el acido aminobutirico GABA (GABAa,
GABADb y GABAQ) v el glutamato (Castro-Sierra, 2005). Por otra parte, también
existe la presencia de monoaminas noradrenalina, dopamina y serotonina en la
amigdala influyen en como interactdan las neuronas excitadoras e inhibidoras. De
este modo, la activacion de la amigdala conduce a la liberacion de estos
neurotransmisores en todo el prosencéfalo e incluso dentro de la amigdala (Pérez de
la Mora, 2007; LeDoux, 2007).

Las conexiones inhibidoras de tipo GABAa se encuentran entre la amigdala, la
corteza cerebral y el tdlamo medial dorsal. Mientras que las conexiones GABAb y
GABA(g funcionan como excitadoras entre la amigdala y el talamo ventral dorsal y
el area CA2 del hipocampo (Castro-Sierra, 2005). Por otra parte, la comunicacion
interna de la amigdala se vale principalmente de conexiones GABAEérgicas y
glutamatérgicas para comunicar estimulos excitatorias e inhibitorios dentro de sus

nucleos (Palomares-Castillo, 2012).

El glutamato (GLU), funciona como el principal neurotransmisor excitador del
cerebro y también en la amigdala cerebral, ejerciendo su funcién a través de
receptores inotropicos de NMDA, APMA y receptores metabotropicos. Las
conexiones glutamatérgicas de la amigdala con otras estructuras cerebrales se
encuentra a través del nicleo central de la amigdala (CeA) con el hipotalamo vy el
sistema nervioso periférico (SNP). Y entre el nucleo lateral (La) y el hipocampo,

para el condicionamiento al miedo (Castro-Sierra, 2005).
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La dopamina juega un papel importante en el miedo y la ansiedad modulando un
freno cortical que la corteza prefrontal medial ejerce sobre la salida ansiogénica de
la amigdala y tiene una influencia importante en el trafico de impulsos entre los
nicleos basolateral (BLA) y central (CeA) de la amigdala. Los aferentes de
dopamina del area tegmental ventral inervan preferentemente las islas intercaladas
paracapsulares y principales rostrolaterales, asi como el ndcleo central lateral de la
amigdala, activando poblaciones no superpuestas de receptores de dopamina D1y

D2 ubicados en estas estructuras (Pérez de la Mora, 2010).

La 5-hidroxi-triptamina (5-HT), también conocida como serotonina, se encuentra
activa durante la formacion y recuperacion de la memoria del miedo, y la actividad
de estas proyecciones facilita el miedo, en proyecciones provenientes del nucleo

dorsal de raffé y el complejo basolateral (BLA) (Sengupta y Holmes, 2019).

Por otra parte, el locus coeruleus posee proyecciones directas a la amigdala,
especificamente al nucleo central (CeA), en el cual ejerce una funcion excitatoria que
favorece la respuesta de ansiedad producid por este nucleo, a través de la liberacion
de noradrenalina. Ademas existen vias noradrenérgicas entre el BLA y el CeA hacia
el hipocampo, para favorecer la memoria aversiva, asi como vias noradrenérgicas

entre el CeA y el nacleo acumbens (Mineur, 2018; Castro-Sierra, 2005).

Los receptores de los distintos neurotransmisores se distribuyen de forma diferencial
en los distintos ndcleos de la amigdala, ademas de receptores de diversas hormonas,
incluidas las hormonas glucocorticoides y estrogeno. También se encuentran
numerosos receptores de péptidos en la amigdala, incluidos los receptores de
péptidos opioides, oxitocina, vasopresina, factor de liberacidén de corticotropina y
neuropéptido Y (LeDoux, 2007).
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Tabla 4

Comunicacién de neurotransmisores en la amigdala y otras estructuras.

Neurotransmisor Origen Destino Funcion
GABA a BLA PFC Inhibidor
GABA a BLA/CeA Télamo dorsal Inhibidor
GABAD BLA CeA Inhibidor
GABADb BLA Hipocampo Excitador
GABA¢g LA Talamo ventral Excitador
GLU BLA/CeA Hipocampo Excitador
DA BLA/CeA PFC Excitador
DA BLA Nucleo Acumbens Inhibidor
5-HT BLA Hipotalamo Excitador
NA BLA Nucleo Acumbens Excitador
NA BLA/CeA Hipocampo Excitador
NA CeA Hipotalamo Excitador
NA LC CeA Excitador
Corticoides BLA/CeA Hipocampo Excitador
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Un desafio importante en la investigacion es comprender como interactdan estos
diversos sistemas quimicos para establecer el tono general de amigdala. Por ejemplo,
se sabe que la liberacidn de serotonina inhibe la actividad celular en el nicleo lateral;
sin embargo, esto se logra mediante la excitacion de la serotonina en las células
GABAeérgicas que inhiben las neuronas de proyeccion. Ademas, la hormona
glucocorticoide corticosterona es necesaria para estos efectos de la serotonina
(LeDoux, 2007; Kalin, 2004).

Es probable que existan muchas interacciones posibles entre los diversos sistemas
quimicos de la amigdala, por lo cual aun no queda completamente esclarecido el
papel de los diversos neurotransmisores, y por lo tanto sus receptores, en la
modulacién y produccion amigdalina de la ansiedad. En este punto radica la
importancia de la investigacion centrada en conocer el papel que juegan los diversos

neurotransmisores dentro de la amigdala cerebral.
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CAPITULO V. ADRENALINA Y NORADRENALINA.

La ansiedad conlleva una serie de reacciones fisiol0gicas que impactan directamente
a todo el organismo. Muchas de estas reacciones son generadas a partir de la
liberacion de adrenalina y noradrenalina (epinefrina o norepinefrina), tanto en el
sistema nervioso central (SNC), como en el sistema nervioso periférico (SNP)
principalmente en el sistema nervioso autonomo (SNA). Dada la importancia que
estos neurotransmisores y hormonas poseen en la génesis y modulacion de la
ansiedad, este capitulo tiene el objetivo de retratar las vias y los procesos que la
adrenalina y noradrenalina ejercen en la produccion de los ya conocidos sintomas de

la ansiedad.

Etimologia

El término adrenalina proviene del latin “ad-renes” que significa “junto al riidén”,
haciendo referencia a las glandulas suprarrenales, que representan uno de los
principales sitios de produccidn de esta hormona/neurotransmisor, en el organismo.
Por otra parte, el término epinefrina, una forma alterna de llamar a la adrenalina,
proviene de las raices griegas “epi” y “nephros” cuyo significado literal es “encima
del rinén”; ambos términos refieren a la misma sustancia, por lo cual en el argot

médico y la investigacion son usados indistintamente (Askew y Smith-Stoner, 2001).

Sintesis y produccién

Tanto la adrenalina como la noradrenalina son catecolaminas monoaminérgicas
derivadas del aminoacido fenilalanina, cuya sintesis sigue la subsecuente cadena de

eventos (Figura 3; De Leeuw, y Kroon, 2018; Vargas, 2000).
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. En el axoplasma, el aminoacido fenilalanina por accion de la fenilalanina

hidroxilasa y el cofactor p-teridina es convertido en tirosina.

. La tirosina, por accion de la tirosina hidroxilasa y la presencia de un ion
ferroso de oxigeno mas el cofactor tetrahidropte-ridina, es trasformada en
DOPA.

. La DOPA sufre la pérdida de un atomo de carbono y por accién de la DOPA.-

descarboxilasa es trasformada en dopamina.

. La dopamina, por accion de la dopamina beta-hidroxilasa en presencia de

cobre, oxigeno y fosfato ascdrbico es convertida en noradrenalina.

. En las células de la médula suprarrenal, la enzima feniletanolamina-N-

metiltransferasa (PNMT) convierte a la noradrenalina en adrenalina.

. Finamente, tanto la adrenalina como la noradrenalina son vesiculadas y
transportas a la membrana plasmatica y liberarse por exocitosis tan pronto

como un potencial de accion provoque un influjo de calcio en la célula.

Metabolismo y regulacién de la noradrenalina.

Cuando se libera la noradrenalina de las terminales nerviosas, su destino y efecto

estan determinados por una compleja serie de mecanismos. Primero, solo una parte

del neurotransmisor activa los adrenoceptores en la membrana de la célula

postsinaptica, ya que la noradrenalina liberada sinapticamente esta sujeta a una

recaptacion activa y metabolismo en la terminal nerviosa. Para este fin, el
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metabolismo de la noradrenalina sigue tres vias (Figura 3; De Leeuw, y Kroon, 2018;
Vargas, 2000).

1. Lanoradrenalina liberada sinapticamente es recaptada por el transportador de
noradrenalina (NET) en la terminal nerviosa (captacion 1). Este proceso puede

bloguearse por la cocaina y por una variedad de farmacos antidepresivos.

2. La noradrenalina que penetra en la célula diana (captacion 2) es rapidamente
inactivada por la monoamina oxidasa (MAOQ) y la catecol-O-metiltransferasa
(COMT). Una parte es convertida en acido 3-hidroxi-4-metoximandélico y
otra en 3-hidroxi 4-metoxi-fenilglicol (HMPG), el metabolito mas importante

de la noradrenalina.

3. Un tercer mecanismo que es importante sefialar es el potencial de la
noradrenalina para estimular a los receptores alfa-2 presinapticos que inhiben

la liberacion exocit6tica del neurotransmisor.

Finalmente, Macarthur (2011) descubrio que el neuropéptido Y (NPY) y el adenosin
trifosfato (ATP) se localizan conjuntamente con la noradrenalina en las vesiculas de
almacenamiento y se liberan al mismo tiempo que el neurotransmisor. Ambas
sustancias son capaces de activar los receptores postsinapticos, conduciendo a la
amplificacién de los efectos de la NE. Ademas, pueden inhibir su propia liberacion
y la de noradrenalina mediante la activacion de receptores presinapticos en la

terminal nerviosa.
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Figura 3

Diagrama de liberacion y regulacién de noradrenalina
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Nota. La tirosina (Tyr), por accion de la tirosina hidroxilasa (TH) es trasformada en DOPA y por
accion de la DOPA-descarboxilasa (DD) es trasformada en dopamina (DA), ésta por accion de la
dopamina beta-hidroxilasa (DBH) es convertida en noradrenalina (NE) que, al ser estimulada la
célula por un influjo de calcio, es liberada por exocitosis y se une a los receptores postsinapticos
noradrenérgicos. Posteriormente la noradrenalina activa el receptor alfa 2 presinaptico que inhibe
la liberacion exocitética del neurotransmisor, o es recapturada por el NET y metabolizada
(modificado de De Leeuw, y Kroon, 2018).

Diferencias y similitudes entre la adrenalina y la noradrenalina

La noradrenalina y la adrenalina son dos compuestos similares quimicamente, su
principal diferencia es que en la adrenalina un hidrégeno del grupo amino se cambia
por un grupo metilo. Ambas sustancias son producidas en la médula adrenal ubicada
en las glandulas suprarrenales; sin embargo, la enzima PNMT es un precursor de

vital importancia para la sintesis de adrenalina y esta enzima solo se encuentra
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presente en el citosol de las células cromafines de la médula adrenal; por esta razon,
la adrenalina s6lo puede ser sintetizada en esta region, mientras que la noradrenalina
puede ser sintetizada en distintas regiones del SNC y en neuronas posganglionares

del sistema nervioso simpatico (De Leeuw, y Kroon, 2018).

Otra diferencia a resaltar entre ambos compuestos es la proporcion en que son
producidas en distintas areas del organismo. En las glandulas suprarrenales la
proporcion de produccion es 80% adrenalina y 20% noradrenalina, denominando a
la respuesta generada en esta region como “respuesta adrenérgica”. Por otra parte, en
el SNC, la proporcion de ambos compuestos es inversamente proporcional, siendo
un 80% noradrenalina y 20% adrenalina, de ahi que se denominen neuronas y

sistemas noradrenérgicos (Ciccarelli et al., 2017; De Leeuw, y Kroon, 2018).

Tanto la adrenalina como la noradrenalina ejercen su accién mediante los mismos
tipos de receptores, los llamados receptores adrenérgicos (ARs), produciendo
exactamente los mismos efectos al unirse a ellos; sin embargo, el lugar en el que
ejercen su accion determina el papel funcional que se les otorga, ya sea como
hormona o neurotransmisor. Cuando estos compuestos son liberados en el torrente
sanguineo y ejerce su accion a distancia, su papel sera el de hormona; por otra parte,
si su liberacidn es en el espacio sinaptico de dos neuronas contiguas, su funcidn sera

la de un neurotransmisor (Schmidt y Weinshenker, 2014; Ciccarelli et al., 2017).

Eje HPA y SAM.

Las amenazas ambientales se perciben y transmiten a través de vias sensoriales a
diferentes estructuras en el SNC, que subsecuentemente activan al eje simpético-
adrenomedular (SAM) o simpético autonomo, y al eje hipotaldmico-pituitario-

suprarrenal (HPA). El nucleo central de la amigdala (CeA) proyecta al nacleo lateral
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y al paraventricular (PVN) del hipotalamo, que activan al eje SAM, y al eje HPA
(Tafet y Nemeroff, 2020).

El SAM es una region de la division simpatica del sistema nervioso autbnomo, es
responsable de la respuesta mas rapida y actta a través de la liberacion de adrenalina
en la médula suprarrenal, que promueve la activacion de la respuesta de
lucha/huida; en cambio, el eje HPA, se encarga de la produccién de

glucocorticoides (De Leeuw, y Kroon, 2018). .

Las neuronas preganglionares simpaticas poseen axones que forman sinapsis
colinérgicas con las células cromafines de la médula suprarrenal, cuya activacion
desemboca en la liberacion de catecolaminas, principalmente adrenalina y
noradrenalina en menor medida. Estas hormonas son liberadas en el torrente
sanguineo que se unen a adrenoreceptores presentes en multiples o6rganos para

favorecer la repuesta de lucha/huida (Romero et al., 2019).

El eje HPA se activa minutos después del pico de adrenalina y representa una cascada
de eventos que comienzan con la secrecion del factor liberador de corticotropina
(CRF), desde el nucleo paraventricular del hipotdlamo hacia la circulacion porta, lo
que estimula la sintesis y liberacion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) en
la glandula pituitaria. Finalmente, la ACTH se libera al torrente sanguineo para llegar
a la corteza suprarrenal, donde estimula la biosintesis y liberacion de
glucocorticoides, principalmente cortisol (Juruena et al., 2020; Tafet y Nemeroff,
2020).

Estas hormonas esteroides ejercen sus efectos uniéndose a receptores de
mineralocorticoides (MR o tipo ) y receptores de glucocorticoides (GR o tipo II),
gue constituyen un complejo hormona-receptor (Romero et al., 2019; Tafet y

Nemeroff, 2020). Los glucocorticoides ejercen algunas funciones, incluida la
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gluconeogénesis, efectos catabolicos y antianabolicos, inflamacion leve, resistencia
a la insulina y un estado protrombdtico. El papel clave de los glucocorticoides

consiste en mantener la homeostasis en respuesta al estrés (Juruena et al., 2020).

Sistemas adrenérgicos en el SNC

La accion de los receptores adrenéergicos en el SNC esta regulado principalmente por
la noradrenalina, debido a que los niveles de adrenalina en el cerebro son sumamente
bajos (Mefford, 1988). Los sistemas noradrenérgicos de relevancia para el SNC, son
regulados principalmente por el grupo de neuronas sintetizadoras de noradrenalina
A6, también conocidas como locus coeruleus. Tanto la adrenalina como la
noradrenalina no cruzan la barrera hematoencefalica, por lo cual las acciones
periféricas de estas catecolaminas son paralelas con la noradrenalina producida

en el cerebro por el locus coeruleus (Romero et al., 2019).

El locus coeruleus es una estructura situada en el piso del cuarto ventriculo en el area
tegmental lateral, que recibe una inervacion directa de las neuronas medulares
productoras de adrenalina y noradrenalina. A través de esta estructura se envian
proyecciones noradrenérgicas que generan una "red en todo el cerebro” de
modulacién y excitacion mediada por noradrenalina, en la amigdala, neocorteza,
hipocampo, talamo, cerebelo y la médula espinal (Benarroch, 2018; Boyer, 2000;
Vargas, 2000).

Las principales vias noradrenérgicas provenientes del locus coeruleus se dirigen a
distintas areas cerebrales para contribuir mediante sus proyecciones noradrenérgicas
en distintas funciones: En la corteza frontal, la noradrenalina tiene una funcion

reguladora del estado de animo; en la PFC interviene en la atencion y la
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concentracion; en areas limbicas, como la amigdala cerebral, interviene en procesos
relacionados al estado de &nimo, como la ansiedad y el miedo; mientras que en el
cerebelo interviene en los movimientos uniformes y coordinados del cuerpo
(Benarroch, 2018).

CAPITULO VI. RECEPTORES ADRENERGICOS

La adrenalina y la noradrenalina ejercen su accion mediante la activacion de
receptores llamados adrenérgicos (ARs); también son denominados indistintamente
como receptores noradrenérgicos cuando la noradrenalina es el ligando, que se
encuentran ampliamente distribuidos en el SNC (Brunton, 2018). Cabe sefialar a este
respecto, que, como se menciond anteriormente, la accién de los receptores
adrenérgicos en el SNC esta regulado principalmente por la noradrenalina, debido a

que los niveles de adrenalina en el cerebro son sumamente bajos (Mefford, 1988).

Los receptores adrenérgicos pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), que son receptores de membrana que activan las llamadas
proteinas G heterotriméricas, después de la unién de la adrenalina, noradrenalina o
alguno de sus agonistas. Estos receptores tipicamente estimulan (a través de la
proteina Gs) o inhiben (a través de la proteina Gi) la enzima adenilato ciclasa, o
activan (a través de la proteina Gq) la fosfolipasa C (PLC) (Ciccarelli, 2017; Schmidt
y Weinshenker, 2014).

Se han identificado principalmente dos clases de ARs, los adrenoreceptores alfa
(aAR) y los adrenoreceptores beta (BAR); que a su vez se encuentran divididos en
alfa 1 y alfa 2 para los a AR, y beta 1, beta 2 y beta 3 para los BAR (Tabla 5).
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Teniendo los receptores alfa una selectividad ligeramente mayor por la
noradrenalina y los beta por la adrenalina, de ahi que se les considere un papel de
mayor importancia a los alfa en el SNC y a los beta en regiones periféricas como el

sistema cardiovascular (Vargas, 2000; Brunton 2018).

Receptores beta

En la familia de los receptores beta existen tres subtipos de receptores: beta 1, que se
encuentra en sus niveles mas altos en el corazon; el receptor beta 2, que se distribuye
extensamente por todo el cuerpo; y beta 3, que se expresa principalmente en el tejido

adiposo blanco y marron (Schmidt y Weinshenker, 2014).

Los tres subtipos de receptores beta (beta 1, beta 2 y beta 3) se unen a proteinas Gs
y activan el adenilato ciclasa. La estimulacion de los receptores beta adrenérgicos
conduce a la acumulacion de AMPc, la activacion de la proteina cinasa Ay la funcion
de numerosas proteinas celulares como resultado de su fosforilacion (Brunton,
2008). En ciertas condiciones, el receptor beta 2 también puede ubicarse
presinapticamente y acoplarse a proteina Gi, para disminuir la actividad de AMPc;
ademas, la sefializacion de beta 2 y beta 3 también puede ocurrir a través de

mecanismos independientes de la proteina G (Ciccarelli, 2017; Baillie et al., 2003).

Receptores alfa 1

La subfamilia alfa 1 son receptores post-sinapticos acoplados a proteina Gg, que se
encuentran divididos en tres subtipos homologos, alfa 1A, alfa 1B y alfa 1D. Su
activacion estimula la actividad de la fosfolipasa C para dividir el 4,5-bifosfato del
fosfatidilinositol e incrementa el inositol trifosfato y el diacilglicerol, lo que provoca
un aumento del calcio intracelular y la activacion de la proteina cinasa C, que
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conduce a la transmision de potenciales de accion mediadas por noradrenalina en el
cerebro. Son también mediadores importantes de las respuestas del sistema nervioso
simpatico, participando en la constriccion del musculo liso arteriolar y la contraccion
cardiaca (Graham et al., 1996; Schmidt y Weinshenker, 2014; Ciccarelli, 2017).

Receptores alfa 2

La subfamilia alfa 2 acoplada a proteina Gi comprende tres subtipos: alfa 2A, alfa
2B y alfa 2C. Algunas especies distintas de los humanos también expresan un cuarto
tipo alfa 2D (Ruuskanen, 2005). La activacion de este receptor, a nivel presinaptico,
promueve que la proteina Gi inactive el adenilato ciclasa, accién que conlleva a la
disminucién del segundo mensajero intracelular AMPc que resulta en la apertura de
los canales de K+, dando como resultado la hiperpolarizacion de la membrana (véase
Figura 3; Schmidt y Weinshenker, 2014; Brunton, 2018).

Los receptores alfa 2A y alfa 2C desempefian un papel principal en la inhibicion de
la liberacion de noradrenalina a partir de las terminaciones nerviosas simpaticas y la
supresion del flujo simpatico del cerebro, lo que conduce a la hipotension (Kable et
al., 2000).

Asi, los principales efectos biologicos de los receptores alfa 2 pueden ser la
agregacion plaquetaria, la regulacion del flujo de salida simpatico del SNC, la
inhibicion de noradrenalina desde dentro de las sinapsis nerviosas simpaticas, la

secrecion de insulina y la lipdlisis (Gavras y Gavras, 2001; Brunton, 2018).

Ademas, en el SNC, los receptores alfa 2A, median los efectos antinociceptivos, la
sedacidn, la hipotermia, la hipotensidn y las acciones conductuales de los agonistas
alfa 2 (Lakhlani et al., 1997); por otra parte, existen receptores alfa 2C presentes en
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el cuerpo estriado, el hipocampo ventral y dorsal, en donde participan en la
modulacion de la neurotransmision de dopamina y diversas respuestas conductuales,
también inhibe la liberacidn de catecolaminas de la medula suprarrenal y modula la

neurotransmision de DA en el cerebro (Brunton, 2018).

Finalmente, existen registros de receptores alfa 2 post-sinapticos presentes tanto en
regiones periféricas como en muchos tipos de neuronas en el cerebro. En los tejidos
periféricos, los receptores post-sinapticos alfa 2 se encuentran en células vasculares
y otras células del musculo liso donde median la contraccion, ademas de estar
presentes en adipocitos y diversas células epiteliales secretoras intestinales, renales
y endocrinas; su papel en el sistema nervioso central no se encuentra esclarecido, sin
embargo, se cree que participa en procesos de la homeostasis y mantenimiento de la
neurona (Jie et al., 1984; Brunton, 2018; Schmidt y Weinshenker, 2014).
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Tabla 5.

Receptores adrenérgicos / noradrenérgicos.

Receptor  Subtipos Proteina G Ubicacion Accion principal
acoplada
Alfa l a,byd Gq Post-sinaptica Aumento del calcio

intracelular, conduccién del

potencial de accion.

Alfa 2 a,b,cyd Gi Pre-sinaptica Inhibicion de la liberacion de

noradrenalina

Beta 1 Gs Post-sinaptica Estimulacion cardiaca
selectiva
Beta 2 GsyGi Pre-sinaptica y Contraccion de células
Post-sinaptica musculares, vasculares y
cardiacas.
Beta 3 Gs Post-sinaptica Segregacion de tejido adiposo

blanco y marron

Nota. La tabla muestra a las principales caracteristicas de los receptores adrenérgicos: la proteina
G a la que se encuentran acoplados, su ubicacion principal en el espacio sinaptico (pre o post
sindptico) y la principal funcion que se les ha atribuido en la literatura.
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Participacion de los receptores alfa 2 en la ansiedad

Los receptores alfa 2 noradrenérgicos, dada su funcion regulatoria sobre el
funcionamiento noradrenérgico del SNC, se han visto, en diversos estudios,

involucrados en la modulacion de la ansiedad.

Asi, la clonidina, un agonista del receptor noradrenérgico alfa 2a, se ha considerado
que, al inhibir la liberacion de noradrenalina en el cerebro, posee propiedades
ansioliticas. En congruencia con lo anterior, se ha encontrado que al ser administrada
en la corteza prelimbica, se producen efectos ansioliticos tanto en la prueba
conductual del laberinto elevado en forma de signo “+” como en la prueba del campo
abierto (Wu, 2019).

Bashiri (2019), mostré adicionalmente que la infusion de clonidina directamente
dentro del complejo basolateral de la amigdala cerebral fue capaz de revertir los

efectos ansiogénicos de la nicotina en las ratas.

Adicionalmente, en ensayos clinicos en humanos se mostro que la clonidina fue
capaz de generar efectos ansioliticos similares a los encontrados en animales de
laboratorio. Asi, Ye y colaboradores (2018), mostraron que la clonidina al ser
aplicada de manera transdérmica, fue capaz de generar una reduccion significativa
de los sintomas de ansiedad y depresion que se observan en pacientes con diagndstico
de ansiedad y trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH),
demostrando ser un tratamiento alternativo potencial para pacientes refractarios a los

tratamientos farmacologicos tradicionales.

Por otra parte, la yohimbina, un antagonista selectivo del receptor alfa 2 adrenérgico
gue aumenta la activacion de las células noradrenérgicas en el locus coeruleus

57



(Aghajanian y Vander Maelen, 1982) y la liberacion de NA en areas terminales como
la amigdala (Khoshbouei et al., 2002), cuando es infundida en el nicleo basolateral
de la amigdala causa, en congruencia con el papel modulatorio de los receptores alfa-

2 en la ansiedad, efectos ansiogénicos.

Adicionalmente, los efectos ansiogenicos de la yohimbina han sido probados
conductualmente en el laberinto elevado en forma de signo “+”, mostrando que a
dosis de 5 mg/Kg intraperitonealmente, genera una disminucion significativa de la
exploracion de los brazos abiertos de dicho laberinto, en comparacion con lo que se

observa en el grupo control (Yeung et al., 2013).

Adicionalmente, se ha demostrado que la yohimbina esta relacionada con la
impulsividad y que aumenta los niveles basales de cortisol. De acuerdo con esto,
Mahoney (2016) report6 que la administracion de yohimbina intraperitoneal a dosis
de 1.25, 2.5 y 5 mg/Kg aumenta la conducta de impulsividad en ratas en la tarea de

inhibicion de la respuesta.

Por todo lo anterior, dicho antagonista ha demostrado ser un eficaz potenciador de la
accion de la noradrenalina, por lo cual se ha utilizado en la investigacion como un
agente farmacologico inductor de ansiedad, tanto en humanos (Holmberg y Gershon,
1961; Bremner et al., 1996b) como animales de laboratorio (Lang and Gershon,
1963; Bremner et al., 1996a).

Estudio de los receptores alfa 2 presinapticos.

A través de estudios con la neurotoxina N-(2-cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamina
(DSP4), se ha estudiado el papel de los receptores alfa 2 presinapticos en diversos
topicos de estudio, a dosis de 50 mg/kg generalmente causa un efecto pronunciado
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en la deplecidn de las terminales nerviosas del locus coeruleus en el cerebro (Ross y
Stenfords, 2015; Pietro 2001; Hausser 2017). Este compuesto es capaz de atravesar
la barrera hematoencefalica, entrando a las neuronas noradrenérgicas a través del
transportador de noradrenalina (NAT), produciendo multiples reacciones originadas
por un anillo de aziridinio en las terminales de las neuronas noradrenérgicas, y a
través de reacciones desconocidas con multiples compuestos vitales de la célula

destruye las terminales (Ross y Stenfords, 2015).

Esta neurotoxina es capaz de generar una reduccién en los niveles de noradrenalina
en el hipocampo, corteza parietal e hipotalamo (Sanders, 2016; Prieto, 2001), ademas
de probar ser en un compuesto eficaz para el estudio de fendmenos conductuales
como el aprendizaje y memoria (Hauser, 2012; Riekkinen, 1992; Choudhary, 2018),
epilepsia (Culi¢, 1995), atencion (Hauser, 2017) y alcoholismo (Daoust, 1990); sin
embargo, no existe informacion concluyente de la eficacia de esta neurotoxina en la
deplecion de las terminales noradrenérgicas en la amigdala cerebral y su impacto en

el estudio de la ansiedad.

Es bien aceptado que el efecto conductual en la ansiedad producido por los receptores
alfa 2 noradrenérgicos esta mediado a traves de la modulacion de noradrenalina en
la presinapsis de las neuronas noradrenérgicas; sin embargo, esta aseveracion ha
reducido la cantidad de investigaciones que buscan comprobar la veracidad de este
supuesto. En respuesta a esta controversia se presentan los hallazgos de Mineur
(2018), quien demostro que la reduccién de los receptores alfa 2 noradrenérgicos,
mediante transfeccién viral en los cuerpos celulares del complejo basolateral
amigdalino, previenen los efectos del agonista de los receptores alfa 2, guanfancina.
Proponiendo la participacion de receptores alfa 2 postsinapticos en la modulacion

de la ansiedad, ademas de los presinépticos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Farmacologicamente, los trastornos de ansiedad son tratados cominmente con
benzodiacepinas, antidepresivos triciclicos e inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina, siendo estos ultimos los que han probado ser uno de los
tratamientos mas eficaces y mas utilizados a lo largo de los ultimos afios. Sin
embargo, en la poblacion adolescente, el tratamiento farmacologico suele reducirse
al uso de la fluoxetina, sin que se eximan los posibles efectos adversos, tales como
la ideacion o conducta suicida (OMS, 2020).

Debido tanto a la creciente incidencia de casos en trastornos de ansiedad, como de
las pocas opciones farmacoldgicas y los comunes efectos adversos de 10s
tratamientos actuales, cada vez es mas necesario conocer con mayor exactitud el
sustrato bioldgico que subyace a la ansiedad y los sistemas implicados en ella, para
poder asi generar mas y mejores opciones para el tratamiento patologico de la

ansiedad.

Como se describid anteriormente, la amigdala cerebral es una estructura
ampliamente relacionada con la modulacion de la ansiedad, y de ésta, el ntcleo
central de la amigdala (CeA) constituye su salida (out put) durante la respuesta de
ansiedad. Debido a esto, el funcionamiento de dicho nucleo es de suma importancia

para el estudio de los mecanismos desencadenantes de la ansiedad.

Por otro lado, aunque este nucleo se encuentra fuertemente inervado por fibras que
provienen del locus coeruleus y posee una alta densidad de receptores alfa 2
adrenérgicos, la mayoria de las investigaciones que buscan conocer el papel del

sistema noradrenérgico y en particular el de estos receptores en el SNC, se han
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realizado en estructuras tales como la corteza prelimbica, el locus coeruleus, la
corteza prefrontal medial (mPFC) o el hipocampo, faltando informacion solida para
poder esclarecer el papel de los receptores alfa 2 noradrenérgicos del nucleo

central de la amigdala en la modulacién de la ansiedad.

Por otra parte, aunque el efecto ansiolitico de la clonidina se ha reportado en
diversos estudios, no todos ellos se han acompariado de experimentos que les hayan
dado una validez farmacologica fehaciente, tales como la demostracion de que
dichos efectos conductuales puedan ser prevenidos por la administracion previa de

un antagonista selectivo para los receptores a2 adrenérgicos.

Adicionalmente, el efecto ansiolitico de los receptores alfa 2 ha sido atribuido en
maultiples estudios a la accion presinaptica de estos receptores, a pesar de que en la
mayoria de éstos no se ha comprobado tal supuesto. Dados los hallazgos
encontrados en otros estudios (Mineur, 2018), que revelan un posible efecto
ansiolitico de los receptores alfa 2 post sindpticos, se vuelve necesario generar mas
evidencia que soporte el papel de estos receptores segun su distribucion,

presinaptica y post sinapticamente.

Por otra parte, los estudios realizados en este paradigma de investigacion han sido
mayoritariamente ejecutados en la prueba conductual del laberinto elevado en
forma de signo “+”, la caja luz-oscuridad y el campo abierto; sin embargo, dado
que cada prueba modula distintos aspectos de la ansiedad, este estudio se llevara a
cabo utilizando la prueba del Enterramiento Defensivo, una prueba de ansiedad
validada y estudiada en diversos estudios de ansiedad, y que ha demostrado ser
sensible a cambios inducidos por diversas condiciones sobre los niveles de esta

respuesta (De Boer y Koolhaas, 2003).
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OBJETIVOS

Objetivo General.

Conocer el papel que los receptores alfa 2 noradrenérgicos, distribuidos
presinapticamente en el ndcleo central de la amigdala cerebral, juegan en la

modulacion de la conducta de ansiedad.

Objetivos Especificos.

e Evaluar los efectos conductuales producidos por la administracion de
clonidina en el nacleo central de la amigdala cerebral, un potente agonista de
los receptores alfa 2 noradrenérgicos, en la prueba del enterramiento

defensivo.

e Confirmar que los efectos producidos por la clonidina en el nucleo central de
la amigdala son mediados especificamente a través de los receptores alfa 2,

mediante la administracion simultanea del antagonista selectivo yohimbina.

e Comprobar si los efectos conductuales generados a partir de la manipulacion
farmacoldgica de los receptores alfa 2 noradrenérgicos, son mediados a través
de los receptores presinapticos; a traves de la deplecion de receptores alfa 2

presinapticos con la neurotoxina DSP4.
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Preguntas de investigacion.

¢La accion del agonista selectivo a los receptores alfa 2 noradrenérgicos, clonidina,
en el nacleo central de la amigdala cerebral generara efectos ansioliticos en la
conducta, que seran prevenidos con la administracion del antagonista selectivo

Yohimbina?

¢ Los efectos ansioliticos de los receptores alfa 2 noradrenérgicos estan mediados por

los receptores presinapticos?

HIPOTESIS

e La administracion intra-CeA de clonidina generara efectos ansioliticos en la

prueba del enterramiento defensivo.
e Los efectos conductuales generados en la prueba del enterramiento defensivo,
por la administracion intra-CeA de clonidina, seran prevenidos por la

administracion intraperitoneal del antagonista yohimbina.

e La deplecion de receptores alfa 2 presinapticos con la neurotoxina DSP4

impedira la accion ansiolitica de la clonidina.
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METODO

Sujetos

Se emplearon un total de 54 ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 2509 +/-
10g: 14 para el experimento 1, 20 para el experimento 2 y 20 para el experimento 3.
Los animales fueron obtenidos del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM.

Escenario

Los experimentos se realizaron en el laboratorio AL204 de la Division de
Neurociencias del Instituto de Fisiologia Celular, usando para ello un cuarto

especializado para el registro conductual.

La habitacién de registro se mantuvo aislada del ruido exterior y bajo condiciones
ambientales de temperatura controlada (20 a 25°C), utilizando un ciclo luz-oscuridad
de 12:12 horas, presentando la fase de luz un horario de las 7:00 a las 19:00 hrs. Para
el registro conductual se utiliz6 un sistema de videograbacion consistente en una
camara de video de alta definicion, un foco de luz roja con una emision de 2.3 luxes

y una computadora de registro.

Disefio de investigacion.

Se utilizé un disefio experimental puro con post prueba Unicamente y grupo control,

con alcance de investigacion explicativo.
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Pruebas conductuales

Enterramiento defensivo

La prueba conductual utilizada para evaluar la conducta de ansiedad fue la
denominada enterramiento defensivo, que aprovecha la tendencia natural de las ratas
a enterrar objetos que les resulten aversivos. Como se describio en el capitulo I11,
esta prueba tiene como parametros el tiempo total de enterramiento como indice de
ansiedad. La conducta de enterramiento se considera aquella en la que el animal
arroja el aserrin hacia el electrodo con sus patas delanteras en un intento por

enterrarlo.

Para la realizacion de la prueba se utilizo una caja de acrilico transparente (27x14x23
cm) provista de una cama de aserrin de 5 cm de altura. La caja se equipd con un
electrodo de 7 cm de largo y 0.5 cm de didmetro que sobresalia de una de sus paredes
mas cortas a 5 cm sobre la cama de aserrin, que al ser tocado por la boca, la nariz o
las patas de la rata liberaba una descarga eléctrica de 0.4 mA, generada por una caja

de corriente constante (LaFayette Instruments, Inc, Indiana, EEUU; Figura 4B).

La prueba tuvo una duracion de 10 min desde el primer choque a la rata con el
electrodo, en la que se contabiliz6 en segundos el tiempo que la rata produjo la

conducta de enterramiento al electrodo.

Prueba de campo abierto

Para medir la locomocién se utiliz6 un campo abierto (50 x 50 x 50 cm) equipado
con celdas fotoeléctricas colocadas en sus paredes opuestas que registraron los

movimientos horizontales que los animales realizaban a traves de la arena. Ademas,

65



el campo abierto contenia a 4.0 cm por encima de la base 13 células fotoeléctricas
separadas por una distancia de 5 cm entre ellas en 2 de sus paredes opuestas, para el
registro de movimientos verticales. Finalmente, la iluminacion en el piso de la arena
fue de 138 luxes (Figura 4A).

La prueba de locomocion fue consecutiva a la prueba del enterramiento defensivo y

tuvo una duracion de 5 minutos, una vez colocada la rata en el centro de la arena.

Figura 4

Pruebas conductuales

A B

Nota. De lado izquierdo campo abierto, en puntos rojos la ubicacion de celdas fotoeléctricas. Lado

derecho, caja de enterramiento defensivo, flecha azul sefialando al electrodo.
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Cirugia Estereotaxica

Para la administracion intracerebral de fArmacos dentro de la amigdala se requirio de
la implantacion previa de canulas guias colocadas mediante una cirugia
estereotaxica. Para ello, los animales previamente anestesiados con clorhidrato de
ketamina (170 mg/kg) fueron fijados a un marco estereotaxico (Figura 5) mediante
barras de acero inoxidable que se introdujeron cuidadosamente a sus conductos
auditivos externos. La barra incisora del aparato fue introducida por la boca de la

rata, teniendo cuidado de que quede colocada a -2.3 mm de la linea horizontal.

Posteriormente se implantaron en el animal, de forma bilateral, canulas guia de
0.46mm de didmetro externo dirigidas al nucleo central de la amigdala, que fueron
fijadas a su craneo mediante tornillos colocados en los huesos del craneo y cemento
acrilico dental (Laboratorios Arias, Ciudad de México, México), y a las que en el
momento de la inyeccién del farmaco se introdujeron canulas inyectoras. Las canulas
guia fueron colocadas usando como coordenadas: AP: —2.12 mm, L: +4.2 mm, V:

—7.6 mm con respecto al Bregma de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson (1998).

67



Figura 5

Marco estereotaxico

Nota. Marco estereotaxico provisto con dos barraras de acero inoxidables y una barra incisora para
la introduccién de la cabeza de la rata, mediante el cual se realizaron cirugias estereotaxicas para

la implantacion de canulas guias.
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Variables

La variable independiente en cada experimento fue el tratamiento farmacolégico,

cuyos niveles (grupos) emplearon los siguientes farmacos (Tabla 6):

Se utilizo clorhidrato de clonidina (Sigma Aldrich, Missouri, EEUU) disuelta en
solucion salina fisioldgica al 0.9%, como agonista selectivo de los receptores alfa 2.
La administracion de clonidina se realizd a dosis de 1.25 ul / lado por via
intracerebral, especificamente en el nucleo central de la amigdala cerebral (Intra-
CeA).

Para antagonizar los posibles efectos generados por la clonidina se utilizo clorhidrato
de yohimbina, antagonista selectivo de los receptores alfa 2 (Sigma Aldrich,
Missouri, EEUU) disuelta en solucion salina fisiologica al 0.9% + dimetilsulfoxido
al 99.9%. Se probaron dos dosis de este farmaco, 2.5 mg/kg y 5 mg/Kg, que en
concordancia con investigaciones previas han mostrado generar efectos ansiogénicos
en ratas (Mahoney, 2016; Yeung et al., 2013). La administracion de yohimbina se

realiz6 por via intraperitoneal (i.p.) a un volumen de 1 ml/Kg.

Para los grupos control en los que se requirié de una sustancia inocua, se utilizo
solucion salina fisioldgica al 0.9%. La administracion de este farmaco fue tanto
intraperitoneal como intra-CeA, segun haya sido requerido por el grupo de

pertenencia.

Para la deplecidn de los receptores presinapticos alfa 2 se utilizo clorhidrato de DSP4
(Sigma Aldrich, Missouri, EEUU) disuelto en solucion salina fisioldgica al 0.9% a
una dosis de 50 mg/Kg. Este farmaco se administré de forma intraperitoneal, en un
volumen de 1 ml/Kg.
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Por otra parte, la variable dependiente utilizada en todos los experimentos fue el
tiempo total de enterramiento (TTE), que refleja el indice de ansiedad en la prueba

conductual del enterramiento defensivo (Tabla 7), segin los pardmetros tedricos

propuestos por Pinel y Treit (1978).

Tabla 6

Variables farmacoldgicas.

Variable farmacolégica

Administracion

Dosis/concentracion

Solucion salina fisioldgica

Clorhidrato de Clonidina

Clorhidrato de Yohimbina

Intra-CeA / Intraperitoneal

Intra-CeA

Intraperitoneal

0.9%

1.25 pl/ lado

2.5mg/Kg 6 5 mg/Kg

Clorhidrato de DSP4 Intraperitoneal 50 mg/Kg

Tabla 7

Variable conductual de la prueba del enterramiento defensivo.

Variable conductual Indicador Unidad de medicién

Ansiedad Tiempo total de enterramiento Segundos (seg.)
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Experimentos y definicion de grupos

Este estudio fue dividido en 3 experimentos, de los cuales cada una tuvo la intencién
de resolver un objetivo especifico de los sefialados anteriormente. Algunas
generalidades presentes en todos los experimentos son la asignacion al azar de los
animales a cada grupo, ademas de la medicion del tiempo total de enterramiento en
la prueba del enterramiento defensivo como variable dependiente y el tratamiento
farmacoldgico como variable independiente, cuyos niveles (grupos) se describen a

continuacion:

El primer experimento tuvo el objetivo de evaluar el efecto de la administracion
intra-CeA del agonista selectivo del receptor alfa 2, clonidina, en la ansiedad; para
lo cual se formaron 2 grupos (solucion salina fisioldgica y clonidina intra-CeA)
(Tabla 8).

El segundo experimento tuvo el objetivo de verificar si la administracion
intraperitoneal previa del antagonista selectivo de los receptores alfa 2, yohimbina,
previene los efectos originados por la administracion intra-CeA de clonidina en la
conducta de ansiedad. Para lo cual se utilizaron tres grupos: un control y dos

experimentales con distintas dosis de antagonista i.p + clonidina intra-CeA (Tabla 9)

El tercer y Gltimo experimento tuvo el objetivo de examinar si los efectos producidos
por la manipulacién farmacoldgica, observados en las fases anteriores, estan
mediados a través de los receptores alfa 2 presinapticos. Para ello, se formaron 4
grupos gque contenian las combinaciones posibles, entre el tratamiento intraperitoneal
con la neurotoxina DSP4 o SSF, y el tratamiento intra-CeA con clonidina o SSF, los

grupos fueron conformados como se observa en la Tabla 10.
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Tabla 8

Definicidn de grupos experimento 1

Grupo

Componentes

Control

Experimental

SSF Intra-CeA

Clonidina 1.25 pl/ lado Intra-CeA

Tabla 9

Definicion de grupos experimento 2

Grupo

Componentes

Control

Experimental 1

Experimental 2

SSF Intra-CeA + SSF i.p.

Clonidina 1.25 pl/ lado intra-CeA + yohimbina
2.5 mg/Kg i.p.

Clonidina 1.25 ul/ lado intra-CeA + yohimbina
5 mg/Kg i.p.
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Tabla 10

Definicidn de grupos experimento 3

Grupo

Componentes

Control

Experimental 1

Experimental 2

Experimental 3

SSF Intra-CeA + SSF i.p.

SSF Intra-CeA + DSP4 50 mg/kg i.p.

Clonidina 1.25 pl/ lado intra-CeA + SSF i.p.

Clonidina 1.25 pl/ lado intra-CeA + DSP4 50
mg/Kg i.p.
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PROCEDIMIENTO

Preparacion de animales.

Las ratas Wistar fueron recolectadas del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular
de la UNAM vy trasladadas en grupos de 5 al laboratorio AL204. Cada rata fue pesada

para verificar que se encontraba dentro del parametro de 250 g +/- 10.

Durante la primera semana desde la recoleccion, cada rata fue sometida a una cirugia
estereotaxica para la implantacion de canulas como se describié anteriormente.
Posterior a la cirugia cada rata fue alojada individualmente en cajas de plexiglas con
agua y alimento ad libitum. Finalmente, se dio un periodo de recuperacion

postoperatorio de 7 dias, previo a la ejecucion de las pruebas conductuales.

Preparacion de animales (Experimento 3).

Para una correcta deplecion de las terminales noradrenérgicas provenientes del locus
coeruleus con DSP4 y la recuperacion del tono noradrenérgico periférico, se requiere
de un periodo de 21 dias desde la aplicacion del tratamiento hasta la ejecucion de
pruebas conductuales o analisis quimico-biologicos. Debido a esto, se siguid una

variacion en la preparacion de animales, respecto a los experimentos anteriores.

Una vez recolectadas y pesadas con un parametro de 180 g +/- 10, cada rata fue
asignada al azar e inyectada intraperitonealmente con alguno de los siguientes

tratamientos en un volumen de 1 ml/kg: SSF al 0.9 % 6 DSP4 a dosis de 50 mg/kg.

74



Una vez administrado alguno de los tratamientos en cada rata, se dio un periodo de
7 dias para el aumento de peso a 250 g. Posteriormente, durante los siguientes 7 dias
se realizaron cirugias estereotaxicas para la implantacion de canulas a cada rata.
Finalmente, los animales tuvieron un periodo de recuperacién postoperatorio de 7

dias, previo al inicio de las pruebas conductuales.

Protocolo de la prueba conductual.

Habituacion

Despues del periodo de recuperacion de 7 dias otorgado en todas las fases de estudio,
las ratas fueron alojadas durante 3 dias consecutivos en el cuarto de registro
conductual, donde fueron habituadas diariamente por 5 min a la inmovilizacion vy al
experimentador. Adicionalmente, las ratas se introdujeron individualmente a la caja
del enterramiento defensivo (sin electrodo) durante 10 min por dia para habituarse al

lugar de la prueba.

Administracion de farmacos.

En el dia subsecuente al periodo de habituacion, las ratas fueron asignadas
aleatoriamente a alguno de los grupos determinados por la fase de estudio que
estuviera en curso. Posteriormente, cada rata fue microinfundida en el nicleo central
de la amigdala con clonidina (1.25 pl/lado) 0 SSF (0.9 %), segin su grupo de

pertenencia; seguido de un lapso de 5 min para la difusion del farmaco.
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Los farmacos que fueron infundidos dentro de la amigdala se administraron en un
volumen de 0.25 microlitros por lado, a través de cénulas inyectoras que se
introdujeron a las canulas guia previamente implantadas. Dichas canulas fueron
conectadas por medio de lineas de polietileno a jeringas hamilton de 50 microlitros
accionadas por una bomba de infusion (CMA Microdialisis, Stockholm, Sweden) a

una velocidad de 0.06 microlitros por minuto.

Para el experimento 2 del estudio se requirid de una administracion intraperitoneal
adicional a la intra-amigdalina; por lo cual, 25 min antes de la microinfusion intra-
amigdalina se administro en cada rata una inyeccion intraperitoneal de yohimbina
(2.5mg/Kg 6 5 mg/Kg) o SSF (0.9 %). Las inyecciones intraperitoneales fueron
realizadas con jeringas de insulina (BD Plastipak 27G x 13 mm) en un volumen de
1 ml/ kg.

Pruebe del enterramiento defensivo.

Una vez realizada la administracion farmacologica, cada rata fue introducida
individualmente a la caja de enterramiento defensivo, siendo colocadas con la cabeza
mirando hacia el electrodo, que fue introducido exclusivamente en este dia. Se le
permitié a las ratas explorar el ambiente y al hacer contacto con el electrodo
recibieron un choque eléctrico de 0.4 mA. Posterior al primer choque eléctrico, el
experimentador salié del cuarto de conducta hacia el area de registro y se
contabilizaron 10 minutos, en los que se registro el tiempo que la rata presento la

conducta de enterramiento hacia el electrodo.
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Prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto se realizo inmediatamente después de haberse terminado
la prueba del enterramiento defensivo, y tuvo una duracion de 5 minutos. La prueba
se inici6 al colocar a los animales en el centro de la arena. Durante el periodo de la
prueba se evaluo, como indice de locomocion, el nimero de veces que se interrumpio
el paso de luz entre celdas fotoeléctricas opuestas por accion del movimiento de los

animales en la arena, definida como “eventos”.

Evaluacion de noradrenalina

Para el experimento 3, se requirio la medicion de la concentracion de noradrenalina
en el nucleo central de la amigdala, con el fin de comprobar que el tratamiento con
DSP4 fue eficaz para la deplecidn de las terminales noradrenérgicas provenientes del
locus coeruleus. Para este fin, al concluir el protocolo de pruebas conductuales se
obtuvieron las muestras en fresco del nicleo central de la amigdala de 6 animales de
cada grupo, DSP4 y SSF. Posteriormente, dichas muestras fueron enviadas al Centro
de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAYV) en colaboracion con la doctora Luisa Lilia Ramos Rocha, para
evaluar la concentracion de noradrenalina en las muestras mediante cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC).
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Histologia

Al dia siguiente de realizarse las pruebas conductuales, los animales fueron
eutanizados mediante una camara de difusion de CO; durante 5 minutos. Los
cerebros fueron extraidos y colocados sucesivamente en el siguiente relevo de
soluciones: paraformaldeido al 4% (24 h), sacarosa al 10% (24 h), sacarosa al 20%
(24 h) y sacarosa al 30% (24 h) con el objeto de post-fijarlos y protegerlos de los

efectos de la congelacion.

Una vez realizado este procedimiento se obtuvieron cortes coronales de 45 pm en un
criostato (CM 1510-3, Leica Instruments, Nussloch, Germany) ajustado a una
temperatura de entre -20 a -25 °C. Posteriormente fueron tefiidos con violeta de
cresilo y observados al microscopio para verificar la posicion de las canulas dentro
de la amigdala cerebral, tomando como referencia el atlas de Paxinos y Watson
(1998). Sélo las ratas en las que ambas puntas de las canulas se encontraban en el

nucleo central de la amigdala fueron incluidas en el estudio.

Analisis Estadisticos

Para determinar el uso de la estadistica paramétrica 0 no paramétrico se realizo en
todos los grupos de datos la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y la prueba de

homogeneidad de varianza de Leven.

En el experimento 1, se aplico la prueba t de student para muestras independientes
(estadistica paramétrica), con el fin de analizar las diferencias entre el grupo control

y el grupo experimental tratado con clonidina.
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Para analizar los efectos de la clonidina en conjunto con la administracion
intraperitoneal de yohimbina, en el experimento 2, se realizo la prueba Kruskal-
Wallis seguida de la prueba post-hoc de Dunn (estadistica no paramétrica), para

comprobar la existencia de diferencias significativas entre los 3 grupos de contraste.

En cuanto al experimento 3, se realizO una prueba t de student para muestras
independientes, con el fin de comparar la concentracion nanomolar de noradrenalina
entre el grupo tratado con solucion salina fisiologica y el grupo tratado con la
neurotoxina DSP4. Adicionalmente, se utilizd el analisis de diferencias Kruskal-
Wallis con el anélisis post-hoc de Dunn, para comprobar las diferencias existentes
en el tiempo total de enterramiento entre los 4 grupos experimentales que componen

esta fase.

Figura 6

Linea temporal del procedimiento del estudio experimento 1y 2.

Recoleccion o . Obtencién de muestras
de animales Habituacion Extraccion Fle Cerebro Observacién al microscopio

| ’
== 03210 | Dia 11| Dia12 | Semana3 |~ Semaras I8

Canulacion Prueba Conductual Preparacion de Tejido

|

Primer Fase : Clonidina 1.25 pg/lado 6 SSF intra-CeA.
Segunda Fase: Clonidina 1.25 ug/lado 6 SSF intra-CeA.; Yohimbina 2.5, 5 mg/Kg 6 SSF ip.

Nota. Representacion en linea temporal del procedimiento realizado en el experimento 1y 2 del
estudio; desde la recoleccion de animales hasta la obtencion de muestras y analisis al microscopio.
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Figura7

Linea temporal del procedimiento de la experimento 3.

Obtencion de muestras para

Recoleccién de Obtencidn de muestras

; Recuperacion de tono NA periférico . . ,
animales P P HP‘LC Observacién al microscopio
|
. !
Tratamiento Canulacion Habituaci6n Prueba Conductual  Preparacién de Tejido
intraperitoneal l
l Clonidina 1.25 ug/lado 6 SSF intra-CeA
DSP4 50 mg/kg
6 SSF .9%

Nota. Representacién en linea temporal del procedimiento realizado en el experimento 3 del
estudio; desde la recoleccién de animales hasta la obtencion de muestras y analisis al

microscopio.
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RESULTADOS

Histologia

Las muestras coronales 45 um del cerebro de cada rata fueron observadas
individualmente a través de un microscopio Leica DM500, con ayuda del programa
Leica Application Suit — LAS EZ fueron amplificadas para visualizarse. Cada corte
fue contrastado con la representacion del atlas estereotaxico de Paxinos y Watson
(1998) coordenadas AP: -2.12, LM: +/- 4.2 y VD: -7.6. Solo las ratas, cuya punta de
la canula guia se encontraba sobre o dentro del nucleo central amigdalino (CeA),

fueron incluidas para los analisis estadisticos de los experimentos (véase figura 8).

Figura 8

Imagen representativa de la posicion de las canulas en el CeA.

Nota. Nucleo central amigdalino, delineado en color azul, bajo las canulas guia.
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Resultados experimento 1

Prueba de normalidad y homogeneidad de varianzas.

En el experimento 1, cuyo fin fue probar los efectos ansioliticos de la clonidina en la
prueba de enterramiento defensivo, se realizd en primera instancia la prueba de
normalidad Shapiro-Wilk, recomendada para n <30 datos, tomando como variable
dependiente el tiempo total de enterramiento en la prueba del enterramiento
defensivo; los resultados del analisis mostraron una distribucion normal (p >.05).
Posteriormente se realizé la prueba de homogeneidad de varianzas de Leven, que
mostré una varianza homogénea entre los grupos de comparacion (p >.05). En
concordancia con estos resultados, se empled estadistica paramétrica para el analisis

de los datos.

Prueba de Enterramiento Defensivo

Con el fin de cumplir con el objetivo de conocer si existian diferencias significativas
en el tiempo total de enterramiento en ratas microinfundidas intra-CeA con clonidina
(1.25 pl/lado) en comparacion con controles, se llevo a cabo una prueba t de student,
tomando como variable independiente el farmaco infundido (SSF o clonidina) y
como variable dependiente el tiempo total de enterramiento en la prueba del
enterramiento defensivo. Se encontrd una t (12) = 2.26, p <.05, 1C95% [3.70,

194.08]. Los resultados se pueden ver en la Figura 9.
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Figura 9

Diferencias en el tiempo total de enterramiento, experimento 1.
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Nota: La grafica muestra diferencias significativas en el TTE en los grupos tratados con clonidina
intra-CeA en comparacion con los grupos tratados con SSF, mostrando el grupo tratado con
clonidina un menor tiempo de enterramiento. Los resultados son presentados en Media y SD;
t=2.26, *p. <0.05.

Locomocion.

Para evaluar el impacto de los tratamientos en la locomocién, medidos a través del
campo abierto, se realizo una prueba t de student para muestras independientes, de
la cual se concluy6d que no existen diferencias significativas entre los grupos de
tratamiento t (12) = 0.76, p >.05, 1C95% [-39.44, 82.15] (Figura 10).
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Figura 10

Prueba de locomocion, experimento 1.
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Nota: NUmero de eventos determinados por el cruce de haces de luz en la prueba de locomocidn,
no existen diferencias significativas entre el nimero de eventos del grupo tratado con clonidina
intra-CeA y el grupos tratados con SSF. Los resultados son presentados en Media y SD. t=0.76,

sig.=.45.
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Resultados experimento 2

Prueba de normalidad y homogeneidad.

El tiempo total de enterramiento fue evaluado mediante la prueba de Shapiro-Wilk,
para evaluar la distribucion de los datos. Los resultados de la prueba muestran que
no existe una distribucion normal entre los grupos de comparacién (p <.001). Por su
parte, la prueba de homogeneidad de varianzas de Leven mostré diferencias
significativas en la homogeneidad de los grupos (p <0.01). Tomando en cuenta los
resultados obtenidos en estas pruebas, se optd por hacer uso de la estadistica no

paramétrica para los andlisis estadisticos del experimento 2.

Prueba de Enterramiento Defensivo.

Para comprobar si el efecto ansiolitico de la clonidina mostrado en el experimento 1
estd mediado especificamente a través de los receptores alfa 2, se administré de
manera conjunta con el antagonista selectivo yohimbina intraperitonealmente. Para
este fin se realizé una prueba de analisis de diferencias Kruskal-Wallis, para
contrastar el tiempo total de enterramiento de los 3 grupos experimentales que
conforman este experimento. Los resultados del analisis muestran que no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales H =5.74 p
>.05 (Figura 11).
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Figura 11

Diferencias en el tiempo total de enterramiento, experimento 2.
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Nota: No existen diferencias significativas en el TTE en los grupos tratados con clonidina intra-
CeA (i.CeA) en presencia de yohimbina intraperitoneal (i.p.) H=15.74 p >.05. Los resultados son
presentados en mediana y rango intercuartil, n=20.

Locomocion

Para comprobar si los tratamientos tuvieron efectos en la locomocion se realizo el
anélisis de diferencias Kruskal-Wallis, contrastando el nimero de eventos en la
prueba de campo abierto. Los resultados obtenidos revelaron que no existen
diferencias significativas en el nimero de eventos entre los grupos de comparacion
H=3.06 p>.05.
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Figura 12

Prueba de locomocion, experimento 2.
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Nota: Numero de eventos determinados por el cruce de haces de luz en la prueba de locomocion,
no existen diferencias significativas en el nimero de eventos entre los grupos. Los resultados son

presentados en mediana y rango intercuartil. H = 3.06 p >.05
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Resultados Experimento 3

Prueba de normalidad y homogeneidad.

En primera instancia se realizo la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, tomando
como variable dependiente el tiempo total de enterramiento, mostrando que los datos
del experimento tres presentaron una distribucién normal (p >.05). Por otra parte, la
prueba de homogeneidad de varianzas de Leven reveld que los grupos no mostraron
una variabilidad homogénea (p <.05). Considerando que no se cumplieron todos los
criterios para el uso de la estadistica paramétrica, se utilizo estadistica no paramétrica

para los analisis conductuales del experimento tres.

Asimismo, los datos obtenidos mediante HPLC sobre la concentracion nanomolar de
noradrenalina, fueron sometidos al mismo analisis de normalidad y homogeneidad
de varianzas. La prueba de Shapiro-Wilk mostré que los datos presentaban una
distribucion normal (p >.05); por su parte, la prueba de Leven revel6 que los datos
presentaban homogeneidad de varianzas (p >.05). Tomando en cuenta los resultados
obtenidos, se utilizd estadistica paramétrica para la evaluacion de la concentracion

nanomolar de noradrenalina.

Concentracion de noradrenalina.

Para verificar que el tratamiento con la neurotoxina DSP4 fue eficaz en la deplecion
de las terminales noradrenérgicas provenientes del ndcleo coeruleus, se compararon
las concentraciones nanomolares (nM) de NA entre el grupo tratado con DSP4 y el

grupo control.
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Se realiz6 una prueba t de student para grupos independientes, que revelo diferencias
significativas en la concentracion nM de NA entre el grupo tratado con DSP4 vy el
tratado con SSF, t (10) = 4.81, p = 0.001, 1C95% [496.08, 1329.33]. Mostrando que
el tratamiento con DSP4 fue eficaz en la deplecidn de las terminales noradrenérgicas
(Figura 13).

Figura 13

Concentracion nanomolar de NA por HPLC
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Nota: Concentracion nM de noradrenalina en el CeA, comparacion entre el grupo tratado con SSF,
y el grupo tratado con la neurotoxina DSP4. La grafica muestra una diferencia significativa en la
cantidad de noradrenalina entre los grupos. t= 4.81, ***p =.001.
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Prueba de enterramiento defensivo.

En cuanto a la prueba de enterramiento defensivo, se realizo la prueba Kruskal-
Wallis para analizar las diferencias entre el tiempo total de enterramiento entre los 4
grupos experimentales. Los resultados obtenidos por el analisis mostraron
diferencias significativas (H = 11.02, p <.05). Posteriormente, mediante la prueba
post-hoc de Dunn, se ubicaron las diferencias entre el grupo tratado con DSP4 +
clonidina i.CeA vy el grupo tratado con SSF + clonidina i.CeA (p <.05); ademas de
una diferencia significativa entre el grupo control (SSF + SSF i.CeA) y el grupo
tratado con SSF + clonidina i.CeA, (p <.05). Dichos resultados sugieren que la

deplecidn de los receptores presinapticos alfa 2 imposibilito la accion de la clonidina.
Figura 14

Diferencias en el tiempo total de enterramiento, experimento 3.
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Nota: Existen diferencias significativas en el TTE en el grupo con tratamiento de DSP4 (50 mg/Kg)
+ clonidina intra-CeA (1.25 pl/lado) y el grupo tratado con SSF y clonidina H = 11.02 p <.05.

Tratamiento (Tto), intra-CeA (i.CeA) Los resultados son presentados en mediana y rango
intercuartil.
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Locomocion

Finalmente, para comprobar si los tratamientos tuvieron un efecto en la locomocion,
se realizé el analisis de diferencias de Kruskal-Wallis. Los resultados obtenidos
muestran que no hubo diferencias significativas en el nimero de eventos marcados

por la prueba de campo abierto entre los grupos (H=.58, p >.05) Figura 15.

Figura 15

Prueba de locomocién, experimento 3.
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Nota: Numero de eventos determinados por el cruce de haces de luz en la prueba de locomocion.

No existen diferencias significativas en el numero de eventos entre los grupos. Los resultados son
presentados en mediana y rango intercuartil. (H=.58, p >.05)
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion revelan la importancia de los
receptores alfa 2 noradrenérgicos, distribuidos en la amigdala cerebral, en la

modulacion de la ansiedad.

El nicleo central de la amigdala cerebral representa la central emisora de los
estimulos de saliencia, originados en la amigdala cerebral, para comunicar la
respuesta de miedo o ansiedad hacia otras estructuras (Pérez de la Mora, 2008; Janak,
2015). A pesar de la importancia que esta estructura representa en el estudio de la
ansiedad, no se ha generado informacién concluyente sobre la funcién de los
receptores alfa 2 noradrenérgicos que se encuentran ampliamente distribuidos en esta
area (Glass, 2002).

Como se pudo observar en el experimento 1, que tenia como objetivo conocer si la
infusion directa de clonidina, agonista selectivo de los receptores alfa 2
noradrenérgicos, en el CeA era capaz de producir efectos ansioliticos, se encontro
que esta microinfusién generd efectos ansioliticos en la prueba del enterramiento
defensivo. Esta aseveracion pudo observarse en la menor cantidad de tiempo que los
animales tratados con clonidina pasaron enterrando el electrodo electrificado,
conducta que representa el indice psicologico de ansiedad que padecen los animales
en esta prueba, proponiendo asi un efecto ansiolitico que los receptores alfa 2
noradrenérgicos distribuidos en la amigdala cerebral ejercen en la conducta (Pinel y
Treit, 1978).
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Al ser considerada la clonidina como un agonista selectivo de los receptores alfa 2
noradrenérgicos, se pueden atribuir los efectos ansioliticos observados en este
estudio a la activacion de dichos receptores. Los receptores alfa 2 noradrenérgicos,
poseen la particularidad de ser los Unicos receptores noradrenérgicos acoplados
exclusivamente a proteinas Gi, cuya accién conocida es la inhibicion del adenilato
ciclasa y la reduccion de AMPc, culminando en la inhibicion de la liberacion de
noradrenalina en las neuronas adrenérgicas. Siendo asi, los resultados de la presente
investigacion sugieren que la inhibicion de la liberacion de noradrenalina en el
nucleo central de la amigdala conduce a una disminucion de la ansiedad; presentando
un importante papel regulatorio dirigido tanto por el nicleo central de la amigdala,
como por la accién de los receptores alfa 2 noradrenérgicos presentes en el ndcleo,

rol que en investigaciones previas no se habia estudiado a profundidad.

Asi, los hallazgos presentados en este estudio se suman a la evidencia generada en
maultiples investigaciones que apoyan el papel regulatorio que los receptores alfa 2
tienen sobre la liberacion de noradrenalina y la modulacién de la conducta de
ansiedad. Tal es el caso del papel ansiolitico que la administracién de clonidina
genera en la corteza frontal, prelimbica y en el complejo basolateral de la amigdala
cerebral (Wu, 2019; Bashiri, 2016; Ye, 2018); regiones que se encuentran
ampliamente interconectadas con el ndcleo central de la amigdala cerebral. Ademas,
dada la importancia que estas estructuras tienen para la neurobiologia de la ansiedad,
puede hipotetizarse que la funcion de los receptores alfa 2 noradrenérgicos en estas
areas puede ser homologa, y debe investigarse si en otras estructuras importantes

para las vias neurales de la ansiedad se presentan los mismos resultados.

De esta forma, se fortalece la evidencia que sefiala a los receptores alfa 2

noradrenérgicos como estructuras claves en la modulacion de noradrenalina, y con
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ello de la conducta de ansiedad, a través de distintas areas cerebrales. Por lo cual este
estudio, también ayuda a generar informacion de estos receptores en el ndcleo central
de la amigdala cerebral, estructura de suma importancia para la génesis y modulacion

de la ansiedad.

Por otra parte, otro logro en este estudio fue generar evidencia farmacoldgica que los
resultados observados se debieron especificamente a traveés de los receptores alfa 2
noradrenérgicos; como se enunciaba en el segundo objetivo de esta investigacion,
que buscaba conocer si la administracion simultanea del antagonista selectivo
yohimbina era capaz de prevenir los efectos del agonista clonidina. Evidencia que no
se encontraba presente en estudios anteriores (Wu, 2019; Aghajanian y Vander
Maelen, 1982; Khoshbouei et al., 2002).

Como se pudo observar en el experimento 2 de este estudio, la administracién
simultanea del antagonista con el agonista no mostro diferencias significativas en el
tiempo total de enterramiento en la prueba del enterramiento defensivo, lo que
sugiere que los efectos ansioliticos de la clonidina fueron prevenidos por la
administracion del antagonista selectivo yohimbina, asegurando asi que los efectos
conductuales hallados son mediados especificamente a través de los receptores alfa

2 noradrenérgicos.

Adicionalmente, una limitacion presente en este estudio fue la ausencia de grupos
tratados exclusivamente con las dosis utilizadas de yohimbina, 2.5 mg/kg y 5 mg/kag,
para poder observar de forma aislada el impacto de la yohimbina en la prueba del
enterramiento defensivo. Esto con el fin de corroborar que los resultados obtenidos
con este farmaco pueden ser comparables con los hallados por Yeung et al (2013) y

Mahoney (2016), de los cudles fueron seleccionadas las dosis utilizadas.
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También se sugiere para futuras investigaciones evaluar la efectividad de la
yohimbina como antagonista de los receptores alfa 2 noradrenérgicos segun su via
de administracién. La via de administracion mas utilizada para este farmaco en el
estudio de la ansiedad es la intraperitoneal (Yeung et al., 2013; Mahoney, 2016;
Lang and Gershon, 1963; Bremner et al., 1996a); sin embargo, como puede
observarse en el trabajo de Bashiri (2016), la administraciéon intracerebral de
yohimbina también es capaz de generar efectos antagdnicos potentes de los
receptores alfa 2 noradrenérgicos, facilitando al farmaco la llegada a su sitio de
accion, a fin de economizar recursos y tiempo de difusion del farmaco en la sesion

experimental.

Finalmente, se abordd el tercer objetivo de la investigacion, que consistia en
determinar si lo efectos ansioliticos de los receptores alfa 2 noradrenérgicos estaban
determinados por los receptores alfa 2 presindpticos o postsinapticos. Para ello, en
este estudio se desarrollo un protocolo de tratamiento con la neurotoxina DSP4
eficiente para la deplecion de las terminales noradrenérgicas provenientes del locus
coeruleus en la amigdala cerebral, apoyado en los resultados obtenidos en el
experimento 3, mediante el andlisis la concentracion de noradrenalina por HPL;
hallazgo que no habia sido descrito previamente en la literatura. Generando asi una
referencia procedimental para futuras investigaciones cuyo objeto de estudio
requiera de la deplecién de las terminales noradrenérgicas provenientes del locus

coeruleus en esta estructura.

Como se pudo observar en el experimento 3, el tratamiento con DSP4 logro prevenir
los efectos ansioliticos de la clonidina microinfundida en el CeA, en la prueba del
enterramiento defensivo. Estos resultados sugieren que con la deplecion de los

receptores alfa 2 presinapticos en la amigdala cerebral, desaparecen los efectos
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ansioliticos producidos por estos receptores. Asi, este estudio genera evidencia para
enunciar que los efectos ansioliticos producidos por los receptores alfa 2

noradrenérgicos estan mediados a través de los receptores presinapticos.

Contrario a los resultados obtenidos en el BLA por Mineur (2018), quien enuncia
que los efectos ansioliticos de los receptores alfa 2 son postsinapticos, los hallazgos
de este estudio sugieren que en el CeA los efectos regulatorios de estos receptores
estan ubicados en la presinapsis; este contraste puede ser explicado por diferencias
metodoldgicas entre los estudios, la prueba conductual utilizada o incluso la
existencia de una accién diferencial de estos receptores entre los nucleos de la
amigdala cerebral para la modulacion de la ansiedad. Consideracion que debe

estudiarse a detalle en préximas investigaciones.

Finalmente, la prueba del enterramiento defensivo es una prueba validada para el
estudio de la ansiedad (De Boer y Koolhaas, 2003; Pinel y Treit, 1978); sin embargo,
no ha sido ampliamente utilizada en el estudio de los receptores alfa 2
noradrenérgicos. Este estudio ha mostrado que la prueba del enterramiento defensivo
es sensible a los efectos producidos por la manipulacion farmacoldgica de los

receptores alfa 2, sugiriendo ampliar el uso de esta prueba en este topico de estudio.
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PERSPECTIVAS

Como se pudo analizar en esta investigacion el estudio de los receptores alfa 2
noradrenérgicos aun mantiene muchos vacios en el conocimiento de las funciones
especificas que tiene a lo largo del cerebro y el SNC, especialmente en la conducta
de ansiedad. Esta investigacion muestra la importancia, del papel de estos receptores
en este topico de estudio; por lo cual, las consideraciones y sugerencias aqui
descritas, deben de ser tomadas en cuenta y estudiadas, para poder lograr un mayor

entendimiento de estos receptores y su papel en la neurobiologia de la ansiedad.

La importancia de considerar a los receptores alfa 2 noradrenérgicos para el estudio
de la ansiedad esta presente a lo largo de este trabajo; sin embargo, la ansiedad como
trastorno psicologico guarda una estrecha relacion con la depresion, existiendo una
fuerte comorbilidad entre ambos trastornos. Cada vez existen mas estudios que
comienzan a develar la existencia de un papel de estos receptores en la depresion
(Gatechew, 2017; Maletic, 2017; Uys, 2017); por lo cual, el estudio comparativo del
papel de estos receptores entre ambos trastornos psicoldgicos puede aportar, a su vez,
valiosa informacion que pueda ayudar a explicar los sustratos biologicos que dan

lugar a esta comorbilidad.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion revelan la importancia de los
receptores alfa 2 noradrenéergicos en la modulacion amigdalina de la ansiedad.
Mostrando que la activacion de estos receptores, mediante el agonista selectivo
clonidina, es capaz de generar efectos ansioliticos en la conducta. Efectos cuya
especificad fue comprobada mediante la administracién del antagonista selectivo

yohimbina.

Por otra parte, se comprob6 mediante el tratamiento con la neurotoxina DSP4, que
los efectos hallados en estos receptores estan mediados a traves de los receptores alfa
2 noradrenérgicos presinapticos. Aportando asi, ademéas de la eficacia de estos
receptores en la modulacion de la ansiedad, el sitio de accion en la que sus efectos

son producidos.

La ansiedad como trastorno es un fendmeno creciente a nivel mundial, como se
puede observar en nuestro pais y en el mundo entero (OMS). Por lo cual, el
conocimiento acerca del sustrato bioldgico que la produce y modula se vuelve cada
vez mas necesario, ademas de requerir mayor especificidad en este conocimiento
para el desarrollo de nuevos y mejores tratamientos. Los hallazgos obtenidos en esta
investigacion, apuntan a un estudio mas profundo de la farmacoldgica conductual de
estos receptores en el SNC, para poder conocer su potencial terapéutico en los

trastornos de ansiedad.
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