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Resumen 

El estrés es un mecanismo adaptativo que permite a cualquier organismo enfrentar las 

demandas ambientales (v.g. físicas, psicológicas y/o sociales) y con ello permite la 

supervivencia del mismo. Existen condiciones, como la cronicidad, en donde la respuesta 

de estrés se mantiene exacerbada aun cuando los estímulos que lo causaban no están 

presentes, bajo estas circunstancias la salud física y mental se ven afectadas aumentando la 

probabilidad de desarrollar diversas patologías como el trastorno de estrés postraumático 

(TEPT) y los trastornos de ansiedad; con una mayor prevalencia en mujeres que en 

hombres. Existen evidencias de que el Polipéptido Activador del Adenilato Ciclasa de la 

Pituitaria anterior (PACAP), es capaz de mimetizar la respuesta neuroendocrina de estrés. 

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la administración de PACAP en la 

amígdala central que es una estructura implicada en el mantenimiento y severidad de varias 

conductas relacionadas con el estrés, en dos pruebas conductuales específicas: el campo 

abierto y el laberinto cero elevado. Además este estudio propuso la comparación entre 

sexos del efecto de este polipéptido. Los resultados indicaron que los animales infundidos 

con PACAP aumentaron la frecuencia y tiempo de algunas conductas tipo ansiedad como 

los cruces hacia el brazo abierto y el congelamiento, este último aumento de manera más 

evidente en las hembras. Los resultados sugieren que la infusión de PACAP en amígdala 

tiene efectos en conductas relacionadas a la ansiedad y otros estudios más profundos son 

valiosos para identificar los mecanismos de acción del polipéptido y su relación con la 

ansiedad. 
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Lista de abreviaturas: 

CeA: Amígdala Central. 

CRH: Factor liberador de corticotropina 

HPA: Eje Hipotalámico-Pituitario-Adrenal. 

PACAP: Polipéptido Activador del Adenilato Ciclasa de la Pituitaria anterior. 

SAM: Sistema Simpático Adreno-Medular. 

TEPT: Trastorno de estrés postraumático. 

PVN: Núcleo Paraventricular del hipotálamo 

BNST: Núcleo de la Cama de la Estria Terminal 

AVP: Arginina Vasopresina 

GABA: Ácido gamma-aminobutírico 

LTP: Potenciación a largo plazo 

BLA: Amígdala Basolateral 

BA: Núcleo Basal de la amígdala 

LA: Núcleo Lateral de la amígdala 

ITC: Células intercaladas de la amígdala 

CORT: Corticosterona 

PAG: Sustancia Gris Periacueductal 

BDNF: Factor neurotrófico derivado del cerebro 

SNP: Polimorfismo de un solo nucleótido. 

Icv: intracerebroventricular 

PKA: proteína quinasa A   

PKC: proteína quinasa C 

 

 

 

 

 

 

 

II 



Índice 

 Resumen….………………………………………………………………………………...I 

  Abreviaturas……………………………………………………………………………….II 

1. Introducción .................................................................................................................... 1 

2. Antecedentes ................................................................................................................... 2 

2.1 Neurobiología del miedo, la ansiedad y el estrés. ........................................................ 2 

    2.1.1 Definiciones ........................................................................................................... 2 

2.1.2 Neurobiología del estrés: Diferencias entre miedo y ansiedad.............................. 4 

2.1.3 Evaluación de conductas tipo-ansiedad en roedores ........................................... 11 

2.1.4  El papel de la amígdala en la respuesta de ansiedad .......................................... 13 

2.2 El rol del Polipéptido Activador de la Adenilato Ciclasa de la Pituitaria anterior 

(PACAP) en estrés y la ansiedad ...................................................................................... 15 

2.2.1 Efectos fisiológicos ............................................................................................. 16 

2.2.2 Efectos conductuales ........................................................................................... 19 

3. Justificación .................................................................................................................. 22 

4. Objetivos ....................................................................................................................... 23 

4.1 General........................................................................................................................ 23 

4.2 Específicos .................................................................................................................. 23 

5. Hipótesis ....................................................................................................................... 23 

6. Método .......................................................................................................................... 24 

6.1 Sujetos ........................................................................................................................ 24 

6.2 Cirugía estereotáxica .................................................................................................. 24 

6.3 Fármacos ..................................................................................................................... 25 

6.4 Evaluación Conductual ............................................................................................... 25 

6.4.1Campo Abierto ..................................................................................................... 26 

6.4.2 Laberinto Cero Elevado ....................................................................................... 27 

6.5 Verificación de colocación de cánulas ....................................................................... 28 

6.6 Análisis estadístico ..................................................................................................... 29 

7. Resultados ..................................................................................................................... 31 

7.1 La administración de PACAP en CeA induce conductas tipo-ansiedad en machos 

y hembras evaluadas en laberinto cero elevado................................................................ 31 

7.2 La administración de PACAP en CeA disminuye la actividad de evaluación de 

riesgo en hembras. ............................................................................................................ 33 

7.3 La administración de PACAP en CeA disminuye la motricidad general en 

hembras. ............................................................................................................................ 35 

7.4 La administración de PACAP en CeA no afecta el número de cruces y el tiempo 

que pasan los animales en el centro del campo abierto. ................................................... 36 



7.5 La administración de PACAP en CeA aumenta la conducta exploratoria en 

machos y hembras. ........................................................................................................... 38 

7.6 La administración de PACAP en CeA aumenta la conducta de congelamiento en 

hembras. ............................................................................................................................ 40 

7.7 La administración de PACAP en CeA no tiene efectos sobre las conductas de 

afrontamiento al estrés. ..................................................................................................... 42 

8. Discusión ...................................................................................................................... 45 

9. Conclusiones y limitaciones ......................................................................................... 52 

10.    Referencias .................................................................................................................. 53 
 

 

 

 

  



Índices de Figuras y Tablas 
 

Figura 1. Respuesta fisiologica de estrés. .............................................................................. 6 

Figura 2. Pruebas conductuales para evaluar conductas tipo-ansiedad en roedores.. ......... 12 
Figura 3. Proyecciones de la amígdala hacia núcleos del tronco cerebral y del hipotálamo

 .............................................................................................................................................. 14 
Figura 4. Localización de células (●) y fascículos (-) que expresan PACAP.. ................... 17 
Figura 5. Campo abierto. Esquema representativo .............................................................. 27 

Figura 6. Laberinto Cero Elevado. Esquema representativo.. ............................................. 28 
Figura 7. Esquema representativo de la manipulación experimental. ................................. 29 
Figura 8. Tiempo en los brazos abiertos del laberinto cero elevado. .................................. 32 
Figura 9. Cruces hacia los brazos abiertos del laberinto cero elevado.. .............................. 33 

Figura 10. Frecuencia de evaluación de riesgo en el laberinto cero elevado.. .................... 34 
Figura 11. Tiempo de evaluación de riesgo en el laberinto cero elevado. .......................... 35 
Figura 12. Cruces totales en campo abierto.. ...................................................................... 36 

Figura 13. Cruces por el centro del campo abierto. ............................................................. 37 
Figura 14. Tiempo en el centro del campo abierto.. ............................................................ 38 

Figura 15. Frecuencia de erguimiento en el campo abierto................................................. 39 
Figura 16. Tiempo de erguimiento en campo abierto.......................................................... 40 
Figura 17. Frecuencia de congelamiento en campo abierto. ............................................... 41 

Figura 18. Tiempo de congelamiento en campo abierto. .................................................... 42 
Figura 19. Frecuencia de acicalamiento en campo abierto.................................................. 43 

Figura 20. Tiempo de acicalamiento en campo abierto.. ..................................................... 44 

 

Tabla 1. Comportamientos relacionados con el estrés y sus correlatos asociados ................ 8 

 

 

 



1 
 

1. Introducción  

El estrés es un conjunto de respuestas que permiten al organismo adaptarse a las demandas 

del ambiente y cuya finalidad es preservar la supervivencia del mismo. La expresión 

desadaptativa de estas respuestas (por ejemplo; una alta reactividad del sistema en ausencia 

de estresores) favorece que se desarrollen diversas patologías entre las que destacan las 

fobias, trastorno de estrés postraumático, depresión y ansiedad generalizada, por lo que es 

relevante conocer los mediadores que subyacen a estas respuestas desadaptativas. Entre el 

amplio espectro de respuestas que despliega el organismo se encuentran las dirigidas a la 

evitación activa de estos estímulos y  las dirigidas hacia la predicción y evitación pasiva de 

estos. Todas ellas moduladas por circuitos que incluyen a estructuras como el hipocampo, 

la corteza prefrontal, el núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN, por sus siglas en 

inglés), el núcleo de la cama de la estría terminal (BNST, por sus siglas en inglés) y la 

amígdala y por una amplia variedad de neurotransmisores entre los que destacan el 

glutamato, el ácido gamma-aminobutírico (GABA), la noradrenalina y por neuropéptidos 

como la hormona liberadora de corticotropina (CRH), la arginina vasopresina (AVP) y el 

polipéptido activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP). Recientemente se ha 

descrito que los cambios en la expresión de PACAP se correlacionan con el desarrollo del 

TEPT y se ha comenzado describir el papel de PACAP en los circuitos del estrés, el cual 

entre otras funciones, contribuye al mantenimiento de la actividad del eje hipotalámico-

pituitario-adrenal (HPA) y a la modulación de la liberación de otros mediadores como el 

CRH y el glutamato (Agarwal, Halvorson, & Legradi, 2005; Hammack et al., 2010; 

Mustafa, 2013). 

Así, en el apartado 2 se abordan los antecedentes del presente trabajo, en él se incluyen: la 

neurobiología del miedo, el estrés y la ansiedad, la evaluación de conductas tipo ansiedad 
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en roedores y el papel de PACAP en la expresión de estas. En el apartado 3 se explica la 

justificación de este trabajo. En el apartado 4 y  5 se encuentran los objetivos e hipótesis 

respectivamente. Mientras que en el apartado 6 se describe el método que se siguió para dar 

respuesta a la hipótesis planteada. En el apartado 7 se encuentran descritos los resultados 

derivados de los experimentos realizados y por último en el apartado 8 y 9 se discute y se 

sintetizan las principales conclusiones del presente trabajo.  

 

2. Antecedentes 

      2.1 Neurobiología del miedo, la ansiedad y el estrés. 

          2.1.1 Definiciones 

Las emociones son respuestas adaptativas (fisiológicas, conductuales y mentales)  ante un 

estímulo (externo o interno) que favorecen la supervivencia del organismo (Imbir, 2016), 

entre ellas destaca el miedo y la ansiedad las cuales pueden facilitar que se desencadene la 

respuesta de estrés que mantiene la seguridad y el bienestar del organismo (Sylvers, 

Lilienfeld & LaPrairie, 2011). Tanto el miedo como la ansiedad comparten similitudes 

funcionales y estructurales que han llevado a confusiones conceptuales e incluso a veces se 

les considera conceptos equivalentes (Fink, 2016), sin embargo hay rasgos que los 

diferencian y por lo cual es pertinente definirlos. 

Un ejemplo de estas diferencias son los estudios correlacionales hechos en humanos, los 

cuales, por medio de auto-reportes, han observado que el miedo se correlaciona 

negativamente con la percepción de dolor, es decir, a menor percepción de dolor mayor es 

el sentimiento de miedo, mientras que los auto-reportes de ansiedad se relacionan 
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positivamente con la percepción del dolor, a mayor percepción de dolor aumenta el 

sentimiento de ansiedad (Rhudy & Meagher, 2000). De estos estudios se conceptualiza al 

miedo como una emoción que motiva los comportamientos de escape o lucha y a la 

ansiedad como una emoción que motiva la hipervigilancia y la evitación pasiva (Rhudy & 

Meagher, 2000). Los estudios clínicos de auto-reporte son el medio más directo para 

acceder al estado emocional, ya que involucran el componente subjetivo del contenido 

emocional de una persona, sin embargo, dificultan el uso de estos conceptos en estudios 

con animales no humanos, por lo cual, en estudios con modelos se opta por la medición de 

variables fisiológicas y conductuales asociados a estas emociones. Otros autores como 

Haglund y colaboradores en 2007 han contribuido a ello y han definido al miedo como una 

emoción aversiva que es provocada por la percepción de un estímulo de peligro específico, 

y este puede ser condicionado o no. Siendo específicos los mamíferos muestran 

principalmente tres respuestas conductuales de miedo: la lucha, el escape y la congelación 

(Sylvers et al., 2011) y por otro lado, la ansiedad se define comúnmente como una 

respuesta de hipervigilancia y evitación prolongada como forma de anticipar una amenaza 

(Craske et al., 2009).  

Se puede observar que tanto las definiciones clínicas como las biológicas son 

complementarias, dado que consideran que ambas emociones tienen una valencia negativa 

pero se diferencian conductualmente en la dirección del comportamiento, ya que, en el 

miedo están encaminadas a escapar del estímulo peligroso mientras que en la ansiedad se 

dirigen a la aproximación, vigilancia y evaluación de estímulos potencialmente peligrosos 

(Calhoon & Tye, 2015). La otra diferencia a destacar es que el miedo se presenta ante un 
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estímulo que amenaza al organismo mientras que la ansiedad se presenta en ausencia de 

esta amenaza (Tovote, Fadok & Lüthi, 2015). 

Hay un tercer fenómeno que está estrechamente relacionado con el miedo y la ansiedad: el 

estrés, que se considera como toda  respuesta inespecífica del cuerpo ante cualquier 

demanda ambiental (Mora, Segovia, Del Arco, De Blas, & Garrido, 2012). Esta respuesta 

se lleva a cabo por dos sistemas interrelacionados: el sistema simpático adreno-medular 

(SAM) y el HPA (Gunnar & Quevedo, 2007). Ante un estresor, el SAM se activa liberando 

adrenalina, permitiendo así la movilización de energía y el despliegue de respuestas de 

“lucha o huida” (Shin & Liberzon, 2010). Mientras que el HPA desencadena la liberación 

de glucocorticoides en el torrente sanguíneo los cuales participan en la gluconeogénesis 

(Brinks, Berger, Gass, de Kloet, & Oitzl, 2009). Partiendo de esta definición de estrés, 

como el conjunto de respuestas ante las demandas ambientales; tanto miedo y ansiedad 

forman parte del espectro de respuestas que el sistema despliega para adaptarse al medio y 

que en gran medida dependen de la naturaleza del estresor y el contexto en que se 

presentan. (Bains, Cusulin & Inoue, 2015). 

         2.1.2 Neurobiología del estrés: Diferencias entre miedo y ansiedad 

Como ya se ha mencionado la respuesta de estrés es llevada a cabo por dos sistemas 

relacionados entre sí: el SAM y el eje HPA (Gunnar & Quevedo, 2007). Cuando 

percibimos algún estímulo como “potencialmente” peligroso la amígdala lo evalúa y 

compara con los estados y experiencias previas del organismo (Fink, 2017), entonces 

manda esa información a nucleos del hipotálamo y del tronco cerebral los cuales activan el 

Sistema Nervioso Autónomo (SNA) y a través del SAM (ganglios paravertebrales y 

prevertebrales) se desencadena una liberación rápida de las catecolaminas, noradrenalina y 
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adrenalina; estos neurotransmisores cumplen diversas funciones, tales como aumentar el 

gasto cardíaco y la presión arterial, desviar la sangre de la piel y los intestinos hacia los 

músculos esqueléticos y desencadenar la liberación de glucosa en el torrente sanguíneo, lo 

cual facilita las respuestas de lucha o huida (Ellis & Del Giudice, 2014; Mora et al., 2012). 

A la par, el sistema nervioso activa el eje HPA que da como resultado la liberación de 

glucocorticoides suprarrenales, cortisol en humanos, y corticosterona en roedores, los 

cuales mejoran la resistencia del organismo y la adaptación (Dedovic, Duchesne, Andrews, 

Engert, & Pruessner, 2009; Mora et al., 2012), además de modular la producción de 

prostaglandinas y citoquinas inflamatorias que inhiben la respuesta inmune y la inflamación 

(Czéh & Fuchs, 2016; Sorrells, Caso, Munhoz, & Sapolsky, 2009). 

Los glucocorticoides en el cerebro  se unen a dos receptores: uno de alta afinidad (MR) y 

otro de baja afinidad (GR) los cuales se expresan en altas proporciones en hipocampo (CA1 

y CA3, amígdala (BLA y CeA), regiones de la corteza prefrontal (ventromedial) y el 

hipotálamo (PVN) y cuyas acciones pueden dividirse en inmediatas y persistentes 

(McEwen, 2016; Roozendaal, McEwen, & Chattarji, 2009). En las acciones inmediatas una 

vez que atraviesan la barrera hematoencefálica (BHE), los glucocorticoides llegan a 

regiones como el hipocampo, la amígdala y el núcleo paraventricular de hipotálamo (PVN) 

(coordinador primario de la respuesta de estrés), donde retroalimentan negativamente al eje 

HPA, inhibiendo principalmente la síntesis y CRH lo cual modula a la baja la respuesta de 

estrés (figura 1) (Bains, Cusulin, & Inoue, 2015; McEwen, 2009).  
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Figura 1. Respuesta fisiológica de estrés. Se observa el Eje HPA, compuesto por el hipotálamo, la pituitaria 

anterior y la corteza adrenal así como sus hormonas efectoras: factor liberador de corticotropina (CRH), 

hormona corticotropina (ACTH) y  glucocorticoides.  Los cuadrados en color negro representan la acción de 

los glucocorticoides en la retroalimentación negativa, hacia el hipotálamo la CPF, la amígdala y el 

hipocampo. Imagen modificada de Bains et al., 2015. 

 

Por otra parte, las acciones persistentes de los glucocorticoides se deben a la activación 

sostenida de los GR lo cual se ha correlacionado con cambios morfológicos en hipocampo, 

corteza prefrontal y amígdala principalmente (Chattarji, Tomar, Suvrathan, Ghosh, & 

Rahman, 2015; Lupien, Maheu, Tu, Fiocco, & Schramek, 2007). Tanto en la corteza 

prefrontal como en el hipocampo se observa atrofia de las dendritas, pérdida de las espinas 
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dendríticas, disminución de la capacidad para inducir LTP así como reducción en la 

neurogénesis en el caso del hipocampo (Roozendaal et al., 2009; Sherin & Nemeroff, 

2011). Mientras que en la amígdala se observa lo contrario; crecimiento de las dendritas, 

formación de espinas dendríticas y se facilita la LTP (Admon, Milad, & Hendler, 2013). 

Estudios con roedores han observado que estos cambios se correlacionan con una mayor 

respuesta ante estresores posteriores, deficiencias en la extinción (desaparición gradual de 

una conducta) y estados sostenidos de hipervigilancia (Lebois, Wolff, & Ressler, 2016; 

Sherin & Nemeroff, 2011). 

Tanto los cambios en la respuesta fisiológica de estrés como las modificaciones 

morfológicas y funcionales observadas a largo plazo repercuten en las conductas típicas que 

ya hemos descrito con anterioridad. Las diversas clasificaciones permiten categorizarlas en 

2 grupos: 1) las respuestas de afrontamiento y 2) las respuestas defensivas (Blanchard & 

Blanchard, 2008) o bien como 1) conductas tipo–ansiedad y 2) conductas tipo- miedo por la 

validez aparente que tienen en comparación a la respuesta en humanos en condiciones 

similares y el estado emocional asociado a ellas (Cryan & Holmes, 2005). Estas respuestas 

emocionales implican ajustes fisiológicos diferenciales y circuitos neurales  asociados que 

se describirán a continuación. (Dantzer, 2016). 

En principio el que se desencadene una u otra respuesta depende de la evaluación del 

contexto, si el peligro es inminente por lo general se despliegan respuestas defensivas como 

el escape y la lucha, tipificadas como respuestas tipo- miedo, los correlatos fisiológicos a 

estas son: el aumento en la frecuencia cardíaca, la vasoconstricción visceral y la 

vasodilatación muscular (Blanchard & Blanchard, 2008). Mientras que los circuitos 

neurales asociados incluyen un aumento en la trasmisión glutamatérgica entre el hipocampo 



8 
 

ventral (VH, por sus siglas en inglés), la amígdala basolateral (BLA, por sus siglas en 

inglés), la corteza pre-límbica (PL, por sus siglas en inglés) y una disminución  de esta 

trasmisión excitatoria en las proyecciones de la amígdala central (CeA, por sus siglas en 

inglés) hacia la sustancia gris periaqueductal (PAG por sus siglas en inglés) y el PVN 

(Tovote et al., 2015). La tabla 1 resume los correlatos asociados a cada grupo de conductas. 

 

Tabla 1. Comportamientos relacionados con el estrés y sus correlatos asociados 

Categoría Comportamiento Correlatos 
fisiológicos asociados 

Áreas cerebrales 
asociadas 

Conductas defensivas 
o tipo-miedo 

Congelamiento 
 
Escape 
 
Pelea 
 

Aumento en la 
frecuencia cardíaca 
 
Vasoconstricción 
visceral 
 
Vasodilatación 
muscular 

Aumento de la 
trasmisión excitatoria 
en: VH*, BLA*, PL*. 
 
Disminución de la 
trasmisión excitatoria 
en: CeA*, PAG*, 
PVN*. 

Conductas de 
afrontamiento o 
tipo-ansiedad 

Evitación 
 
Vigilancia 
 
Acicalamiento 
 

Disminución de la 
frecuencia cardíaca 
 
Vasoconstricción de 
la cabeza 
 
Vasodilatación de las 
extremidades 
 

Aumento de la 
trasmisión excitatoria 
en: VH*, BLA*. 
 
Aumento en la 
trasmisión inhibitoria 
en: CeA*, BNST*, 
PVN*. 

Nota *: Ir a apartado de abreviaturas (pag II). 

 

Por otro lado las conductas de afrontamiento  o  tipo-ansiedad por lo general se despliegan 

cuando el peligro no está presente pero que hay elementos del contexto que lo hacen 

probable en un futuro cercano, estas incluyen respuestas pasivas como la evitación, activas 

como la vigilancia y el acicalamiento todas ellas orientadas hacia la orientación y 

evaluación del entorno (Sestakova, Puzserova, Kluknavsky & Bernatova, 2013, Tatem et 
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al., 2014). Algunos de sus correlatos fisiológicos incluyen la disminución de la frecuencia 

cardíaca, la vasoconstricción de la cabeza y la vasodilatación de las extremidades (Dantzer, 

2016). Los circuitos neurales asociados a estas conductas incluyen un aumento en la 

trasmisión glutamatérgica entre el VH y la BLA y un aumento en la transmisión inhibitoria 

en la CeA, el núcleo de la cama de la estría terminal (BNST por sus siglas en inglés) y el 

PVN (Adhikari, 2014; Tovote et al., 2015). Cabe aclarar que particularmente en este tipo de 

conductas aún hay varios circuitos que no se han estudiado lo suficiente, tales como la 

relación funcional que tiene la amígdala y el BNST, donde se sabe que ambos participan en 

la evaluación de estímulos con valor emocional pero se desconoce de qué forma lo hacen y 

cuáles son los mediadores químicos para que esto se lleve a cabo (Gungor, Yamamoto, & 

Pare, 2015; Herrmann et al., 2016; LeDoux, 2017). 

Otro aspecto a destacar del estrés son las diferencias entre sexos que se encuentran en la 

respuesta de ansiedad y de manera general todos los trastornos relacionados con el estrés, 

como la ansiedad y la depresión, son más frecuentes en las mujeres (Douma, Husband, 

O’Donnell, Barwin, & Woodend, 2005; Goldstein, Jerram, Abbs, Whitfield-Gabrieli, & 

Makris, 2010; Solomon & Herman, 2009), estas tienen el doble de probabilidades que los 

hombres de desarrollar este tipo de trastornos (Maeng & Milad, 2015). Así mismo los 

estudios con roedores encuentran diferencias en conductas tipo ansiedad evaluada con 

campo abierto donde las hembras muestran una respuesta sostenida en comparación a los 

machos (Tatem et al., 2014). 

 

Las causas de estas diferencias aún no se saben, sin embargo, hay evidencia de dimorfismos 

en los cerebros de ambos sexos y de diferencias en el desarrollo que subyacen a estos 
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efectos (Ariza, De Oliveira, & Franci, 2014). Por ejemplo en roedores se han encontrado 

diferencias sexuales en la amígdala medial y el BNST hasta del 85% más grande en machos 

que en hembras (Hines, Allen, & Gorski, 1992), en humanos las diferencias en volumen 

solo se han encontrado en BNST (Allen & Gorski, 1990). Estudios más recientes han 

encontrado diferencias estructurales en la conexión entre corteza infra límbica y la BLA en 

machos con respecto a las hembras, donde una longitud dendrítica mayor correlaciona con 

menos conductas de congelamiento (Gruene, Roberts, Thomas, Ronzio, & Shansky, 2015) 

e incluso la respuesta ante manipulaciones optogenéticas en circuitos relacionados con la 

ansiedad es diferencial en machos y hembras (Li, Nakajima, Ibañez-Tallon, & Heintz, 

2016). 

 

Estas diferencias también podrían deberse al papel de las hormonas gonadales en 

estructuras como el PVN y la pituitaria anterior (Maeng & Milad, 2015), en especial se han 

descrito que durante la adolescencia estas hormonas afectan de manera diferencial la 

respuesta ante estresores (Ariza, De Oliveira, & Franci, 2014), también se ha descrito que 

los altos niveles de progesterona aumentan los niveles de cortisol y por ende la reactividad 

ante el estrés e incluso la memoria de estos eventos (Ertman, Andreano, & Cahill, 2011). 

Sin embargo en pruebas de extinción de memoria los altos niveles de estrógeno mejoran el 

desempeño (Glover, Jovanovic, & Norrholm, 2015) en consonancia con estos datos en 

roedores la variación del ciclo estral en hembras modifica la conducta en el laberinto en 

cruz elevado, especialmente durante el proestro muestran mayores conductas tipo-ansiedad 

(Marcondes, Miguel, Melo, & Spadari-Bratfisch, 2001). Por otra parte hay una menor 

variación de estas  conductas en los machos lo cual se ha vinculado con efectos ansiolíticos 

o protectores de la testosterona (McLean, Asnaani, Litz, & Hofmann, 2011). En resumen, 
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en las hembras hay una mayor variación en la respuesta de estrés y en general muestran 

mayores conductas tipo ansiedad, como producto de múltiples factores hormonales y de 

desarrollo en comparación con los machos, los cuales muestran resistencia ante los 

estresores. Sin embargo, aún falta investigación que complete el cuadro de factores que 

influyen en estas diferencias. 

         2.1.3 Evaluación de conductas tipo-ansiedad en roedores 

Para evaluar este rango de conductas antes descritas en modelos animales se han validado 

diversas pruebas, como puede observarse en la Figura 2, donde la evaluación de estrés 

incluye la medición de glucocorticoides en plasma y medidas fisiológicas del ritmo 

cardíaco, la respiración y la temperatura. Las conductas tipo-miedo se evalúan usando dos 

paradigmas: el condicionamiento al miedo y el sobresalto potenciado. Finalmente para 

evaluar las conductas tipo-ansiedad existe un amplio número de pruebas, de entre las que 

destacan aquellas que se basan en la etología, como las usadas en esta investigación 

(Calhoon & Tye, 2015). Tanto campo abierto como el laberinto elevado en cero son 

pruebas que aprovechan la tendencia natural de los roedores para evitar explorar espacios 

abiertos, novedosos e iluminados donde podrían ser más vulnerables a las amenazas 

ambientales. Por lo general en estas tareas los roedores con un fenotipo ansioso tienden a 

pasar más tiempo en las zonas cerradas u oscuras de la prueba en comparación con los 

controles, en ambas la exposición a la prueba dura 5 minutos y se compara el tiempo que 

pasan en los espacios abiertos “no seguros” con respecto a los espacios cerrados “seguros” 

(Belzung & Griebel, 2001; Cryan & Holmes, 2005). Cabe destacar que ambas pruebas 

(campo abierto y laberinto elevado cero) están ampliamente validadas tanto en 
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investigación con estrés como en investigación con ansiolíticos (Blanchard & Blanchard, 

2008; Ennaceur, 2014; Tatem et al., 2014) 

 

 

Figura 2. Pruebas conductuales para la evaluación de conductas tipo-miedo, estrés y tipo-ansiedad en 

roedores. Imagen modificada de Calhoon & Tye, 2015. 

 

A razón de este estudio particular, en el laberinto elevado en cero (EZM por sus siglas en 

inglés) los ratones “ansiosos” evitan los brazos abiertos del laberinto y tienen una 

preferencia por los brazos cerrados. En la prueba de campo abierto (OFT por sus siglas en 

inglés), los animales “ansiosos” permanecen más tiempo en las orillas del área respecto al 

control y hay una disminución en la movilidad en general (Sestakova et al., 2013). 
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         2.1.4  El papel de la amígdala en la respuesta de ansiedad 

Las conductas tipo-ansiedad se despliegan en gran medida por circuitos que incluyen a la 

amígdala, estructura que está constituida por el complejo basolateral (BLA), el grupo de 

células intercaladas (ITC, por sus siglas en inglés) y CeA (Ehrlich et al., 2009; Roozendaal 

et al., 2009). La amígdala es un relevo en el procesamiento de información y recibe 

entradas sensoriales (talamo y corteza sensorial) a través de BLA (Pape & Pare, 2010; 

Schiller, Levy, Niv, LeDoux & Phelps, 2008), además de mantener una comunicación 

bidireccional con el hipocampo ventral y con regiones de la corteza prefrontal en humanos 

y corteza infralimbica y prelimbica en el caso de los roedores (Ledoux & Ledoux, 2000; 

LeDoux & Pine, 2016). Por esta conectividad que mantiene entre áreas sensoriales y áreas 

de información  contextual como el hipocampo es que la amígdala está involucrada en la 

adquisición, almacenamiento y expresión de las conductas relacionadas a estímulos con 

valencia emocional (Janak & Tye, 2015). En general se ha descrito que BLA está más 

involucrada en la adquisición y aprendizaje de estímulos aversivos mientras que a CeA se 

le atribuye un papel en la expresión de conducta, al ser un núcleo de proyección hacia 

núcleos ubicados en el tronco encefálico y el hipotálamo (Duvarci & Pare, 2014; Gafford & 

Ressler, 2015; Martin, Ressler, Binder & Nemeroff, 2009) (Figura 3). 
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Figura 3. Principales proyecciones de la amígdala hacia núcleos del tronco cerebral y del hipotálamo así 

como los efectos conductuales y fisiológicos asociados a estas proyecciones. Modificado de Martin et al., 

2009. 

 

La evidencia que respalda el papel de la amígdala central en la expresión de las conductas 

tipo ansiedad es muy variada. Los estudios con lesión han descrito deficiencias en la  

expresión de estas conductas en la CeA (Roozendal, Koolhaas & Bohus, 1991). Mientras 

que estudios más recientes han encontrado que una infusión intraamigdalina de CRH o 

PACAP promueve un aumento de conductas como la evitación inhibitoria y congelamiento, 

así como una reducción de estas conductas con una administración de antagonistas de los 

receptores CRH1 (Cho et al., 2012; Stamatakis et al., 2014). También se ha descrito que la 

actividad de CRH  en CeA es necesaria para modular la adquisición y retención en ensayos 

de condicionamiento al miedo (Pitts & Takahashi, 2011). En relación al estrés se ha 

observado que 2 horas de estrés agudo por inmovilización en ratas son suficientes para 

provocar un aumento de corticosterona (CORT) y Glutamato en la amígdala así como 

cambios plásticos (crecimiento de las dendritas y espinogénesis) y estos cambios 

correlacionan con los datos conductuales del laberinto en cruz elevado (Roozendaal et al., 

2009). Otros estudios han descrito que la actividad en CeA y BNST correlaciona con la 
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generalización de conductas tipo-ansiedad y con otros trastornos como las adicciones 

(Gilpin, Herman & Roberto, 2015; Partridge et al., 2016). Mientras que estudios con 

primates han encontrado que la sobreexpresión de CRF en amígdala aumenta su actividad y 

la expresión de conductas tipo-ansiedad (Kalin et al., 2016). 

 

Por otro lado se sabe que los pacientes con daño amigdalino muestran déficits en la 

percepción del significado emocional ante caras de miedo y ante voces con tono emocional 

(Ledoux & Ledoux, 2000), mientras que pacientes con depresión o ansiedad muestran una 

mayor hiperactividad de la amígdala ante las mismas tareas (Martin et al., 2009). Por 

último, estudios más recientes han diferenciado que la actividad de la  CeA y el BNST son 

un índice de un estado sostenido de ansiedad  (Herrmann et al., 2016) y en conjunto tanto 

los datos experimentales como los clínicos han encontrado correlaciones entre los cambios 

estructurales y funcionales de la amígdala con cambios conductuales y con trastornos 

emocionales como la ansiedad generalizada y la depresión (Janak & Tye, 2015).   

 

      2.2 El rol del Polipéptido Activador de la Adenilato Ciclasa de la Pituitaria anterior 

(PACAP) en estrés y la ansiedad  

 

Hasta aquí hemos descrito las respuestas que despliega un organismo ante estímulos 

ansiogénicos y los  múltiples mediadores químicos que subyacen a estas. Recientemente la 

investigación en estrés y ansiedad se ha enfocado en PACAP debido a que en poblaciones 

psiquiátricas con trastornos relacionados con el estrés este péptido se encuentra a altas 

concentraciones en sangre (> 20pM) (Hammack & May, 2015; Shen, Gehlert & Collier, 

2013). PACAP es un neuropéptido descubierto en 1989 que pertenece a la familia de 
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secretina / glucagón y en principio se aisló a partir de células de la pituitaria anterior donde 

se observó que  tiene la función de estimular la acumulación de AMP cíclico (segundo 

mensajero) en neuronas y recientemente se encontró que también en astrocitos (Figiel & 

Engele, 2000; Iemolo, Seiglie, Blasio, Cottone & Sabino, 2016; Shen et al., 2013; Telegdy 

& Adamik, 2015). A partir del precursor (PRP) de este polipéptido se generan 2 formas 

bioactivas: el PACAP 38 y el PACAP 27 (38 o 27 aminoácidos, respectivamente). Sin 

embargo, el PACAP38 aparece aproximadamente de 10 hasta 100 veces más abundante en 

la mayoría de tejidos incluyendo el sistema nervioso central (Iemolo et al., 2016; Walker, 

Sundrum & Hay, 2014). Además está estrechamente relacionado con el Péptido Vasoactivo 

Intestinal (VIP) (68% de homología en la secuencia de aminoácidos) (Hashimoto et al., 

2011). La estructura primaria tanto de VIP como de PACAP ha sido muy bien conservada 

en vertebrados, incluyendo mamíferos, aves, reptiles, anfibios y peces (Li, Nakamachi & 

Arimura, 2006). Se expresa en una gran variedad de órganos y sistemas que van desde el 

sistema cardiovascular, el sistema respiratorio, las glándulas adrenales, la tiroides, las 

gónadas, el tracto gastrointestinal, el páncreas, células del sistema inmune, el sistema 

nervioso, entre otros (Jolivel et al., 2009). Y por lo tanto ejerce efectos pleiotrópicos que 

incluyen la vasodilatación, la broncodilatación, la activación de la motilidad intestinal, el 

aumento de la insulina y la secreción de histamina, la modulación inmune y el control de la 

liberación de neurotransmisores (Kormos & Gaszner, 2013; Rudecki & Gray, 2016; Tanida 

et al., 2010) 

 

          2.2.1 Efectos fisiológicos 

Las células del sistema nervioso central que lo expresan están ampliamente distribuidas en 

todo el encéfalo, pero de manera más específica PACAP está presente en numerosas áreas 
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del prosencéfalo relacionadas con el estrés, como el septum lateral, la amígdala central 

(CeA) y basolateral (BLA) y el BNST (Figura 4) (Hammack et al., 2010; Li, Nakamachi, & 

Arimura, 2006; Missig et al., 2014). 

 

Figura 4. Localización de células (●) y fascículos (-) que expresan  PACAP. Acb: núcleo accumbens ; Amb: 

núcleo ambiguo; Amy: amígdala; AP: pituitaria anterior; Arc: núcleo arqueado del hipotálamo; BST: núcleo 

de la estría terminal; C: cerebelo; CC: cuerpo calloso; Cput: caudado putamen; Cx: corteza cerebral; DBB: 

banda diagonal de Broca; DMH: núcleo dorsomedial del hipotálamo; DR: núcleo del rafe dorsal; Hi: 

hipocampo; Hpt:  hipotálamo; IL: lóbulo intermedio de la hipófisis; LC: locus coeruleus; LRN: núcleo 

reticular lateral; ME: eminencia media; NL: neuro hipófisis; NST: núcleo del tracto solitario; OB: bulbo 

olfatorio; PAG: sustancia gris periacueductal; PBN: núcleo parabraquial; PVN: núcleo paraventricular del 

hipotálamo; S: septum; SC: núcleo supraquiasmatico; SN: sustancia nigra; SON: núcleo supraóptico; Th: 

tálamo; VL: núcleo ventrolateral del tálamo; VM: núcleo ventromedial del tálamo; VMH: núcleo 

ventromedial del hipotálamo; VPM: núcleo talámico ventroposteromedial. Imagen modificada de Vaudry et 

al., 2013. 

 

PACAP se encuentra contenido en gránulos neurosecretores y se libera desde estos sitios 

antes descritos para unirse a 3 receptores: VPAC1, VPAC2 y PAC1. Los primeros 2 tienen 

afinidad tanto para VIP como para PACAP, mientras que el PAC1 es especifico a PACAP, 

y se caracteriza por ser un receptor metabotrópico de 7 dominios trasmembranales acoplado 

a proteínas Gαs o Gαq, lo que lleva a la producción de AMP cíclico y a la actividad de la 

fosfolipasa C respectivamente (Dickson & Finlayson, 2009; Hazama et al., 2014). En el 



18 
 

cerebro de los roedores y los primates, estos receptores se localizan en altas 

concentraciones en estructuras como el bulbo olfatorio, la corteza cerebral, el septum 

lateral, el hipocampo, el tálamo, el PVN, la sustancia negra, el BNST y la amígdala 

(Vaudry et al., 2009). 

Una de las primeras evidencias de las acciones de PACAP fue descubrir que su presencia 

en PVN incrementa la síntesis y liberación de CRH en el PVN (Agarwal, Halvorson, & 

Legradi, 2005) y se han descrito resultados similares en otras áreas del cerebro que también 

expresan CRH, como lo son la amígdala y el BNST (Iemolo et al., 2016; Lezak et al., 2014; 

Meloni, Venkataraman, Donahue & Carlezon, 2016), estos mismos estudios además 

reportan un incremento en los niveles de corticosterona, por lo que la actividad de este 

polipéptido desencadena la respuesta del eje HPA manteniendo la secreción sostenida de 

CRH en el sistema nervioso en específico en áreas donde se coexpresa PAC1 Y CRH1 

(Lezak et al., 2014; Stroth, Liu, Aguilera & Eiden, 2011). Además de mejorar la liberación 

de glucocorticoides, la administración central de PACAP también puede conducir a la 

activación simpática (Stroth, Holighaus, Ait-Ali & Eiden, 2011). Esto es posible ya que el 

PACAP también se encuentra en las neuronas simpáticas preganglionares de la médula 

espinal toracolumbar, y el efecto de PACAP en estas neuronas estimula la síntesis y 

liberación de catecolaminas suprarrenales (Eiden, 2013). Recientemente se han descrito que 

PACAP en CA1 y BLA es capaz de modular tanto la consolidación de la memoria de 

miedo como su extinción a través de su interacción con receptores tipo NMDA a través de 

procesos mediados por la proteína quinasa A (PKA) y proteína quinasa C (PKC) (Schmidt 

et al., 2015). Y en la línea de evidencia que demuestra que CRH en la amígdala es 

necesario para la consolidación y expresión de conductas tipo-ansiedad (Pitts & Takahashi, 
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2011; Shepard, Barron, & Myers, 2000, 2003), se ha descrito que PACAP modula tanto 

CRH como las sinapsis glutamatérgicas en los circuitos intraamigdalinos (Cho et al., 2012). 

Estos efectos de PACAP sobre el estrés y las conductas tipo-ansiedad, son complementados 

por estudios donde han observado que la exposición a estresores crónicos incrementan los 

niveles de PACAP y del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en 

inglés) en estructuras como el BNST (Hammack et al., 2009) y por el contrario en estudios 

con ratones knockout de PAC1, han descrito una reducción de la expresión de Delta FosB, 

un factor de transcripción, en áreas del sistema límbico como la amígdala y del tronco 

encefálico, lo que implica una menor trascripción génica en estas areas (Kormos et al., 

2016) y una reducción en la liberación de corticosterona (Lehmann, Mustafa, Eiden, 

Herkenham, & Eiden, 2013).  

           2.2.2 Efectos conductuales 

La exploración de los efectos de PACAP en la conducta se pueden diferenciar en dos líneas 

de investigación: los estudios en ratones deficientes PACAP o de su receptor principal 

(PAC1) y por otra parte, los estudios de los efectos de una administración exógena de 

PACAP. En torno a los primeros estudios Gaszner y colaboradores (2012) describieron el 

fenotipo conductual de ratones deficientes de PACAP y encontraron que estos ratones 

muestran un incremento en la  movilidad en el campo abierto respecto al control, así como 

un aumento en las conductas tipo depresión evaluadas por medio del nado forzado, donde 

estos ratones  pasan más tiempo inmóviles respecto al control. Adicionalmente estos 

ratones muestran una reducción en conductas tipo ansiedad evaluadas por medio de los 

paradigmas de enterramiento de canicas y de preferencia de luz/oscuridad. Este perfil 

conductual correlaciona con menores niveles de glucocorticoides en hipocampo así como  
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un aumento en la expresión de c-fos en el BNST, el PVN y en la amígdala después de 30 

min de la administración de PACAP lo que sugiere que esté activa las neuronas de estos 

núcleos y promueve la transcripción génica (Gaszner et al., 2012).  

 

En esta misma línea de investigación se han descrito que estos ratones muestran conductas 

de salto e hiperactividad en el campo abierto, y menores conductas tipo-ansiedad en el 

laberinto en cruz elevado, a su vez hay una reducción de los metabolitos de la serotonina en 

la corteza y el estriado, lo que sugiere una respuesta del sistema serotoninérgico reducida 

(Hashimoto et al., 2001). Estos ratones deficientes de PACAP cuando son sometidos a 

estrés crónico no desarrollan conductas tipo-depresivas ni conductas tipo-ansiedad respecto 

a los controles evaluadas mediante pruebas de nado forzado, interacción social, campo 

abierto y laberinto en cruz elevado, además de presentar niveles bajos de CRH y 

corticosterona (Lehmann et al., 2013; Otto et al., 2001). 

En lo que respecta a la evidencia de los efectos conductuales de la administración de 

PACAP algunos estudios muestran que la administración de 150/pmol de manera 

intracerebroventricular (icv) es suficiente para provocar un aumento en conductas tipo-

ansiedad como  las conductas de aseo y las sacudidas de pero mojado, incluso con una 

dosis menor (100/pmol) también se han descrito aumentos en conductas tipo-ansiedad 

evaluadas mediante el laberinto elevado en cruz (Agarwal et al., 2005; Iemolo et al., 2016). 

Un estudio reciente ha descrito que la dosis de 100/pmol de PACAP aumenta la reactividad 

ante los estresores ambientales (Meloni et al., 2016). Investigaciones más recientes han 

observado que la administración (icv) de 100/pmol de PACAP no solo influye en la 

ansiedad sino también interrumpe la ejecución en la prueba de auto estimulación 
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intracraneal (ICSS) y la tarea de tiempo de reacción de 5 opciones (5CSRTT), tareas usadas 

para evaluar la motivación y la atención respectivamente (Donahue, Venkataraman, 

Carroll, Meloni & Carlezon, 2016). Para concluir con los estudios de administraciones 

intracerebroventriculares, se ha descrito que PACAP  mimetiza las conductas tipo-

depresivas evaluadas en el test de preferencia de sacarina y el nado forzado (Seiglie, Smith, 

Blasio, Cottone & Sabino, 2015). 

Por otra parte la administración en el PVN o en el núcleo central de la amígdala (CeA) 

disminuye la actividad motora (Missig et al., 2014; Norrholm, Das, & Légrádi, 2005), 

mientras que la administración en el núcleo de la cama de la estría terminal (BNST, por sus 

siglas en inglés) produce un aumento en conductas tipo ansiedad evaluadas mediante el 

laberinto en cruz elevado y un aumento en las respuesta de sobresalto evaluadas mediante 

el condicionamiento al miedo (Dore et al., 2013; Hammack et al., 2009). Se ha observado 

que la  administración en la amígdala central (CeA) provoca cambios de conductas activas 

a pasivas frente a estímulos estresores (Legradi et al., 2007). Si bien se han evaluado los 

efectos conductuales que tiene el PACAP en estructuras relevantes para las respuestas de 

estrés, los estudios no son concluyentes dada la variedad de efectos que tiene este 

polipéptido sugiriendo la necesidad de evaluaciones más comprensivas de los efectos 

conductuales. 
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3. Justificación  

Se estima que la prevalencia de los trastornos relacionados con el estrés (entre los que se 

incluyen; las fobias, el trastorno de estrés postraumático y los trastornos de ansiedad) en la 

población adulta  es del 18% con una prevalencia de por vida de más del 28% a nivel 

mundial (Calhoon & Tye, 2015) siendo las mujeres la población más afectada. Sin 

embargo, siguen sin ser suficientemente claros los sistemas de neurotransmisión que 

subyacen al desarrollo de estos trastornos y esto se ha traducido en deficiencias en el 

tratamiento farmacológico para estas afecciones. Por lo cual, es necesario el estudio 

sistemático de los mediadores químicos que se ven alterados en personas que sufren de 

estos trastornos. Diversos estudios sugieren que el aumento en la expresión del polipéptido 

activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria anterior  (PACAP) se correlaciona con el 

desarrollo de trastornos relacionados con el estrés. Por lo cual conocer el papel de este 

polipéptido en la respuesta de estrés entre sexos, en un modelo animal, es relevante para 

dilucidar donde reinciden las diferencias y qué papel juega PACAP con respecto a los 

mediadores clásicos de estrés. 
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4. Objetivos 

      4.1 General 

Evaluar el efecto de la administración de PACAP en la amígdala central sobre conductas 

tipo ansiedad en ratas machos y hembras adultas. 

 

      4.2 Específicos 
 

Conocer sí la administración de PACAP en la amígdala central afecta las conductas de 

congelamiento, evitación y exploración. 

Comparar los efectos conductuales en machos y hembras de la administración de PACAP 

en la amígdala central. 

Observar si la administración de PACAP en la amígdala central tiene efectos duraderos 

sobre la conducta. 

 

5. Hipótesis General 

La administración de PACAP en amígdala central (CeA) incrementará la expresión de 

conductas tipo-ansiedad en ratas machos y hembras adultas.  

 

Especificas 

La administración de PACAP en amígdala central (CeA) tendrá un efecto diferencial en 

ratas machos y hembras adultas. 

La administración de PACAP en amígdala central (CeA) tendrá un efecto a largo plazo en 

las conductas tipo-ansiedad en ratas machos y hembras adultas. 
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6. Método 

6.1 Sujetos  

Se emplearon un total de 34 ratas de la cepa Wistar (18 hembras y 16 machos), las cuales 

pesaban entre 300 a 350 gramos al momento de llegar al bioterio de la Facultad de 

Psicología ubicado en el edificio B, planta baja. Se alojaron en cajas comunales (4 sujetos 

por caja) y se mantuvieron en un ciclo luz / oscuridad de 12:12 horas (las luces se 

encendían a las 8:00 a.m.), con alimento y agua disponibles ad libitum. Las ratas fueron 

manipuladas diariamente durante una semana antes de los procedimientos experimentales, 

los cuales se realizaron bajo los estándares de la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-

ZOO-1999 de especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales 

de laboratorio. 

 

        6.2 Cirugía estereotáxica 

Para la cirugía estereotáxica se usó Pentobarbital sódico (25 mg/kg) como anestésico 

general administrado por vía intraperitoneal, Lidocaína (0.1 mg) como anestésico local y 

Atropina  (0.2 mg/kg) como protector vagal para reducir las secreciones salivales y 

bronquiales así como para aumentar la frecuencia cardíaca. Se colocaron cánulas guía de 

acero inoxidable calibre 24 bilateralmente en el núcleo central de la amígdala (CeA), bajo 

las coordenadas: 2.4 a 2.6 mm Anteroposterior (AP) desde Bregma, ± 4.4 a 4.5 mm. Lateral 

Medial (LM) y 5.5 a 5.6 mm   Dorsal Ventral (DV) desde la superficie craneal (Paxinos & 

Watson, 2007). Las cánulas se sujetaron al cráneo con dos tornillos de acero inoxidable  y 

cemento dental (R5V) y temporalmente ocluidos con una cánula falsa, las cuales se 

cambiaron diariamente para evitar que se taparan.  
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Después de la cirugía, se inyectó diclofenaco (5 mg / kg) por vía intramuscular para 

minimizar el dolor postquirúrgico y la inflamación. Antes de las evaluaciones conductuales 

se dejaron pasar 7 días de recuperación post quirúrgica durante los cuales se manipulaban y 

se cambiaban las cánulas falsas diariamente,  los últimos 3 días de cuidados post cirugía se 

utilizó una tela para sujetar a las ratas y se habituaran al procedimiento de infusión. Las 

ratas se asignaron en cuatro grupos: dos grupos control (machos y hembras) y dos grupos 

experimentales (machos y hembras).  

 

        6.3 Fármacos 

A los grupos control se les infundió solución salina estéril (100pmol), mientras que a los 

grupos experimentales se les infundió PACAP 1-38 (Tocris, Bristol, UK), diluido en 

solución salina estéril que contenía albúmina de suero bovino al 0.05% por medio de una 

cánula de administración calibre 31 de acero inoxidable que se colocó a 2.0 mm por debajo 

de la cánula guía, conectada a una micro jeringa Hamilton de 10 microlitros impulsada por 

una bomba de micro infusión marca Harvard Apparatus No. 70-4507. La cantidad de 

PACAP infundido fue de 100 pmol diluido en 1 μl de vehículo a una tasa de 1 μl / min. La 

cánula de infusión permaneció insertada durante 1 minuto después de la inyección para 

evitar el reflujo y para permitir la difusión del péptido. Después de esto la cánula interna 

fue retirada, el animal fue puesto en su caja hogar por 30 minutos y posteriormente pasaron 

a las pruebas conductuales. 

 

  6.4 Evaluación Conductual 

Todas las evaluaciones conductuales se realizaron durante el período de luz del ciclo entre 

las 10:00 y  las 14: 00 horas y el comportamiento de los animales fue grabado en video con 
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cámaras marca Microsoft HD-3000 en formato MP4 para su posterior análisis. Las pruebas 

conductuales elegidas fueron:  

 

1. Campo abierto que permite evaluar la exploración de ambientes novedosos, la 

actividad locomotora general y conductas asociadas con la ansiedad producto de la 

novedad del entorno,  desprotegido e  iluminado, como lo son el acicalamiento y el 

congelamiento.  

2. Laberinto en cero elevado que permite observar conductas relacionadas con la 

ansiedad  y en el cual el animal tiene la opción de pasar tiempo en los brazos 

abiertos y sin protección o en los brazos cerrados y protegidos.  

 

Todos los animales fueron evaluados en ambas pruebas conductuales, las cuales fueron 

contrabalanceadas para evitar que la seriación de las pruebas fuera una variable que 

influyera en la respuesta. Se realizó una primera evaluación inmediata a la administración 

farmacológica y una segunda evaluación 5 días después con el objetivo de observar si los 

efectos eran agudos o persistían en el tiempo. Todas las especificaciones técnicas así como 

la descripción de las conductas a observar se describen a continuación para cada una de las 

pruebas conductuales. 

 

   6.4.1Campo Abierto 

Consiste en una caja de acrílico de 98 cm de largo, 100 cm de ancho y 50 cm de altura, 

cuya superficie se dividió en 16 cuadrantes de iguales dimensiones y se ilumino con luz 

amarilla de 23 watts (Figura 5). La prueba comienza colocando el sujeto al centro del área 

durante 5 minutos después de los cuales se limpia el área con un desinfectante general para 
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reducir los olores presentes. Dentro de esta prueba se consideraron los siguientes 

parámetros conductuales a observar: 

 

Tiempo de permanencia en el centro y en la periferia. 

Cruces: 50% o más del cuerpo del animal cruza por un cuadrante. Se registraron los cruces 

en la periferia y en el centro del campo abierto. 

Erguimiento: Elevación sobre sus cuartos traseros. 

Acicalamiento: movimiento de los cuartos delanteros y traseros auto dirigidos. 

Congelamiento: ausencia total de movimiento mayor a 2 segundos. 

 

Figura 5. Campo abierto. Esquema representativo donde se delimitan los cuadrantes del centro y la periferia 

(Derecha), caja de campo abierto con la iluminación  utilizada en las evaluaciones perteneciente al 

Laboratorio de Neuropsicofarmacología y Estimación Temporal (Izquierda). 

 

    6.4.2 Laberinto Cero Elevado 

El laberinto tiene una superficie opaca y de color azul oscuro con un diámetro exterior de 

(116, 8 cm),  tiene un par de brazos abiertos y un par de brazos cerrados que se encuentran 

opuestos entre sí,  las paredes de los brazos cerrados tienen una longitud de 20.5 cm. y la 

elevación desde el suelo es de 64 cm. Con una iluminación de luz blanca de 60 watts 
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(Figura 6).  La prueba comienza colocando al sujeto al centro de alguno de los brazos 

cerrados por 5 minutos después de los cuales se limpia el área para reducir los olores 

presentes. Para esta prueba se consideraron los siguientes parámetros a observar:  

 

Tiempo de permanencia en segundos en brazos abiertos. 

Número de entradas a brazos abiertos. 

Evaluación del riesgo: la cabeza o dos patas del animal están  fuera de alguno de los brazos  

Cerrados y explora hacia el brazo abierto.  

 

 

Figura 6. Laberinto Cero Elevado. Esquema representativo donde se indican los brazos abiertos y cerrados 

(Derecha). Foto de laberinto elevado perteneciente al Laboratorio de Neuropsicofarmacología y Estimación 

Temporal (Izquierda). 

 

    6.5 Verificación de colocación de cánulas 

Al concluir con las evaluaciones conductuales se prosiguió a la obtención de cerebros de 

todos los animales mediante perfusión intracardiaca con paraformaldehído al 4% en agua 

destilada. Se les administró Pentobarbital sódico (50mg/kg) por vía intraperitoneal como 

anestésico general y cuando las ratas estaban completamente sedadas se les administró 1 μl 
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de azul de metileno por cada sitio de canulación para verificar los sitios de inyección, una 

vez hecho esto se expuso la cavidad intracardiaca. Posteriormente se hizo pasar solución 

salina al 0.9% a través de una cánula colocada en el ventrículo izquierdo del corazón y una 

vez que salió toda la sangre, se hizo pasar paraformaldehído para la fijación del tejido. 

Posterior a la fijación, los cerebros fueron sacados del cráneo y dejados en post fijación con 

paraformaldehido, para posteriormente hacer cortes coronales en vibratomo y verificar los 

sitios de inyección, tomando como referencia el atlas de coordenadas estereotáxicas para 

cerebro de rata  de Paxinos y Watson (Paxinos & Watson, 2007). Los animales en los 

cuáles las cánulas no quedaron colocadas en CeA fueron excluidos del análisis estadístico. 

Abajo puede observarse el esquema general del experimento completo (Figura 7). 

 

 

 

Figura 7. Esquema representativo de la manipulación experimental a la que se sometieron los sujetos. 

 

              6.6 Análisis estadístico 

Se utilizó el software SigmaPlot 11.0 para realizar todos los análisis estadísticos. Tanto 

para la comparación de las conductas realizadas en el laberinto cero elevado como en el 

campo abierto se realizó un ANOVA  de dos vías, teniendo como factores al sexo (hembras 
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o machos) y al tratamiento (sham o PACAP) para la primera evaluación. De igual forma, 

para la comparación de ejecución en la segunda evaluación, se realizó un ANOVA de dos 

vías con los mismos factores antes mencionados. Las comparaciones post-hoc se llevaron a 

cabo con el test de Tukey. 

 

Para comparar la ejecución entre la primera y segunda evaluación en las pruebas 

conductuales antes mencionadas, se realizó una prueba T de student para muestras 

relacionadas para cada uno de los grupos (sham hembras, PACAP hembras, sham machos y 

PACAP machos) que tenían una distribución normal o una prueba no paramétrica de rangos 

con signo de Wilcoxon para las distribuciones que no pasaron la prueba de normalidad. 
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7. Resultados 

7.1 La administración de PACAP en CeA induce conductas tipo-ansiedad en 

machos y hembras evaluadas en laberinto cero elevado.  

Los animales a los que se les administro PACAP mostraron una reducción en el tiempo que 

pasaron en los brazos abiertos en comparación a los grupos sham, por lo tanto se vio un 

efecto del tratamiento (F [3,34]= 17.558, p<0.050) lo cual fue consistente en la segunda 

evaluación (F [3,34]= 13.892, p<0.050). Las comparaciones post-hoc mostraron diferencias 

significativas en la ejecución de las ratas PACAP hembras y PACAP machos con sus 

respectivos grupos sham como puede verse en la figura  8A y 8B. Sin diferencias 

significativas entre sexo, tampoco se observaron cambios significativos intra grupo al 

comparar la ejecución de la primera evaluación con la segunda. 
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Figura 8. Tiempo en los brazos abiertos del laberinto cero elevado. En el panel A se muestra la comparación 

en la primera evaluación entre los cuatro grupos: Sham H (n=9) (negro), PACAP H (n=9) (rojo), Sham M 

(n=8) (azul), PACAP M (n=8) (verde). Se observa un efecto del tratamiento, que es consistente en la segunda 

evaluación como puede observarse en el panel B. En el panel C se pueden observar las comparaciones intra 

grupo entre la primera (1) y segunda (2) evaluación. H (Hembras), M (Machos). Las diferencias 

significativas se representan con el  signo: * (p<0.050). 

 

En relación a las entradas a brazos abiertos,  en la primera evaluación se observó un efecto 

del tratamiento (F [3,34]= 6.994, p<0.050) y las comparaciones post-hoc mostraron 

diferencias entre el grupo sham hembras y PACAP hembras, donde este último grupo tuvo 

un menor número de entradas hacia el brazo abierto, esta reducción se mantuvo en la 

segunda evaluación (F [3,34]= 11.530, p<0.050) con diferencias entre el grupo sham 

hembras y PACAP hembras y entre el grupo sham machos y PACAP machos de acuerdo a 

la comparación post-hoc, como se observa en la figura 9. No se encontraron cambios 

significativos entre la primera y segunda evaluación en ninguno de los grupos.  
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Figura 9. Cruces hacia los brazos abiertos del laberinto cero elevado. En el panel A se muestran las 

diferencias en la primera evaluación entre los cuatro grupos: Sham H (n=9) (negro), PACAP H (n=9) (rojo), 

Sham M (n=8) (azul), PACAP M (n=8) (verde). Solo se observa efecto del tratamiento en hembras. En el 

panel B se ve la comparación en la segunda evaluación con un efecto del tratamiento en machos y hembras. 

El panel C muestra las comparaciones intra grupo entre la primera (1) y segunda (2) evaluación. H 

(Hembras), M (Machos). Las diferencias significativas se representan con el  signo: * (P<0.050). 

 

7.2 La administración de PACAP en CeA disminuye la actividad de evaluación de 

riesgo en hembras.  

Las comparaciones de la frecuencia de evaluación de riesgo mostraron una interacción 

estadísticamente significativa entre el factor sexo y tratamiento (F [3,34]= 6.209, p<0.050), 

las comparaciones post-hoc mostraron que estas diferencias significativas se dieron entre el 

grupo sham hembras y PACAP hembras y entre los grupos sham hembras y sham machos,  

donde se observó que el grupo sham hembras tiene una mayor frecuencia en conductas de 

evaluación de riesgo, cabe destacar que estas diferencias no se mantuvieron en el tiempo, 

dado que no hubo cambios significativos en la segunda evaluación, como se puede observar 
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en la figura 10. La comparación entre primera y segunda evaluación no mostro diferencias 

entre ninguno de los grupos.  

 

Figura 10. Frecuencia de evaluación de riesgo en el laberinto cero elevado. En el panel A se observa la 

comparación en la primera evaluación entre los cuatro grupos: Sham H (n=9) (negro), PACAP H (n=9) 

(rojo), Sham M (n=8) (azul), PACAP M (n=8) (verde). Hubo diferencias significativas entre los grupos sham 

(hembras y machos) y entre los grupos sham hembras y PACAP hembras. En el panel B se ve la ejecución en 

la segunda evaluación entre los grupos y en el panel C se pueden observar las comparaciones intra grupo 

entre la primera (1) y segunda (2) evaluación. H (Hembras), M (Machos). Las diferencias significativas se 

representan con el  signo: * (P<0.050). 

 

En el tiempo invertido en conductas de evaluación de riesgo durante la primera evaluación 

hubo un efecto del tratamiento (F [3,34]= 12.157, p<0.050) y el análisis post-hoc mostro 

que la diferencia fue entre el grupo sham hembras y PACAP hembras, esta diferencia se 

mantuvo en la segunda evaluación (F [3,34]= 8.106, p<0.050)  y además se observaron 

diferencias entre sexos (F [3,34]= 6.428, p<0.050) entre los grupos sham hembras y sham 

machos de acuerdo a la prueba post-hoc. En concordancia con la frecuencia de estas 
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conductas también se observa que el grupo sham hembras invierte una mayor cantidad de 

tiempo en estas conductas de evaluación de riesgos. Por último también se observó una 

reducción significativa en el tiempo en la evaluación de riesgo del grupo sham machos 

entre la primera y segunda evaluación (t [1,9]= 3.392, p<0.050). Todo lo anterior se puede 

observar de manera gráfica en la figura 11. 

 

Figura 11. Tiempo de evaluación de riesgo en el laberinto cero elevado. En el panel A se muestra la 

comparación en la primera evaluación entre los cuatro grupos: Sham H (n=9) (negro), PACAP H (n=9) 

(rojo), Sham M (n=8) (azul), PACAP M (n=8) (verde). Hubo un efecto entre las hembras (sham y PACAP) 

consistente con la segunda evaluación como se ve en el panel B, también  hubo diferencias  entre los grupos 

sham (machos y hembras) solo en la segunda evaluación. En el panel C se pueden observar las 

comparaciones intra grupo entre la primera (1) y segunda (2) evaluación con diferencias en el grupo sham 

machos. H (Hembras), M (Machos).  Las diferencias significativas se representan con el  signo: * (P<0.050). 

 

7.3 La administración de PACAP en CeA disminuye la motricidad general en 

hembras. 
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En la primera evaluación se encontró una diferencia significativa entre el grupo PACAP 

hembras y sham hembras, donde se observa un aumento en el número de  cruces del grupo 

sham, estadísticamente hubo una interacción entre los factores sexo y tratamiento (F 

[3,34]= 5.872, p<0.050) estas diferencias solo se observan en la primera evaluación, 

mientras que en la segunda se observan un efecto del tratamiento (F [3,34]= 6.282, 

p<0.050) entre los grupos sham de acuerdo al análisis post-hoc como puede verse en la 

figura 12. 

 

Figura 12. Cruces totales en campo abierto. En el panel A se muestra la comparación en la primera 

evaluación entre los cuatro grupos: Sham H (n=9) (negro), PACAP H (n=9) (rojo), Sham M (n=8) (azul), 

PACAP M (n=8) (verde). Se observan diferencias entre los grupos de hembras (sham y PACAP) mientras que 

estas diferencias se anulan en la segunda evaluación como se ve en el panel B, además se observa una 

diferencia entre los grupos sham (machos y hembras) solo en la segunda evaluación. En el panel C se pueden 

observar las comparaciones intra grupo entre la primera (1) y segunda (2) evaluación. H (Hembras), M 

(Machos). Las diferencias significativas se representan con el  signo: * (P<0.050). 

 

 

 

7.4 La administración de PACAP en CeA no afecta el número de cruces y el 

tiempo que pasan los animales en el centro del campo abierto. 
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Por otra parte en las comparaciones del número de cruces en el centro de campo abierto no 

hubo ninguna diferencia significativa en la primera y segunda evaluación. Sin embargo, el 

grupo sham machos mostro un cambio estadísticamente significativo entre la primera y 

segunda evaluación  (t [1,9]= 2.727, p<0.050), esta comparación se puede observar en la 

figura 13C. 

 

Figura 13. Cruces por el centro del campo abierto. En el panel A se muestra la comparación en la primera 

evaluación entre los cuatro grupos: Sham H (n=9) (negro), PACAP H (n=9) (rojo), Sham M (n=8) (azul), 

PACAP M (n=8) (verde). En el panel B se muestran las comparaciones en la segunda evaluación entre los 

grupos y en el panel C se pueden observar las comparaciones intra grupo entre la primera (1) y segunda (2) 

evaluación, donde hubo una diferencia significativa en el grupo sham machos. H (Hembras), M (Machos). 

Las diferencias significativas se representan con el  signo: * (P<0.050). 

 

En la figura 14 se pueden observar las comparaciones efectuadas del tiempo que pasaron 

los animales en el centro del campo abierto y como puede verse no hay ninguna diferencia 

significativa, sin embargo, es notorio que  el grupo PACAP machos muestra un incremento 
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en el tiempo que pasa en el centro en la segunda evaluación respecto a su ejecución en la 

primera evaluación y respecto a los demás grupos. 

 

Figura 14. Tiempo en el centro del campo abierto. En el panel A se observa la comparación en la primera 

evaluación entre los cuatro grupos: Sham H (n=9) (negro), PACAP H (n=9) (rojo), Sham M (n=8) (azul), 

PACAP M (n=8) (verde), mientras que en el panel B se muestra la comparación en la segunda evaluación 

entre los grupos y en el panel C se pueden observar las comparaciones intra grupo entre la primera (1) y 

segunda (2) evaluación. H (Hembras), M (Machos). Las diferencias significativas se representan con el  

signo: * (P<0.050). 

 

7.5 La administración de PACAP en CeA aumenta la conducta exploratoria en 

machos y hembras. 

Al comparar  la frecuencia de la conducta de erguimiento entre los cuatro grupos del 

experimento no se encontraron diferencias significativas ni en la primera ni en la segunda 

evaluación. Sin embargo, como puede verse en la figura 15C  los grupos sham (machos y 

hembras) mostraron  una reducción significativa  en la frecuencia de esta conducta al 

comparar su propia ejecución en la primera evaluación con respecto a la segunda, con 
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valores de (t [1,9]= 3.180, p<0.050) para el grupo sham machos y para el grupo sham 

hembras un valor de (W= -21.000, p<0.050) en la prueba  de suma de rangos de Wilcoxon. 

 

Figura 15. Frecuencia de erguimiento en el campo abierto. En el panel A se muestra la comparación en la 

primera evaluación entre los cuatro grupos: Sham H (n=9) (negro), PACAP H (n=9) (rojo), Sham M (n=8) 

(azul), PACAP M (n=8) (verde) mientras que en el panel B se muestra la comparación en la segunda 

evaluación entre los grupos y en el panel C se pueden observar las comparaciones intra grupo entre la 

primera (1) y segunda (2) evaluación donde hubo diferencias en los grupos sham hembras y sham machos. H 

(Hembras), M (Machos).  Las diferencias significativas se representan con el  signo: * (P<0.050). 

 

Las comparaciones del tiempo de erguimiento en la primera evaluación mostraron un efecto 

diferencial del tratamiento con PACAP en machos y hembras (F [3,34]= 4.524, p<0.050), 

donde las hembras pasaron más tiempo en erguimiento que los machos, este efecto no se 

observó en la segunda evaluación, en la cual se observó que las hembras PACAP 

mantienen el tiempo de erguimiento elevado y los machos PACAP aumentaron el tiempo 

invertido en esta conducta de manera significativa respecto a su control (F [3,34]= 7.118, 

p<0.050) como puede observarse en la figura 16, donde también puede ver un efecto intra 
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grupo en el grupo sham machos que reduce su tiempo de erguimiento en la segunda 

evaluación en comparación a la primera de acuerdo a los valores de la prueba  de suma de 

rangos de Wilcoxon (W= -21.000, p<0.050).                                

 

Figura 16. Tiempo de erguimiento en campo abierto. En el panel A se observa la comparación en la primera 

evaluación entre los cuatro grupos: Sham H (n=9) (negro), PACAP H (n=9) (rojo), Sham M (n=8) (azul), 

PACAP M (n=8) (verde) donde hubo un efecto diferencial de PACAP en hembras y machos, pero esta 

diferencia no se sostiene en la segunda evaluación como se ve en el panel B, también se observa una 

diferencia entre los machos (sham y PACAP). En el panel C se muestran las comparaciones intra grupo entre 

la primera (1) y segunda (2) evaluación, donde se observa una diferencia en el grupo sham machos. H 

(Hembras), M (Machos). Las diferencias significativas se representan con el  signo: * (P<0.050). 
 
 

7.6 La administración de PACAP en CeA aumenta la conducta de congelamiento 

en hembras. 

En la figura 17 pueden verse las comparaciones de la frecuencia de congelamiento entre los 

cuatro grupos del experimento donde solo se observó una diferencia significativa en la 

primera evaluación entre los grupos de hembras (sham y PACAP) como efecto del 
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tratamiento  (F [3,34]= 16.743, p<0.050). Por otra parte también hubo un efecto intra grupo 

en el grupo sham hembras que aumentaron su frecuencia de congelamiento en la segunda 

evaluación (t [1,9]= -2.363, p<0.050) 

 

Figura 17. Frecuencia de congelamiento en campo abierto. En el panel A se muestra la comparación en la 

primera evaluación entre los cuatro grupos: Sham H (n=9) (negro), PACAP H (n=9) (rojo), Sham M (n=8) 

(azul), PACAP M (n=8) (verde) donde se ve una diferencia entre los grupos de hembras (sham y PACAP) 

pero esta diferencia no se sostiene en la segunda evaluación como se ve en el panel B. Por otra parte en el 

panel C se pueden observar las comparaciones intra grupo entre la primera (1) y segunda (2) evaluación con 

una diferencia en el grupo sham hembras. H (Hembras), M (Machos). Las diferencias significativas se 

representan con el  signo: *(P<0.050). 

 

Por otro lado en las comparaciones del tiempo de congelamiento en la primera evaluación 

se encontró un efecto tanto del tratamiento (F [3,34]= 24.228, p<0.050)  como del sexo (F 

[3,34]= 16.282, p<0.050), siendo las hembras PACAP las que pasan más tiempo en 

congelamiento respecto al grupo hembras sham  y respecto al grupo machos PACAP como 

puede verse en la figura 18. Sin embargo, en la segunda evaluación ya no se encontraron 



42 
 

diferencias en el grupo de hembras y solo hubo diferencias entre el grupo hembras PACAP 

con machos PACAP (F [3,34]= 5.805, p<0.050).  Por último se encontró una diferencia 

estadísticamente significativa en el grupo sham hembra entre la primera y segunda 

evaluación  (t [1,9]= -2.386, p<0.050) donde se observa un aumento en el tiempo invertido 

en la conducta de congelamiento.  

 

Figura 18. Tiempo de congelamiento en campo abierto. En el panel A se ve la comparación en la primera 

evaluación entre los cuatro grupos: Sham H (n=9) (negro), PACAP H (n=9) (rojo), Sham M (n=8) (azul), 

PACAP M (n=8) (verde)se encontró una diferencia tanto en los grupos de hembras (sham y PACAP) como 

entre los grupos PACAP (hembras y machos), esta última se mantiene en la segunda evaluación como se 

puede observar en el panel B. Por último en el panel C se pueden observar las comparaciones intra grupo 

entre la primera (1) y segunda (2) evaluación, que muestra una diferencia en el grupo sham machos. H 

(Hembras), M (Machos). Las diferencias significativas se representan con el  signo: * (P<0.050). 

 

7.7 La administración de PACAP en CeA no tiene efectos sobre las conductas de 

afrontamiento al estrés. 
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El último comportamiento que se comparó fue el acicalamiento tanto frecuencia como 

tiempo.  En cuanto a la frecuencia fue muy similar entre los cuatro grupos en la primera 

evaluación, mientras que en la segunda evaluación se ve una reducción de la frecuencia en 

el grupo machos sham y un aumento en la frecuencia de acicalamiento en el grupo machos 

PACAP sin ser estadísticamente significativo respecto a los demás grupos. Todas estas 

comparaciones pueden verse en la figura 19. 

 

Figura 19. Frecuencia de acicalamiento en campo abierto. En el panel A se muestra la comparación en la 

primera evaluación entre los cuatro grupos: Sham H (n=9) (negro), PACAP H (n=9) (rojo), Sham M (n=8) 

(azul), PACAP M (n=8) (verde). Mientras que en el panel B se observa la comparación en la segunda 

evaluación entre los grupos y en el panel C se pueden observar las comparaciones intra grupo entre la 

primera (1) y segunda (2) evaluación. H (Hembras), M (Machos). Las diferencias significativas se 

representan con el  signo: * (P<0.050). 

 

En las comparaciones del tiempo de acicalamiento no se encontraron diferencias 

significativas en ninguna de las evaluaciones realizadas, sin embargo, en la primera y 
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segunda evaluación puede verse que los grupos tratados con PACAP (machos y hembras) 

pasan mayor tiempo en acicalamiento como se puede ver en la figura 20. 

 

Figura 20. Tiempo de acicalamiento en campo abierto. En el panel A se muestra la comparación en la 

primera evaluación entre los cuatro grupos: Sham H (n=9) (negro), PACAP H (n=9) (rojo), Sham M (n=8) 

(azul), PACAP M (n=8) (verde) mientras que en el panel B se observa la comparación en la segunda 

evaluación entre los grupos y en el panel C se pueden observar las comparaciones intra grupo entre la 

primera (1) y segunda (2) evaluación. H (Hembras), M (Machos). Las diferencias significativas se 

representan con el  signo: * (P<0.050). 
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8. Discusión 

El presente estudio tuvo como objetivo general evaluar el efecto de la administración de 

PACAP en la amígdala central sobre conductas tipo ansiedad en machos y hembras. Para lo 

cual se utilizaron dos paradigmas conductuales ampliamente validados por la literatura 

(Braun, Skelton, Vorhees, & Williams, 2011; Sestakova, Puzserova, Kluknavsky, & 

Bernatova, 2013; Tatem et al., 2014) : el laberinto cero elevado y el campo abierto. Ambas 

pruebas nos permiten observar un conjunto de conductas libres (no condicionadas) y que 

son susceptibles a variar cuando el sujeto está en un estado ansioso; además, aprovechan la 

tendencia que tienen los roedores para explorar nuevos espacios y evitar áreas abiertas e 

iluminadas (Sestakova et al., 2013). Teniendo en consideración esto, los animales fueron 

sometidos a la evaluación conductual posterior a la administración de PACAP o de 

vehículo y reevaluados  5 días después para comparar los índices conductuales y observar si 

había diferencias entre sí. 

 

En el laberinto cero elevado pudimos observar una reducción significativa tanto en el 

tiempo en brazos abiertos como en los cruces o entradas hacia estos brazos en los grupos 

tratados con PACAP, esta reducción es un indicador tipo ansiedad ya que por lo general las 

ratas con un fenotipo ansioso pasan menos tiempo en los brazos abiertos o “inseguros”.  

Otro aspecto relevante fue que estas diferencias en el comportamiento se mantuvieron en el 

tiempo, si bien se observa una pequeña reducción, no significativa, del tiempo en brazos 

abiertos en los 4 grupos, los grupos tratados con PACAP mantienen una media por debajo 

de los 10 segundos, mientras que los grupos sham son superiores a  los 20 segundos. De 

manera similar el número de entradas o cruces hacia los brazos abiertos se mantienen entre 

la primera y segunda evaluación. En resumen ambos indicadores aportan evidencia de que 
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PACAP en la amígdala tiene un efecto ansiogénico duradero y podría ser un mecanismo 

implicado en la modulación de la respuesta conductual y endocrina al estrés como lo han 

demostrado otros estudios con otros agentes farmacológicos como el CRH con resultados 

conductuales similares (Braun et al., 2011). 

 

En el mismo laberinto cero elevado comparamos otro parámetro conductual: la evaluación 

de riesgo (frecuencia y tiempo), descrita como las aproximaciones de la cabeza o de dos 

patas del animal hacia afuera de alguno de los brazos abiertos, tanto en frecuencia como en 

tiempo no encontramos efectos contundentes de PACAP sobre este comportamiento, sin 

embargo cabe destacar que el grupo sham hembras muestra una mayor frecuencia y tiempo 

de evaluación de riesgo en las dos evaluaciones. Al respecto se han encontrado diferencias 

en la ejecución de esta prueba en machos y hembras, donde se observa una mayor 

movilidad de las ratas hembra en la prueba de laberinto en cruz elevado y una mayor 

sensibilidad hacia los estresores (Vieira et al., 2018), lo cual se ha relacionado con bajos 

niveles de estrógenos (estro y metaestro) y con una mayor actividad amigdalina, lo cual 

podría explicar el aumento en evaluación de riesgo observado en el grupo de hembras 

sham. Otra posible explicación podría ser que este comportamiento no involucra 

necesariamente a la señalización de PACAP. 

 

Dada la limitada información que nos aporta la comparación de una sola prueba conductual, 

la inclusión de dos o más pruebas es pertinente, en el caso de este estudio se incluyó la 

prueba de campo abierto que nos brinda diversos parámetros tanto de comportamientos tipo 

ansiedad como de exploración, locomoción, etc. En general en la tarea de campo abierto las 

ratas con un fenotipo ansioso o de alto estrés tienden a pasar más tiempo en zonas cerradas 
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o pegadas a las paredes en comparación con los controles, además de mostrar una 

reducción en la distancia recorrida y un aumento en la conducta de congelamiento (Tatem 

et al., 2014; Wilson, Grillo, Fadel, & Reagan, 2015). 

 

Con base en esto el primer parámetro a comparar fue el número de cruces totales como una 

medida de general de motricidad, donde en la primer evaluación observamos que el grupo 

sham hembras tiene mayor número de cruces y que en la segunda evaluación los dos grupos 

de hembras tanto sham como experimental muestran una mayor movilidad respecto a los 

machos, resultados similares han sido reportados con anterioridad (Farhan, Ikram, Kanwal, 

& Haleem, n.d.; Vieira et al., 2018) donde las hembras, sin ninguna manipulación 

farmacológica presentan mayor movilidad total en la prueba de campo abierto. Aunque los 

resultados obtenidos podrían implicar un efecto de PACAP en vías motoras, los resultados 

observados en los demás parámetros conductuales nos permiten sugerir que lo observado en 

el número de cruces es producto de un aumento en la ansiedad.  

 

Un par de parámetros, el tiempo y el número de cruces en el centro del campo abierto son 

indicadores tipo ansiedad, así esperaríamos observar una reducción en el tiempo y los 

cruces en el centro del campo abierto en los grupos PACAP que fuera consistente a lo 

hallado en el laberinto cero elevado. Sin embargo como se pudo observar en los resultados 

esto no sucedió, aunque visualmente en la primera evaluación se aprecia que los grupos 

sham pasan más tiempo en el centro del campo abierto el efecto no es lo suficientemente 

grande ni tampoco se sostiene en el tiempo dado que en la segunda evaluación pudimos 

observar una ejecución similar en los cuatro grupos. Por lo cual podríamos concluir que la 

presencia de PACAP en amígdala no está relacionada de manera consistente con este 
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indicador de tipo ansiedad. Un elemento importante de los cruces por el centro fue la 

comparación intra grupo, ya que se observó una reducción en el número de cruces en los 

grupos sham, hembras y machos, siendo estos últimos los que mostraron una reducción más 

evidente, lo cual en general nos podría indicar que los animales son sensibles a la 

reexposición de estos paradigmas. 

 

El siguiente par de parámetros que comparamos fue la frecuencia y tiempo de erguimiento, 

un comportamiento que de acuerdo a la literatura se puede interpretar como exploratorio y 

de evaluación del entorno (Calhoon & Tye, 2015; Sestakova et al., 2013). En cuanto a la 

frecuencia no se observaron diferencias significativas entre los grupos en ninguna de las 

dos evaluaciones, sin embargo la frecuencia de los grupos sham (machos y hembras) se vio 

reducida en la segunda evaluación de forma significativa, mientras los grupos PACAP su 

ejecución fue similar entre ambas evaluaciones. En cuanto al tiempo de erguimiento el 

hecho de observar que los grupos PACAP  invierten más tiempo en esta conducta en 

especial las hembras puede interpretarse de acuerdo a la literatura en ansiedad y en PACAP 

(Meloni, Venkataraman, Donahue, & Carlezon, 2016; Vieira et al., 2018) que este último 

sensibiliza al sistema ante posteriores estímulos ansiogénicos, tales como la reexposición al 

campo abierto, algo totalmente contrario a lo observado en los grupos sham que reducen el 

tiempo de erguimiento, en especial el grupo sham machos. 

 

El indicador de acicalamiento en tiempo y frecuencia  no mostro un efecto significativo o 

tendencia en general fue muy variable entre los grupos. Este indicador por lo general se le 

considera un comportamiento de confrontación con el estrés, al no ver un efecto de PACAP 

en él podría deberse a que su manifestación no dependa de la amígdala ni de PACAP y que 
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sea más dependiente de núcleos del tronco encefálico y el cerebelo (Kalueff et al., 2016), 

por lo tanto lo que observamos sea tan inespecífico en lo que respecta a este parámetro 

conductual. 

 

En cuanto a la comparación de la frecuencia y tiempo de congelamiento,  estos fueron los 

índices que mostraron una mayor diferencia respecto a sus controles. En especial el tiempo 

de congelamiento que se muestra elevado de manera muy clara en las hembras tratadas con 

PACAP en la primera y segunda evaluación, esto nos podría indicar un efecto muy 

específico de PACAP en la conducta de congelamiento y dependiente del sexo, que es 

coherente con nuestra hipótesis de que el PACAP en CeA tiene un efecto directo en la 

conducta, algunos estudios de los efectos conductuales con PACAP han mostrado 

resultados similares en machos (Dore et al., 2013; Legradi et al., 2007; Seiglie, Smith, 

Blasio, Cottone, & Sabino, 2015), que difieren de nuestros resultados donde el tiempo de 

congelamiento en los machos tratados con PACAP es similar a los grupos control, si bien 

estos estudios han tenido diseños similares, las pruebas de evaluación varían entre ellos y 

con respecto a este estudio. 

 

En resumen tanto las pruebas de laberinto cero elevado como la prueba de campo abierto 

nos aportaron evidencia del potencial ansiogénico de PACAP en la amígdala los cuales 

concuerdan con algunos resultados encontrados en otros estudios, por ejemplo la 

participación de la amígdala en la conducta de congelamiento y en general en 

comportamientos tipo ansiedad (Legradi et al., 2007; Ventura-Silva et al., 2013) o del 

aumento en los índices de movilidad en las hembras (Braun et al., 2011; Vieira et al., 2018) 

con lo cual el objetivo general de la investigación se cumple, sin embargo no se observaron 
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diferencias consistentes entre machos y hembras tratados con PACAP a excepción de uno 

de los parámetros que se comparó: el tiempo de congelamiento. De igual forma la 

comparación de la primera y segunda evaluación mostro resultados similares, con 

consistencia en el congelamiento en hembras tratadas con PACAP y en la reducción del 

tiempo y cruces a brazo abierto en ambos grupos tratados con PACAP. 

 

Por último el trabajo comparativo realizado entre machos y  hembras en el campo de los 

modelos animales de ansiedad es altamente relevante por dos aspectos centrales: 

El primero de ellos es que los trastornos relacionados con la ansiedad y el estrés tienen una 

mayor incidencia y son más prevalentes en las mujeres (Medina-Mora Icaza et al., 2005), 

sin que hasta el momento se hayan identificado las causas que subyacen a su desarrollo y 

mantenimiento. Para lo cual se han propuesto alternativas farmacológicas basadas en la 

evidencia clínica de estas enfermedades, uno de los ejemplos es la correlación de PACAP 

con el  TEPT, la ansiedad y depresión (Hammack et al., 2010; Kormos & Gaszner, 2013). 

Y en esta línea es que este estudio aporta a la descripción de los efectos específicos de 

PACAP en la conducta. 

 

El segundo aspecto de relevancia es que es necesario establecer paradigmas para el estudio 

de la ansiedad que sean específicos para las hembras, debido a que la mayoría de los 

paradigmas existentes se han validado en machos y la extrapolación de estos en hembras no 

muestran evidencia consistente (conductual y fisiológica) de que en efecto produzcan 

conductas tipo ansiedad (Dadomo et al., 2018). Por lo cual este estudio aporta evidencia de 

que es posible inducir efectos ansiogénicos consistente en hembras que podrían ayudarnos a 

construir modelos más precisos para el estudio de la ansiedad. 
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Los resultados encontrados en este estudio apoyan la idea de que PACAP es relevante para 

el despliegue de respuestas de estrés y que la amígdala central es una estrutura que juega un 

papael principal en esta respuesta. Además complementa  los estudios hechos en pacientes 

donde se han encontrado niveles elevados de PACAP en sangre en mujeres diagnosticadas 

con TEPT, un trastorno que se caracteriza se correlacionan con la severidad de los síntomas 

intrusivos, de evitación y de hiperalertamiento (Ressler et al., 2011). Y otros que han 

encontrado que los altos niveles de PACAP en el líquido cefalorraquídeo correlacionan con 

una alta reactividad de la amígdala y una reducción en la conectividad funcional entre esta 

y el hipocampo, evaluado mediante fMRI (Stevens et al., 2014). En conjunto la evidencia 

señala que el PACAP podría ser relevante en el despliegue y mantenimiento de las 

respuestas del estrés, ansiedad y miedo que tienen como consecuencia desadaptativa el 

desarrollo diversas patologías. Por otra parte, dada la evidencia antes descrita del papel 

relevante de la amígdala en el despliegue de estas conductas y de las diferencias que 

muestran machos y hembras en su expresión de conductas tipo-ansiedad, en este estudio 

nos interesaba ver sí la administración de PACAP en el núcleo central de la amígdala 

podría tener algún tipo de efecto diferencial en machos y hembras en el grupo de conductas 

que describimos anteriormente. 
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9. Conclusiones y limitaciones 

Con base en los resultados reportados en esta investigación podemos hacer algunas 

conclusiones al respecto. En general la administración de PACAP en amígdala tuvo efectos 

ansiogénicos en la conducta en machos y hembras. 

Estos efectos observados pueden resumirse en:  

1. PACAP tiene un efecto en el número de entradas hacia los brazos abiertos del 

laberinto cero elevado en machos y hembras. 

2. PACAP reduce el tiempo que pasan los animales en los brazos abiertos del laberinto 

cero elevado en machos y hembras 

3. PACAP aumenta el tiempo de congelamiento de las hembras en campo abierto. Este 

efecto fue sexo especifico y persistió en el tiempo. 

Estos efectos específicos observados en cada prueba son consistentes en el tiempo. Y 

podrían deberse a un aumento en la sensibilidad ante posteriores estímulos “ansiogénicos”. 

Sin embargo hay que tomar en consideración algunas limitaciones de este estudio, la más 

relevante es que esta variabilidad podría ser explicada por otros factores que no se 

controlaron para este estudio, tales como el ciclo estral de las hembras el cual se ha 

demostrado que influye en la respuesta de ansiedad y que para futuros estudios se tomara 

en consideración. Por lo cual se sugiere en futuros experimentos con hembras en diferentes 

fases del ciclo estral, evaluación de la interacción social y a nivel de circuitos proponemos 

el estudio del BNST como una parte importante junto con la amígdala del despliegue de 

conductas de ansiedad moduladas por PACAP. 
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