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RESUMEN

La arginina vasopresina (AVP) es un nonapéptido sintetizado en el ndcleo
paraventricular (PVN) y supradptico (SON) del hipotalamo. Ha sido descrito como
un neuropéptido involucrado en la ansiedad, mediando sus efectos por dos tipos
de receptores el Vla y el V1b, que se encuentran expresados en diversas
regiones cerebrales incluyendo la amigdala, que es conocida como una estructura
fundamental en el procesamiento de la ansiedad con particular interés en el nucleo
central (CeA) al ser referido como el sitio que desencadena la respuestas
conductuales y autonémicas ante la ansiedad. En el presente trabajo se realizo
una microinfusion de AVP de manera bilateral e intra-amigdalina en el CeA a ratas
sometidas a dos pruebas para la evaluacién de la ansiedad, con la intencion de
conocer los efectos ejercidos por la AVP en paradigmas conductuales que evallan
diferentes facetas de la ansiedad. Para este fin, fue administrada AVP en dos
concentraciones diferentes (1ng/lado y 10ng/lado) y evaluadas en el laberinto
elevado en cruz (LEC) y el enterramiento defensivo (ED). Los resultados muestran
efectos de la AVP en su concentracion de un 1ng / lado en ambos paradigmas;
obteniendo resultados diferenciales al aumentar la ansiedad en el ED vy
disminuyéndola en el LEC sin observarse efectos de AVP en la locomocién de los
animales en ninguno de los casos. Con base a los resultados es posible concluir
que la AVP ejerce efectos diferentes en los niveles de la ansiedad dependiendo
del paradigma empleado para su evaluacion asi también que el CeA se encuentra
fuertemente involucrado en el procesamiento de la ansiedad. Finalmente resulta
necesario la administracion de antagonistas selectivos para los receptores de AVP
para poder atribuir los efectos a un receptor en especifico.
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ABREVIATURAS

Acetilcolina (ACh)

Acido gamma-aminobutirico (GABA)
Adenilato ciclasa (AC)

Adenosin monofosfato 3"5 ciclico (AMPc)
Area amigdalina hipocampal (AHA)
Area anterior de la amigdala (AAA)
Arginina vasopresina (AVP)
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Corteza cerebral (Ctx)

Corteza periamigdalina (PAC)

Corteza prefrontal medial (mPFC)
Corticotropina (ACTH)

Diacilglicerol (DAG)

Dopamina (DA)

Eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
Enterramiento defensivo (ED)

Estimulo condicionado (EC)

Estimulo incondicionado (EI)
Fosfolipasa ¢ (PLC)

Glutamato (GLU)

Hormona liberadora de corticotropina (CRH)
Inositol trifosfato (IP3)

Islas intercaladas paracapsulares (IPC)
Laberinto elevado en cruz (LEC)

Noradrenalina (NA)
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Nucleo anterior cortical (CoA)

Nucleo basal (B)

Nucleo basal accesorio (AB)

Nucleo basolateral (BLA)

Nucleo cama de la estria terminal (BNST)
Nucleo cama del tracto olfativo accesorio (BAOT)
Nucleo central de la amigdala (CeA)

Nucleo del tracto olfativo lateral (NLOT)

Nucleo lateral (LA)

Nucleo medial de la amigdala (MeA)

Nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN)
Nucleo posterior cortical (CoP)

Nucleo supradptico del hipotalamo (SON)
Nucleo supraquiasmatico del hipotalamo (SCN)
Polipéptido intestinal vasoactivo (VIP)

Proteina quinasa ¢ (PKC)

Ratas wistar de alta ansiedad (HAB)

Ratas wistar de baja ansiedad (LAB)

Septum lateral (LS)

Serotonina (5HT)

Sistema nervioso central (SNC)
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CAPITULO 1

ANSIEDAD

1.1. Descripcion general de miedo y ansiedad

La ansiedad puede definirse desde el punto de vista biolégico como la respuesta
adaptativa de un sistema de alarma que reconoce y prepara a un organismo a
contender en contra de un peligro real o potencial que amenace su integridad
fisica y/o mental (Pellow et al., 1985; de Olmos & Heimer, 1999; Pérez de la Mora,
2007a).

Fisiologicamente cuando un individuo se enfrenta a la sensacion de
amenaza de su integridad (real o imaginaria) genera una serie de manifestaciones

gue incluyen:

e Respuestas autbnomas: Incremento de la frecuencia cardiaca, elevacion de
la presion arterial, palidez, aumento de la frecuencia respiratoria,
hiperactividad de las glandulas sudoriparas, incremento o disminucion de la

motilidad intestinal (Carrive, 2000).

e Respuestas enddcrinas: Elevacion de los niveles sanguineos de cortisol
(corticosterona en los roedores), adrenalina y noradrenalina (Selye &
Fortier, 1950).

e Respuestas musculares y reflejas: Manifestadas por un aumento de la
tensién muscular y de los reflejos musculo-tendinosos tendientes a preparar

a un individuo para la huida o la lucha (Selye & Fortier, 1950).

e Respuestas conductuales: Observables en forma de inhibicién conductual

(inmovilidad), inquietud, agitacién, huida o agresion (Selye & Fortier, 1950).
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Asi, cuando un individuo se enfrenta a una situacion de peligro, el conjunto
de cambios conductuales y vegetativos que despliega el sujeto orientados a
enfrentar de manera adecuada dicha situacion. Por lo tanto, la ansiedad
representa una estrategia adaptativa que proporciona al organismo un mecanismo
de alarma que, como se sefialé antes, lo prepara para enfrentarse a una situacion
de peligro. Es por ello que puede decirse que es uno de los procesos cerebrales
directamente involucrados en la sobrevivencia de diferentes especies animales,
especialmente de aquellas que por su naturaleza son victimas de los
depredadores (LeDoux, 1996).

1.2. Diferenciacion entre miedo y ansiedad

Debido a la importancia que la ansiedad juega como sistema de alarma ante una
amenaza resulta complicado diferenciarla del miedo, ya que ambas emociones
tienen como respuesta signos y sintomas similares. Sin embargo, puede
establecerse como diferencia fundamental el grado de definicion con que se
percibe el estimulo que los produce (Pérez de la Mora, 2007b). De esta manera, el
miedo es definido como un estado motivacional que surge ante un objeto externo
al sujeto, que es real, ubicable e implica un peligro inminente para el mismo. La
ansiedad, en cambio, es un estado del organismo que se da ante una amenaza
desconocida, vaga o indefinida, que incluso puede no estar presente. El estrés,
mas dificil de definir que las otras dos entidades. Podriamos definirlo sin embargo,
como un estado en el cual un individuo se ve alterado debido a la sucesion de
episodios de miedo y ansiedad que generan reacciones fisiolégicas o psicoldgicas
gue resultan de influencias externas o internas que actian sobre él, y que tienden
a restaurarla. De acuerdo con lo anterior ansiedad, miedo y estrés podrian ser
variantes de un mismo sistema de alarma que protege a un individuo (Pérez de la
Mora, 2007a).

13



De acuerdo con esto, a pesar que conceptualmente un individuo que se
enfrenta a un ledn podria experimentar miedo a perder su vida, también
experimenta ansiedad ante la incertidumbre sobre la manera como esto podria
ocurrir, la separacion clinica de ambas entidades en ese momento de peligro seria
totalmente imposible. Los niveles adecuados de ansiedad y/6 miedo son benéficos
para un individuo en tanto que garantizan su sobrevivencia; sin embargo cuando
estas ocurren desproporcionadamente con respecto al estimulo o se presentan sin
gue este exista, representan estados patolégicos que pueden llegar a incapacitar a

un sujeto (Neumann et al., 2010).

1.3. Epidemiologia

Como se menciond antes, los niveles exagerados y sin control de ansiedad
derivan en respuestas patologicas que llegan a afectar a los individuos generando
un estado de incomodidad constante y en algunas ocasiones impidiéndoles
realizar actividades; es por ello que debido a su incidencia y frecuencia han sido
descritos como un tipo de trastorno mental en el “Manual diagnédstico y estadistico
de los trastornos mentales” (DSM por sus siglas en inglés) publicado por American

Psychiatric Association.

El DSM en su gquinta edicion (2013) describe los trastornos de ansiedad con
base a los sintomas caracteristicos que los individuos presentan asi como a su
frecuencia y cronicidad. Entre los sintomas caracteristicos que se presentan se
cuentan, entre otros, la ansiedad excesiva y persistente, asi también una
intranquilidad constante por situaciones que el individuo encuentra dificil de
controlar. El sujeto experimenta ademas sintomas fisicos que incluyen excitacion o
nerviosismo, fatiga, dificultad para concentrarse (reporta tener la mente en

blanco), irritabilidad, tensién muscular y alteraciones del suefio.

En una revision sistematica (Kessler, 2007) se analiza el impacto de la ansiedad

en la poblacién general y se concluye que:
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1) Los trastornos de ansiedad tienden a la cronicidad, dado que entre el 60 al
70% de las personas manifiestan haber presentado un trastorno de
ansiedad a lo largo de su vida, o reportan que lo han tenido activo en los

ultimos 6 a 12 meses.

2) Los trastornos de ansiedad se inician a los 15 afios de edad

aproximadamente.

3) Existe una alta comorbilidad entre los trastornos ansiosos y depresivos, ya
gque mas de la mitad de las personas que presentan alguno de estos

padecimientos tiene el otro.

4) Es probable que la prevalencia de los trastornos de ansiedad a lo largo de

la vida de un sujeto se haya incrementado en los ultimos afios.

Los trastornos de ansiedad a nivel mundial tienen una prevalencia estimada a lo
largo de la vida de un individuo entre 13,6% y 28,8% (Alonso et al., 2004; Kessler,

2007) y es importante hacer mencion que en su mayoria no son atendidos.

La Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica llevada a cabo en
México en el 2003 reporta que el tipo de trastornos psiquiatricos mas frecuentes
son los trastornos de ansiedad tanto en la categoria “alguna vez en la vida”
(14.3%), como en “los ultimos 12 meses” (8.1%) y en el “Ultimo mes” (3.2%)

(Medina-Mora et al., 2007).

La comorbilidad que presentan los individuos con un trastorno de ansiedad
es alta: tres de cada cuatro personas que han padecido algun tipo de trastorno de
ansiedad a lo largo de su vida reportan haber tenido otro trastorno mental a lo
largo de ella. Cabe sefialar que es conocido que existe una fuerte asociacion entre

los trastornos de ansiedad y los trastornos afectivos (Medina-Mora et al., 2007).
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CAPITULO 2

MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE LA ANSIEDAD

La ansiedad es un padecimiento recurrente en la poblacion y las consecuencias
asociadas a estos padecimientos son diversas; por lo cual resulta necesario

ahondar en su estudio para poder comprenderlos (Garakani, et al., 2006).

Es por ello, con la intencion de entender las bases biologicas que subyacen
a la ansiedad, surgié por razones éticas y practicas la necesidad de emplear
modelos animales que permitan experimentar para poder identificarla, cuantificarla
e implementar de acuerdo a los mecanismos descubiertos en el curso de la
experimentacion posibles tratamientos. Para tales fines se han desarrollado
modelos que nos permiten someter a un animal a determinadas manipulaciones
experimentales y evaluar el grado de la ansiedad producida. En estos modelos el
sufrimiento del animal es minimizado y han sido ampliamente validados mediante
el uso de sustancias que generen ansiedad (ansiogénicos) o que la disminuyen
(ansioliticos) (Griebel & Holmes, 2013).

Los modelos se basan en la capacidad de los animales para responder ante
un estimulo que reconocen como ajeno o potencialmente peligroso y normalmente
propician una respuesta enddécrina y autbnoma como un aumento en la frecuencia
cardiaca, la temperatura corporal, el nivel de adrenalina, noradrenalina y de la

corticosterona en la sangre (Benelli et al., 2000).

Este tipo de alteraciones fisioldgicas se acompafian de alteraciones de la
conducta que tienden a ser extremas, y pueden verse reflejadas en un incremento
en la locomocion del animal, una conducta de evitacién o bien un “congelamiento”
conductual (Steimer, 2002).

Los modelos desarrollados para el estudio de la ansiedad pueden ser
divididos en dos (Rodgers, 1997): los modelos condicionados y los no

condicionados (Tabla 1).
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Tabla 1. Modelos animales utilizados en el estudio de la ansiedad

Respuesta condicionada Respuesta no condicionada
1.Pruebas de conflicto: 1.Pruebas exploratorias:
Prueba de Geller-Seifter Laberinto elevado en cruz
Prueba de Vogel Transiciones luz/oscuridad

Campo abierto

2.0tras: 2. Pruebas sociales:
Evitacion activa/pasiva Vocalizaciones ultrasonicas inducidas
Supresion condicionada a la ingesta de  por separacion
liquidos Interaccion social
Respuesta emocional condicionada
Vocalizaciones ultrasonicas
condicionadas
3. Otras
Hiponeofagia

Conducta defensiva de enterramiento

Adaptado de Rodgers & Johnson, 1995.

2.1. Modelos condicionados

El término condicionado se refiere a lo que ocurre en un proceso denominado
“condicionamiento clasico” o “condicionamiento Pavloviano”. Este procedimiento
consiste en la presentacion de un estimulo condicionado biolégicamente neutro
(EC), (a menudo un tono o luz), junto con estimulo incondicionado (EIl) nocivo o
perjudicial (tipicamente una descarga eléctrica leve). En consecuencia, el EC trata
de obtener respuestas de comportamiento tipicas de la especie (presumiblemente
innatas) (Bouton & Bolles,1980) y que son apoyadas por ajustes fisiolégicos
controlados por el sistema nervioso autbnomo (ej., cambios en la frecuencia

cardiaca, presion arterial, respiracion) (Schneiderman et al., 1974).0 por sistemas
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endocrinos (ej., hormona adrenocorticotrépica, cortisol, epinefrina)(Sakaguchi et
al.,1983). El proceso de condicionamiento permite que el El altere la eficacia de la
EC en los circuitos que controlan la activacion respuestas de defensa en prevision

de dafos.

El procedimiento de condicionamiento se da debido a un proceso llamado
“aprendizaje asociativo” que es una caracteristica de los circuitos en los sistemas
nerviosos de los animales (Rescorla & Holland, 1982). Cuando el aprendizaje
asociativo se produce por el proceso de condicionamiento del miedo, el proceso

de aprendizaje en si también se llama condicionamiento del miedo.

A través del condicionamiento, los investigadores, tienen el control de las variables
(las variables independientes, EC y El) y puede medir los resultados (variables
dependientes, tales como el comportamiento de inmovilidad o respuestas

autonomas del sistema nervioso) (Gomez, et al., 2002).

2.2. Modelos no condicionados

Este tipo de modelos a diferencia de los condicionados tienen bases etoldgicas, ya
que explotan comportamientos filogenéticamente heredados o innatos que
presentan los animales ante diversas situaciones en su habitat. Los modelos no
condicionados se caracterizan por situar al animal en circunstancias que se
asemejan a lo que podria ocurrirle espontdneamente a un individuo de su especie
en su ambiente natural (ej. confrontamiento con un depredador). Estos modelos
deben su nombre a que los animales no requieren condicionarse como se
describi6 antes y son menos susceptibles a ser influidas por procesos

mnemotécnicos y motivacionales (Rodgers, 1997).

A pesar de su aparente simplicidad, los modelos no condicionados son mas
complejos que los condicionados, debido a que muestran mayor variabilidad en las
conductas a registrar y pueden verse los resultados afectados por una actividad
motora anormal, producto de las manipulaciones experimentales hechas (Gémez,
et al., 2002).
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Cabe sefialar que a pesar de que ambos tipos de modelos permiten el estudio de
la ansiedad, los modelos no condicionados aportan informacién sobre las
caracteristicas de la respuesta a la ansiedad propiamente dicha, en tanto que los
condicionados nos dan informacion en torno a la plasticidad (memoria) que se
genera asociada a la presencia del estimulo ansiogénico y que permite al individuo
predecir y prepararse ante la presencia de un depredador o la ocurrencia de un

evento aversivo en un futuro casi inmediato (Gémez, et al., 2002).
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CAPITULO 3

SUSTRATO ANATOMICO DE LA ANSIEDAD

En la primera parte del siglo XX, los investigadores identificaron el hipotalamo
como una estructura clave en el control del sistema nervioso autonomo. Sobre la
base de estas observaciones iniciales de Cannon, (1925) y en su propio trabajo,
Karplus y Kreidl, (1927) propusieron una teoria de la emocion basada en tres
puntos importantes: (1) el hipotalamo evalla la relevancia emocional de los
eventos ambientales, (2) la expresion de las respuestas emocionales esta
mediada por la descarga de impulsos desde el hipotdlamo en el tronco cerebral,
(3) las proyecciones provenientes del hipotdlamo a la corteza cerebral median la

experiencia consciente de la emocién (Bard, 1928).

En 1937 Papez (Pinel, 2007) afiadio estructuras adicionales localizadas en
el cerebro anterior a la teoria, pero conservo el papel central de las conexiones
ascendentes y descendentes del hipotdlamo. MacLean (1949) denomind
posteriormente a los circuitos emocionales como: el cerebro anterior, el cerebro

visceral, y mas tarde, el sistema limbico.

3.1. Sistema Limbico

Paul MacLean (1949) propuso la teoria del cerebro triuno, la cual decia que el
cerebro se estructuraba en tres partes:

e Cerebro reptiliano, Es el mas antiguo evolutivamente. Incluia el complejo
estriatal y los ganglios basales, atribuyéndoles la generacion de emociones

como el miedo y la agresion.

e Cerebro visceral, Procesaria respuestas mas complejas que el cerebro
reptiliano. Incluia la mayoria de los componentes propuestos en el circuito

de Papez, como el tdlamo, hipotalamo, hipocampo y corteza cingulada,
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ademas de la amigdala y la corteza prefrontal. Este es conocido como

sistema limbico.

e Neocorteza, Conecta emocién y cognicion, ejerce control sobre las

respuestas producidas por los otros sistemas.

El llamado sistema limbico, a través del hipotdlamo y sus conexiones con
las aferencias del sistema nervioso autonomo y su control del sistema endocrino,
puede influir en muchos aspectos del comportamiento emocional. Esto incluye
particularmente las reacciones de miedo, enojo y las emociones asociadas con la
conducta sexual. A pesar que aun no se tiene un acuerdo unanime respecto a las
estructuras que conforman el sistema limbico, dentro de él se incluyen la
circunvoluciones parahipocampales y del cingulo, la formacién hipocampal, el &rea
septal, el area ventral tegmental, las areas olfatorias y la amigdala (De Celis,
2007).

3.2. Amigdala

La amigdala fue identificada en 1819 por el anatomista aleman Karl Friedrich
Burdach (LeDoux, 2007) quien identific6 una estructura en la profundidad del
I6bulo temporal, que presentaba una forma de almendra; debido a su semejanza

con dicho fruto la denominé amigdala (almendra en latin) (Fig.1).

Es hasta 1937 cuando la amigdala es considerada como una region
relacionada con la emocidn, gracias a los trabajos realizados en monos (Kliver &
Bucy, 1937). Estos trabajos demostraron que la remocion bilateral de los l6bulos
temporales, en donde se aloja la amigdala, producia una serie de conductas
anormales que incluian: perdida de reactividad emocional, aumento en la conducta
exploratoria, tendencia al reconocimiento de objetos mediante la boca e
hipersexualidad. Esta serie de experimentos resaltaron la importancia de los
I6bulos temporales y al conjunto de sintomas antes mencionados se les denomino

sindrome de Kluver-Bucy.
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Fue hasta 1956 cuando Weiskrantz demostré que la hiperoralidad, la
pasividad y demas caracteristicas del sindrome de Kluver-Bucy, eran generados
debido a la extirpacién o lesion de la amigdala (Weiskrantz, 1956), implicandola
con ello en el procesamiento de las emociones; particularmente el miedo y la
ansiedad (LeDoux, 2003).

En seres humanos y otros animales la amigdala, esta ligada a respuestas
tanto de miedo, como placer. Diferentes condiciones, como la ansiedad, el
autismo, la depresion, la narcolepsia, el trastorno por estrés postraumatico, las
fobias y la esquizofrenia, estan asociadas con un funcionamiento anormal de la
amigdala debido a una lesion, trastornos del desarrollo o un desequilibrio de

distintos neurotransmisores (Castro-Sierra et al., 2005).

Figura 1. Localizacion anatomica de la amigdala en el cerebro. En la figura en color rojo y amarillo
se muestra en cortes coronales y sagitales la ubicacion de la amigdala dentro del I6bulo temporal.
Modificado de Schlund & Cataldo (2010).

Los nucleos de la amigdala se pueden dividir en tres grupos (Price et al., 1987):

1) El grupo profundo o basolateral. Incluye al nucleo lateral, el nacleo basal y

el ntcleo basal accesorio.

2) El grupo superficial o cortical. Incluye los nucleos corticales y el ndcleo

lateral del tracto olfativo.
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3) El grupo centromedial. Compuesto de los nacleos medial y central.

Finalmente, hay un conjunto de nucleos separados que no caen facilmente
en cualquiera de estos tres grupos y se tratan por separado. Estos incluyen las
islas intercaladas y el area amigdalo-hippocampal (Fig.2).

Figura 2. Nucleos amigdalinos mostradas en el cerebro de la rata utlizandose
diferentes métodos de tincion. Panel izquierdo: Tincion celular de Nissl, Panel medio: Tincion para
la acetilconlinesterasa, Panel derecho: Tincién con plata. Abreviaturas: AB, nlcleo accesorio basal;
B, nucleo basal; Ce, nucleo central; itc, células intercaladas; La, nucleo lateral; M, nucleo medial;
CO, nucleo cortical. Areas que no son de la amigdala: AST,area estriato-amigdalina de transicion;
CPu, caudado putamen; CTX, corteza. Tomado de LeDoux, 2007.

Nucleo Basolateral

El nucleo basolateral esta comprendido por el nucleo lateral (LA), el nacleo
basal (B), que en otras clasificaciones es llamado el nucleo basolateral (BLA), vy el
ndcleo basal accesorio (AB), que también se conoce como el nicleo basomedial
(Fig.3). A menudo, estos tres nucleos son colectivamente referidos como el
complejo basolateral (Johnston, 1923).

Nucleos corticales

A pesar que estas estructuras son superficiales se les denomina nucleos.

Muchos tienen caracteristicas corticales ya que estan ubicados en la superficie del
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cerebro y tienen una estructura laminar (Price et al., 1987). Ellos comprenden el
nacleo del tracto olfatorio lateral (NLOT), el ndcleo cama del tracto olfatorio
accesorio (BAOT), el nuacleo anterior y posterior cortical (CoA y CoP,

respectivamente), y la corteza periamigdalina (PAC).

Nucleos centromediales

El grupo nuclear centromedial se encuentra en la parte dorsomedial del
complejo amigdalino y consiste de la parte central (CeA), medial (MeA), y el
ndcleo cama de la estria terminal (BNST) dentro de lo que se ha dado en llamar la

amigdala extendida (de Olmos & Heimer, 1999).

Otros nucleos amigdalinos

Otros nucleos que no fueron incluidos en la clasificacion anterior pero que
se encuentran dentro de la amigdala son el &rea anterior de la amigdala (AAA), el
area amigdala-hipocampal (AHA) y las islas intercaladas paracapsulares (IPC). El
AHA es la mas caudal de los nucleos de la amigdala y se compone de una
subdivision medial y otra lateral. Las islas intercaladas son pequefios grupos de
neuronas que se encuentran en grupos dentro de haces de fibras que separan a

diferentes nucleos amigdalinos (Millhouse, 1986; Palomares-Castillo et al., 2012).

La clasificacién anterior se ha adoptado por muchos autores, sin embargo
algunos otros han sugerido una clasificacion diferente que seria mas adecuada
basada en diferentes caracteristicas por ejemplo las conexiones conocidas de la
amigdala (Alheid & Heimer, 1988; Alheid et al., 1995), o por las caracteristicas
estructurales y funcionales propias de cada nucleo como lo mencionado por

Swanson y Petrovich (Swanson & Petrovich, 1998; Swanson, 2000).
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lateral
ventricle

dorsal

Basolateral nuclei

Cortical nuclei

lateral medial i )
Centromedial nuclei

Figura 3. Los nucleos de la amigdala en la rata. Se muestran secciones coronales sucesivas en
sentido rostro-caudal (A — D). Los diferentes nucleos se dividen en tres grupos como se describe
en el texto. Las areas en color azul forman el grupo basolateral, areas en amarillo son el grupo
cortical, y las zonas en color verde el grupo centromedial. Abreviaturas: ABMC, nlcleo accesorio
basal, subdivision magnocelular; ABPC, nulcleo accesorio basal, subdivision parvicellular; Bpc,
nacleo basal, subdivisibn magnocelular; E.C., capsula externa; Ladl, amigdala lateral, subdivision
medial; Lam, amigdala lateral, subdivision medial; Lavl, amigdala lateral, subdivisién ventrolateral;
Mcd, amigdala dorsal subdivision medial; Mcv, amigdala medial subdivisién ventral; Mr, amigdala

medial subdivision rostral; Pir, corteza piriforme; ST, estria terminal. Tomado de Sah, et al., 2003.
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3.3. Conectividad amigdalina.

Funcionalmente, la amigdala esta considerada como una estructura esencial para
el procesamiento emocional de las sefales sensoriales, ya que recibe
proyecciones de todas las areas de asociacion sensorial. Es esta convergencia de
proyecciones anatomicas la que sitta a la amigdala como la estructura
responsable para la formacién de asociaciones entre los estimulos y el refuerzo o
el castigo (Jones & Mishkin, 1972). Ademas de las proyecciones corticales
procedentes de las distintas areas de asociacion sensorial, también la amigdala

recibe aferencias talamicas (LeDoux, et al., 1987).

Estudios realizados por McDonald (1998) han demostrado que cada uno de
los nacleos amigdalinos recibe multiples entradas (inputs, aferencias) provenientes
de diferentes regiones del cerebro. Las proyecciones eferentes (Fig.4) (que salen
de la amigdala) son también abundantes y se dirigen tanto a regiones corticales
como subcorticales (Pitkanen, 2000).

Prefrontal cortex
Lateral —» Medial temporal lobe memory
Nucleus Accumbens

Prefrontal cortex
—» Striatum

B —
asal Medial Temporal memory system

Bed nucleus of the

Olfactory system ) S
P B stria terminalis
Bed nucleus stria > Hypothalamus

Hypothalamus Medial Central Midbrain, Pons, Medulla
Thalamus ! i

Ascending cholinergic and
monoamine systems

Figura 4. Representacion de eferencias amigdalinas. La amigdala es dividida en cuatro nucleos:
lateral, basal, media y central y se muestran los diferentes sitios a donde son dirigidas sus

proyecciones. Tomado de Sah et al., 2003.
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Las fibras que llegan a la amigdala (aferentes) son numerosas y provienen
de estructuras corticales y taldmicas asi como del hipotdlamo o del tallo cerebral
(Fig. 5). Las entradas corticales y taldmicas suministran informacién proveniente
de las areas sensoriales y de estructuras relacionadas con los sistemas de
memoria. Mientras que las entradas hipotalamicas y del tronco encefalico
provienen de regiones que participan en la conducta y en los sistemas autbnomos.
La principal fuente de informacién sensorial a la amigdala, es la corteza cerebral
(Ctx) y el tdlamo, que proporciona informacion tanto a la amigdala como a la

corteza cerebral (McDonald, 1998).

Desde el punto de \vista bioquimico estas proyecciones son
predominantemente glutamatérgicas, y surgen de la capa V de la corteza,
provenientes de neuronas piramidales. La mayoria de ellas son ipsilaterales y
entran en la amigdala a través de la capsula externa. La mayoria de las
proyecciones corticales se originan en las areas de asociacion y transmiten
informacion procesada por una serie de conexiones cortico-corticales originadas

en la corteza sensorial primaria.

Gustatory & Visceral
Somatosensory
Auditory

Gustatory & Visceral Visual

Somatosensory Perirhinal cortex

Auditory Hippocampal formation

Gustatory & Viscera)

Somatosensory Gustatroy & Visceral
A!.ldnorv Somatosensory
Visual Entorhinal cortex

Perirhinal cortex Thalamus Perirhinal cortex Frontal cortex
Thalamus Frontal cortex Thalamus
CA1 & Subiculum
Thalamus
Gustatory & Visceral
Somatosensory
Perirhinal cortex
Hypothalamus
Piriform cortex hypothalamus
Perirhinal cortex
Frontal cortex @
Enterhinal cortex
Subiculum

Hypothalamus
Gustatory &Visceral
Somatosensory

Visual Frontal Cortex

Auditory
Visual
Frontal cortex
Perirhinal cortex
Entorhinal cortex NLOT
Subiculum Visceral CoA
Thalamus Subiculum CoP
Hypothalamus Hypothalamus Offactory Input  —» AB
Brain stem Brain stem
Frontal cortex PAC
Thalamus M

Visceral
Somatosensory
Thalamus

Brain stem

Figura 5. Proyecciones de entrada en nucleos amigdalinos. Se muestran diferentes aferencias

sensoriales de distintas sitios. Tomado de Sah et al., 2003.
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3.4. Participacion de la amigdala en la integracion de la ansiedad

Considerable trabajo realizado en diversos laboratorios ha permitido elaborar un
modelo sobre la participacion de la amigdala en la ansiedad. Dicho modelo
(LeDoux, 2000) ha sido desarrollado esencialmente utilizando resultados
provenientes de modelos de ansiedad condicionada, que como se sefiald antes,
utilizan modelos relativamente simples y con poca base etoldgica, por lo que
podria no necesariamente ajustarse a situaciones mas complejas, como las que
se presentan en la vida de un sujeto, ni ser valido para explicar la generacién de la
ansiedad no condicionada. Sin embargo, a pesar de sus limitaciones, dicho
modelo ha demostrado ser hasta la fecha un modelo robusto que permite
responder a muchas de las preguntas que se generan en torno a la ansiedad
(LeDoux,2000, 2003, 2007).

Para que un organismo reaccione ante una amenaza, ya sea potencial o real
es necesario que la informacién sea procesada por diversas estructuras del SNC
para dar de una manera adecuada respuesta al estimulo (Dalgleish, 2004).

A continuacién se describen las fases y regiones cerebrales con mayor

importancia en este procesamiento:

1. Percepcion del estimulo.

El primer paso es la percepcion del estimulo mediante las vias sensoriales
primarias (visual, sensorial, motora) que envian su Informacion hacia el talamo (de
Olmos & Heimer, 1999).

2. Procesamiento talamico de la informacion

El talamo es considerado una importante “estacion retransmisora” debido a
que tras de llegar a el toda la informacion sensorial que proviene del medio
ambiente, con excepcion de la olfativa es retrasmitida directamente a la amigdala.

La informacion recibida por esta estructura, dependiendo de la situacion aversiva
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que la genera, puede seguir una via larga o una corta (Debiec & LeDoux, 2004).
La via corta se refiere a la transmision de informacion directa del talamo hacia la
amigdala, lo que genera una representacion rapida y poco precisas del estimulo,
pero suficiente para conocer si este es amenazante o no. Esta via permite dar una
respuesta rapida y exitosa al peligro que pone en entredicho la supervivencia del
sujeto (Debiec & LeDoux, 2004).

La via larga involucra el envio de informacion hacia las cortezas sensoriales
primarias y su posterior re-envié a la corteza prefrontal medial (mPFC), en donde
se realiza un procesamiento mas detallado que permite obtener una
representacibon mas precisa del estimulo amenazante. Una vez que esta
informacion ha sido procesada dentro de la corteza prefrontal medial es enviada a
la amigdala (Debiec & LeDoux, 2004).

3. Procesamiento de la informacion en la amigdala

Complejo basolateral

La informacion sensorial proveniente del talamo y de la corteza llega al
complejo basolateral de la amigdala, y es contrastada con la informacién que llega
del talamo (via corta). Una vez que esta informacién a sido localmente procesada
es re-direccionada hacia el CeA, en donde se implementan los componentes
autonémicos y hormonales propios de la respuesta ansiosa; al nicleo accumbens
gue le da a esta respuesta su componente motivacional y de regreso a la mPFC,
en donde posiblemente la ansiedad se hace consciente (Davis & Whalen, 2001,
Pérez de la Mora, 2007b). Por otro lado, es comunmente aceptado, que dentro del
nacleo lateral es donde se produce la plasticidad que se asocia a la informacion
contenida en los estimulos potencialmente aversivos con lo que se encuentran los

individuos.
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Nucleo central

Una vez que la informacién generada por la amenaza ha sido evaluada, es
enviada, como se indicé antes, al CeA que es la parte de la amigdala encargada
de generar una respuesta somatica y autondmica acorde a la naturaleza y
magnitud de la amenaza. La respuesta ansiosa puede implementarse en dicho
nacleo debido a que su porcion medial es asiento de grupos neuronales con
proyecciones hacia los centros responsables de regular funciones autondémicas
tales como: la actividad cardiovascular, la respiracién, el tono muscular y la
intensidad de los reflejos (Pérez de la Mora et al, 2007b) asi como de aquellos
encargados de modular la actividad del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA),

localizados en el tallo cerebral y el hipotdlamo respectivamente.

Islas intercaladas paracapsulares

Dado que no existen conexiones entre el nucleo lateral y la porcion medial
del nucleo central, que como se indico antes, es la responsable de implementar la
respuesta ansiosa, se ha sugerido que la informacién integrada en el complejo
basolateral tiene un relevo en las islas intercaladas paracapsulares (IPC), antes de
llegar a la porcion medial del CeA, pues dichas islas reciben numerosas aferencias
del complejo basolateral y proyectan hacia la porcibn medial del CeA. Tales
agrupamientos insulares son conglomerados muy densos de interneuronas
GABAérgicas, que se encuentran localizados entre el BLA y CeA (Pare et al.,
2004; Perez de la Mora et al., 2006; Pérez de la Mora, 2007; Pérez de la Mora et

al., 2008), y especificamente rodeando la mitad rostral del complejo basolateral.

En virtud de que hay evidencia experimental que sugiere que dichas
interneuronas ejercen una influencia inhibitoria tonica entre ellas y sobre las
neuronas de la porcién medial del CeA (Royer et al., 1999), se ha sugerido que
pudieran funcionar a manera de una interface inhibitoria, con la capacidad para
regular, tanto espacial como temporalmente el paso de impulsos nerviosos

provenientes del complejo basolateral o de otras localidades extra-amigdalinas
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con direccion a la porcion medial del CeA (Royer et al., 1999; Paré et al., 2004; De
Celis, 2007; Pérez de la Mora et al, 2008).

En resumen, de acuerdo al modelo mas aceptado en la actualidad la
informacion sensorial relevante del medio ambiente alcanza el complejo
basolateral de la amigdala directamente via aferencias talamicas o corticales y
tras de ser procesada localmente es enviada, a la porcion medial del CeA en
donde las respuestas de ansiedad son implementadas. Dada la falta de
conexiones entre el Bla y la porcion medial del CeA, asiento de las neuronas que
proyectan a los nucleos encargados de dar la respuesta ansiosa, se ha propuesto
que sean las neuronas GABAérgicas de las islas IPC las encargadas de conectar
anatdmicamente a estas dos estructuras y modular funcionalmente el paso de

impulsos nerviosos entre ellas (Véase la Fig. 6)

(€)
OUTPUT
(anxiety) ‘
INPUT
(danger)

Figura 6. Procesamiento de la informacion en la amigdala. Tomado de la Mora et al., 2010.
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CAPITULO4

LOS NEUROTRANSMISORES DE LA AMiGDALA

La amigdala presenta una anatomia compleja, dentro de la cual practicamente
todos los neurotransmisores, asi como algunos péptidos y hormonas pudieran
estar presentes (Tabla 2). La citoquimica del complejo amigdalino demuestra la
presencia de varios neurotransmisores como la noradrenalina (NA), dopamina

(DA), acetilcolina (ACh), serotonina (5HT), acido gamma-aminobutirico (GABA) y

glutamato (GLU) (De Celis, 2007).

A su vez en las células y terminaciones del complejo amigdalino se hallan

péptidos como la somatostatina, encefalina, sustancia P, colecistoquinina,

neurotensina y polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) (De Celis , 2007).

Tabla 2. Algunos Neurotransmisores y neuropeptidos reportados en la amigdala

Sustancia

Nucleo amigdalino

GABA Central, Medial
Glutamato Central, Medial
Dopamina (DA) Sustancia nigra del mesencefalo  Central

Area ventral tegmental
Noradrenalina (NA) Locus coeruleus Central

Serotonina (5HT)

Nucleo dorsal del rafe

Basal , Lateral

Acetilcolina (ACh)

Sustancia inominada

Basal

Sustancia P Intrinseco Central, Medial
Encefalina Intrinseco Central, Medial
Neurotensina Intrinseco Central, Medial

Colicistoquinina (CCK)

Lateral, Corteza piriforme

Péptido Intestinal VVasoactivo

Lateral, Corteza piriforme

Vasopresina

Nucleo paraventricular y
supraoptico del hipotadlamo

Central, Medial

Somatostatina

Lateral, Corteza piriforme

Modificada de De Celis, 2007.
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Debido a que la amigdala es considerada una estructura fundamental en el
procesamiento de la ansiedad, se han hecho esfuerzos considerables para
determinar el papel que tiene cada uno de los neurotransmisores encontrados en

ella en la modulacién de la ansiedad (Tabla 3).

Tabla 3. Papel de algunos neurotransmisores en la modulacién de la ansiedad.

Sustancia Efecto global |

GABA Ansiolitico
Glutamato Ansiogénico
Dopamina (DA) Ansiogénico
Noradrenalina (NA) Ansiogénico
Serotonina (5HT) Ansiogénico
Colicistoquinina (CCK) Ansiogénico
Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP) No determinado
Neuropeptido Y (NPY) Ansiolitico
Opioides Ansiolitico
Sustancia P Ansiogénico
Moduladores Neuronales
Progesterona
Vasopresina Ansiogénico
Factor de liberacién de corticotropina (CRF)

Modificada de De Celis, 2007.

Es posible destacar por su abundancia e importancia, dentro de los
neurotransmisores que tienen efecto en la ansiedad al acido y-amino-butirico
denominado GABA (por sus siglas en ingles), el cual tiene un efecto ansiolitico y al
glutamato (GLU), que tiene un papel ansiogénico. Los otros neurotransmisores,
con acciones también sobre la ansiedad, tendrian el papel de modular en forma

compleja la actividad de estos dos grandes sistemas (De Celis, 2007).
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4.1. Arginina Vasopresina.

La arginina vasopresina (AVP) es una neurohormona presente en la mayoria de
los mamiferos, incluyendo al ser humano. Es una hormona pequefia (oligopéptido)
constituida por nueve aminoacidos: NH2-Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-
COOH (Fig. 7) (Stoop, 2012).

Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-MHz

O‘?W H

Figura 7. Estructura molecular de arginina vasopresina

La arginina vasopresina fue descrita en 1953 por Du Vigneuad como una
molécula con actividad antidiurética (Taylor et al, 1953); sin embargo, tres décadas
después fue identificada como un neuropéptido producido en el cerebro. Dicho
neuropéptido ha sido involucrado en la regulacién de funciones cerebrales
superiores, tales como el aprendizaje, la memoria y la emotividad, asi también se
ha demostrado que tiene influencia en una gran variedad de comportamientos
sociales (Caldwell & Young, 2006) que son independientes de sus efectos
hormonales (Landgraf & Neumann, 2004) (Fig. 8).
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AVP in Brain and Periphery
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Figura 8. Arginina vasopresina en el cerebro y la periferia. La arginina vasopresina tiene
efectos como neurotransmisor mediados después de su liberacion en el cerebro y
funciones hormonales después de su liberacion en el sistema circulatorio. Abreviaturas:
BNST nucleo cama de la estria terminal, PVN Nucleo paraventricular, SON nucleo
supradptico, SCN nucleo supraquiasmatico, ACTH corticotropina. Tomado de Caldwell, et
al., 2008.

4.2. Sintesis y liberacién de la arginina vasopresina.

La AVP es sintetizada principalmente en el hipotalamo, en dos tipos
diferentes de neuronas, las magnocelulares y parvocelulares. Las neuronas
magnocelulares se encuentran principalmente en el nacleo paraventricular (PVN) y
supradptico (SON) de esta estructura (Fig. 9). Extra hipotalamicamente se ha
reportado al BNST y a la MeA como las dos mayores fuentes productoras de AVP,
ya que muestran una densa inmunoreactividad para el péptido (Hallbeck, et al.,
1999).

El precursor de AVP se sintetiza en los cuerpos neuronales para
posteriormente ser transportado a través de los axones. Durante su transporte la

molécula precursora es procesada para convertirse en AVP. Los axones de las
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neuronas magnocelulares en el PVN y SON proyectan hacia la pituitaria posterior
(neurohipofisis) que recibe el suministro de sangre de la arteria hipofisaria inferior
(formando el sistema hipotalamo-neurohipofisiartio), en donde la AVP se acumula

en las terminales nerviosas y los cuerpos de Herring (Laycock, 2010).
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Figura 9. Sintesis y liberacién de AVP. Tomado de Holt & Haspel, 2010.

Debido a que los capilares dentro de la glandula pituitaria no tienen barrera
hematoencefalica, la AVP es liberada en las proximidades de los capilares lo que
permite su rapida integracion al torrente sanguineo (Lenget al., 1999). Del mismo
modo, las neuronas parvocelulares del PVN proyectan sus axones a los capilares
del plexo portal en la zona externa de la eminencia media de la pituitaria, de donde

la AVP es transportada a la pituitaria via la circulacion portal (Scott & Dinan, 1998).
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Las neuronas magnocelulares liberan AVP de sus dendritas y cuerpos
celulares. Se ha demostrado que tanto los cambios en los niveles de calcio como
la despolarizacion estimulan la liberacion de la AVP en las dendritas.
Curiosamente, la vasopresina en si parece ser eficaz para inducir su propia
liberacion dendritica (Ludwig et al., 2005). Cabe sefalar, que este modo de
liberacion requiere de su posterior difusion a través del liquido extracelular para
que las moléculas de AVP puedan actuar sobre receptores localizados a cierta
distancia de su lugar de liberacion. Por otro lado, existen fibras vasopresinérgicas
que proyectan desde el hipotdlamo a subregiones del hipocampo, septo,
amigdala, y areas del tronco cerebral, donde es probable que la AVP sirva como
un neurotransmisor (Buijs et al., 1991).
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4.3. Receptores de arginina vasopresina.

Existen tres subtipos de receptores para AVP: Vl1a, V1b (antes conocido
como V3) y V2. Al ser receptores transmembranales y estar acoplados a proteinas
G (GPCR), poseen siete dominios transmembranales, con estructura de a hélice,
con un dominio N-terminal extracelular y un dominio citoplasmatico C-terminal
(Villabona, 2010).

A pesar que los tres subtipos de receptores pertenecen a la familia de
proteinas G, cada uno tiene propiedades farmacolégicas diferentes, por lo tanto, la
AVP puede ejercer diversos efectos en multiples tejidos debido a la distribucion

de los receptores y sus cascadas de segundos mensajeros (Villabona, 2010).

Los receptores V1 (V1a, V1b) se acoplan a la proteina Gqq/11 que activan a
la fosfolipasa c (PLC), la cual fosforila al 4,5 bifosfato (PIP2), generando 1,4,5
inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3, a su vez, facilita la liberacion
de calcio intracelular del reticulo endoplasmico mientras que el DAG activa a la
proteina quinasa C (PKC) en la superficie membranal. La proteina activada
fosforila proteinas celulares que son responsables de las respuestas celulares
caracteristicas de estos receptores (Treschan et al., 2008)(Fig. 10).

Los receptores V2 se acoplan en cambio a proteinas Gs del rifién, las
cuales a través de la activacion de la adenil-ciclasa (AC) y de la cascada de
sefalizacion del adenosin monofosfato 3,”5" ciclico (AMPc) seran responsables de

los efectos renales de la AVP (Zimmerman, 1976; Nielsen et al., 2002).
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Figura 10. Transduccion de sefial de arginina vasopresina (AVP). Abs: GDP, guanosin difosfato;
Gq a By, sub unidades de la proteina G; GTP, guanosin trifosfato. Tomado de Maybauer et al.,
2008.

Los receptores V1a ademas de encontrarse en el cerebro se encuentran en
una gran variedad de tejidos que incluyen al masculo liso vascular, higado, rifion,
y bazo, mediando diversos efectos biologicos, incluyendo la induccién de
hipotensién, vasoconstriccion, gluconeogénesis, y la agregaciéon plaguetaria
(Zingg, 1996). En el cerebro, el receptor V1a se encuentra en el hipotalamo,
septum, hipocampo, nucleo cama de la estria terminal, amigdala central,
cerebelo, 6rgano subfornical, y el plexo coroideo (Ostrowski et al.,1994; Szot et al.,
1994; Huber et al., 2005). El receptor V1b se localiza aparte de la adenohipdfisis,
en donde media la secrecién de ACTH a la circulacion (Sugimoto et al., 1994), en
un buen numero de regiones cerebrales tales como: el hipocampo, la zona exterior
de la eminencia media, y la amigdala entre otras (Hernando, Schoots, Lolait, &
Burbach, 2001). Con respecto a esta ultima estructura los receptores V1b han sido

encontrados en el CeA, MeA (Salome et al., 2006).
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4.4. Eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA).

El eje HPA es el resultado de la interaccion entre el hipotalamo, la hipofisis
(también llamada pituitaria) y la corteza adrenal (localizada en la parte superior de
los rifiones); desempefia un papel importante en el mantenimiento de la

homeostasis asi como en las respuestas ante el estrés (Aguilera, 2011).

La activacion del eje (Fig. 10) comienza en el hipotalamo con la sintesis de
AVP vy la hormona liberadora de corticotropina (CRH), que se liberan a la
circulacién portal en respuesta a condiciones de estrés. Tras su secrecion la AVP
potencializa los efectos de CRH, actuando ambos sinérgicamente en células
especializadas de la pituitaria anterior (adenohipdfisis), en donde estimulan la
secrecion de la hormona adrenocorticotropa también llamada corticotropina
(ACTH) que en la corteza adrenal estimula la secrecion de glucocorticoides
(corticosterona en roedores y cortisol en humanos) que regulan un gran espectro
de condiciones fisioldgicas (Antoni, 1993; Engelmann et al., 2004). La sensibilidad
del eje HPA a los estimulos de entrada es modulada por un sistema de
retroalimentacion negativa, que es inhibida por los propios glucocorticoides (Fig.
11).

Por otra parte, las neuronas del hipotalamo en particular las magnocelulares
liberan AVP de sus dendritas y cuerpos celulares. Este modo de liberacion y
comunicaciéon interneuronal incluye su posterior difusion a través del liquido
extracelular del cerebro, que permite a las moléculas de AVP actuar como
neuromoduladores sobre sus receptores a cierta distancia de su lugar de
liberacion (Makaraet al., 2004).
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Figura 11. Eje hipotdlamo-pituitaria—adrenal. Se muestran las estructuras relacionadas con el eje,

asi como las sustancias que intervienen durante su activacion. Abs: CRF, hormona liberadora de

corticotropina; VP, vasopresina; ACTH, corticotropina; SON, Nucleo supradptico del hipotalamo;

PVN, nucleo paraventricular del hipotalamo. Tomado de Zelena, 2012.
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4.5. La arginina vasopresinay su relacién con la ansiedad.

Como se ha descrito antes la AVP tiene diversas funciones en los
individuos, ejemplo de ello es que su liberacién central contribuye a la regulacion
conductual, incluyendo el aprendizaje, el proceso de memoria, la emocionalidad, el
afrontamiento del estrés (Engelmann et al., 1994; Ebneret al., 1999) asi como el
control de la actividad del eje HPA (Keck et al., 2002; Wotjak et al., 2002).

Tomando como base, que la deficiencia de AVP produce déficits
conductuales que pueden ser revertidos por ella misma, Gold y sus colaboradores
(1978) intentaron relacionar a este neurotransmisor con padecimientos derivados
del estrés, como son la ansiedad y la depresion mayor, y discutieron la existencia
de vias vasopresinérergicas en SNC que participaria en el control de procesos
fisiolégicos y de conducta en enfermedades afectivas. Desde entonces se han

desarrollado diferentes estudios para confirmar esta idea.

Los primeras observaciones que involucraron directamente a la vasopresina
con la ansiedad fueron llevadas a cabo con ratas Brattleboro (Williams et al.,1983),
que derivan de la cepa Long Evans y expresan un gen mutante precursor de la
AVP, que resulta en la deficiencia de la misma (Bohus & de Wied, 1998). Las ratas
Brattleboro presentan una alta actividad exploratoria y niveles bajos de ansiedad
comparadas con ratas normales. En forma similar fue encontrado que dos lineas
de ratas de la cepa Wistar cruzadas selectivamente para tener alta (HAB) 6 baja
ansiedad (LAB) en el laberinto elevado en cruz (LEC) mostraron diferencias en
inmunoreactividad para AVP y para su mRNA. Asi, mientras las ratas LAB
mostraron una baja inmunoreactividad, en las ratas HAB se observé lo opuesto
(Keck et al., 2003).

Los estudios farmacoldgicos realizados han resultado contradictorios. Asi,
en tanto que la administracion intraseptal e intraperitoneal (i.p) de AVP produjo
efectos ansioliticos en el LEC (Appenrodt et al., 1998), Liebsch y colaboradores
(1996) reportaron una disminucion de los niveles de ansiedad en el mismo modelo

y region, tras el bloqueo de los receptores Vla con el antagonista
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d(CH)sTyr(Me)AVP. En linea con estos ultimos resultados, la administracion a
ratas de un oligo-desoxiribonucleotido anti sentido para los receptores Vl1a en el
septum redujo sus niveles de ansiedad cuando estas fueron expuestas al LEC,
(Landgraf et al., 1995) sugiriendo, que los receptores V1 presentes en el septum

tienen un papel ansiogénico.

Por otro lado, estudios realizados utilizando ratones transgénicos dieron
apoyo adicional al papel ansiogénico de los receptores V1a en la modulacién de la
ansiedad. Asi, en ratones macho knockout (OK) para el receptor V1a se observo
una disminucién en los comportamientos asociados a la ansiedad en comparacion
con ratones no manipulados (wildtype) (Bielsky et al., 2004; Egashira et al., 2007).
Congruentemente, la sobreexpresion del gene para Vl1a en el septum lateral
resulté en un incremento de las conductas asociadas a la ansiedad (Bielsky et al.,
2004).

Por lo que toca al papel de los receptores V1b, la disponibilidad de un
antagonista especifico para ellos, el SSR149415 (Serradeil-Le Gal et al., 2005),
ha permitido analizar su papel en la regulacién de la ansiedad. Los resultados de
experimentos en los que este compuesto ha sido administrado oralmente a ratas
han mostrado que este antagonista tiene un poderoso efecto ansiolitico en varios
modelos de ansiedad, entre los que se incluye el EPN. Resulta interesante para
este trabajo, que la administracion de SSR149415 en el septum lateral no tuvo
efectos en el LEC, ni en la prueba de Vogel (Stemmelin et al., 2005) pero si
cuando fue infundido dentro de la amigdala y las ratas fueron evaluadas en el
LEC. Los efectos del SSR149415 fueron registrados cuando dicho antagonista fue
administrado en el BLA, pero no en el CeA ni el MeA y fueron de naturaleza
ansiolitica (Salome et al., 2006) sugiriendo que los receptores V1b juegan un

papel ansiogénico en la modulacion amigdalina de la ansiedad.

Finalmente, con base en estudios epigenéticos relacionados con el estudio de la
ansiedad, se demostro que la hipometilacion de los genes para AVP inducida por

el estrés en ratones en edades tempranas resulté en una mayor expresion de AVP
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y un aumento en la actividad del eje HPA, que dio como resultado en la vida adulta
de estos animales una disminucién en la capacidad para afrontar el estrés y un
déficit en la memoria, que son caracteristicas frecuentes de los trastornos de
ansiedad y/o depresion (Murgatroyd et al., 2010).
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CAPITULO 5

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

5.1. Justificacion.

La ansiedad en su forma patoldgica es el padecimiento psiquiatrico mas
frecuente en México y el mundo, al grado que se considera que cerca del 25% de
la poblacion ha padecido 6 padecera algun trastorno de ansiedad (Alonso et al.,
2004).

En vista de que aun no se conoce a totalidad el sustrato neurobiolégico de
la ansiedad y de que su conocimiento resulta indispensable para la generaciéon de
medicamentos y estrategias conductuales para su control; los estudios tendientes

a conocer dicho sustrato resultan fundamentales.

La AVP parece desempefar un papel importante en la ansiedad, pues no
solo participa en la regulacion del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal sino también
como un modulador de esta respuesta adaptativa a través de sus efectos
sinapticos en diversas regiones del sistema nervioso central, pues tanto su
administracion sistémica, como intraventricular resulta en la aparicion de ansiedad.
Por otro lado la administraciéon de AVP dentro del nucleo septal, que tiene un
papel destacado en la ansiedad, ha resultado en la produccién de efectos tanto

ansioliticos como ansiogénicos.

Por otro lado, es generalmente aceptado que la amigdala a través de sus
nacleos basolateral (BLA) y central (CeA), que constituyen sus principales
estaciones de entrada y salida, juega un papel fundamental en la modulacion de
la ansiedad. Sin embargo, dado que a pesar que esta estructura tiene una densa
inervacion AVPérgica y posee una importante densidad de receptores para este
neuropéptido el papel que juega este neurotransmisor en la modulacion
amigdalina de la ansiedad es poco conocida. Por consiguiente se ha considerado

de interés estudiar la posible participacion de la AVP sobre esta modulacion.
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5.1. Hipotesis.

La administracion bilateral intra amigdalina de arginina-vasopresina (AVP)
en el nucleo central de la amigdala (CeA) de la rata (Wistar) inducird un aumento

en los niveles de ansiedad.

5.2. Objetivos.

5.2.1. General

Determinar el papel de la AVP en la modulacion amigdalina de la ansiedad en la

rata.

5.2.2. Particulares

Evaluar el efecto de la administracion bilateral intra amigdalina de AVP en el

paradigma de laberinto elevado en cruz.

Evaluar el efecto de la administracion bilateral intra amigdalina de AVP en el

paradigma de enterramiento defensivo.

Evaluar el efecto de la administracion bilateral intra amigdalina de AVP en la

motricidad de los animales.

Mediante los resultados obtenidos en las pruebas anteriores y la literatura
existente al respecto proponer un modelo que permita explicar el papel de la AVP

en la modulacién amigdalina de la ansiedad.
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CAPITULO 6

METODOS EXPERIMENTALES

6.1. Animales.

Se utilizaron 100 ratas macho de la cepa Wistar de 250 a 260 g en
promedio, 50 de ellas fueron empleadas en la prueba de enterramiento defensivo
y 50 en el laberinto elevado en cruz. Las ratas fueron criadas en el bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular y se hospedaron de manera grupal, bajo condiciones
controladas de temperatura (22°C) y luz (ciclo luz/oscuridad de 12:12 h con la luz
prendida a las 7.00 A.M.). Los animales fueron mantenidos con agua y alimento ad
libitum. Todos los estudios reportados en este trabajo fueron llevados a cabo de
acuerdo a las especificaciones técnicas para el cuidado y uso de animales de
laboratorio establecidas en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) vy la
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, National Institutes of Health of
1996”. Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a tres grupos de estudio Grupo
control (n=24), al que le fue administrado solucién salina fisiol6gica Unicamente
(NaCl 0.9%); grupo AVP 1 (n=17), al que se le administré intra-amigdalinamente
1ng de AVP por lado y grupo AVP 10 (n=22) que fue tratado con 10 ng de AVP por

lado intra-amigdalinamente.

6.2. Sustancias quimicas.
La arginina vasopresina ([Arg8]-Vasopressin acetate) fue adquirida de

Sigma Chemical Co., Missouri, USA. La ketamina (Anesket) asi como la xilazina

fueron adquiridos de la empresa Pisa Agropecuaria, Atalaquie, Hgo; México.
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6.3. Procedimiento quirurgico.

Previo a la implantaciéon de las canulas guia en la amigdala, las ratas fueron
anestesiadas mediante la administracion simultanea de clorohidrato de ketamina
(170 mg /kg) y xilasina (17 mg/kg) por via intraperitoneal. Una vez que las ratas
fueron anestesiadas se colocaron en el equipo estereotaxico con la barra incisora
situada a -3.3 mm. Se realiz6 una incision para exponer el bregma y con base en
ella se implantaron canulas guia (C315G, Plastics One, Roanoke, VA, USA)
bilaterales, con un diametro exterior de 0.46 mm dirigidas hacia el nucleo central
utilizando las siguientes coordenadas AP: -1.7 mm, ML: £ 4.2 mm, DV -7.7 mm, de
acuerdo al atlas estereotaxico de Paxinus y Watson (1986). Para evitar el
desprendimiento de las canulas guia, estas se fijaron con la ayuda de tornillos de
acero inoxidable y acrilico dental. Con objeto de prevenir infecciones se administré
Estreptobezetazil V-Fortificado por via intramuscular. Después de 7 dias de
recuperacion de la cirugia y de la anestesia, las ratas fueron habituadas una vez al
dia durante 5 min por un lapso de cuatro dias antes de ser tratadas y evaluadas

conductualmente. (Paxinus & Watson, 1986)

6.4. Microinyeccion.

El dia del experimento utilizando una bomba de microdidlisis
(CMA/Microdialysis, Stockholm, Sweden) se administré aleatoriamente, y en forma
bilateral 250 nl de salina 6 de arginina vasopresina (1ng o 10 ng / lado) a través de
canulas de inyeccién (0.20 mm de diametro externo (C315l, Plastics One)
introducidas a las canulas guia y de las que protruian un mm. Los compuestos
fueron inyectados a lo largo de un periodo de 5 min. Las canulas de inyeccién
permanecieron 30 segundos en su sitio después del término de la inyeccién, con
la intencion de evitar el reflujo de la substancia administrada y permitir su correcta
difusion. Las observaciones conductuales fueron iniciadas inmediatamente

después del tratamiento.
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6.5. Evaluaciones conductuales.

La evaluacion de la ansiedad, se llevo a cabo mediante la utilizacion de
modelos no condicionados, controlando las variables experimentales (luz,
temperatura, humedad), asi como el tiempo de duracion y el nimero de individuos.
Cada una de las pruebas (laberinto elevado en cruz, enterramiento defensivo o
campo abierto) fueron llevadas a cabo en un cuarto sono-amortiguado, en
ausencia del experimentador y en un horario de 10:00 a 16:00 h. La conducta de
los animales fue registrada de manera remota y video-grabada para su posterior

evaluacion.

6.6. Prueba de laberinto elevado en cruz.

Tanto el dispositivo como la evaluacion conductual fue llevada a cabo de
acuerdo en lo descrito por Pellow y sus colaboradores (1985). El laberinto,
construido de madera poseia dos brazos abiertos (50x10 cm) y dos cerrados
(50x10x40 cm) que se interceptaban en un cuadrado central (10x10 cm). El
dispositivo se encontraba elevado a 50 cm del suelo por medio de un pedestal. El
nivel de iluminacion durante la prueba fue de 5.1 luxes. Al comenzar la prueba, las
ratas fueron colocadas en el cuadrado central del dispositivo con la vista dirigida
hacia los brazos abiertos permitiéndoseles explorar libremente el laberinto por un
periodo de cinco minutos. Durante ellos se registré el nimero de entradas a los
brazos abiertos (expresado en porcentaje del nUmero de entradas totales tanto a
los brazos abiertos como a los cerrados), el tiempo de permanencia en los mismos
(expresado en porcentaje del tiempo pasado en ambos tipos de brazos) asi
también el nimero de entradas totales a los brazos abiertos y cerrados. Como
indicadores de ansiedad se tomo, tanto el numero de entradas a los brazos
abiertos del laberinto como el tiempo de permanencia en ellos. Una entrada a los
brazos del laberinto se contabiliz6 una vez que las cuatro patas de la rata se

colocaron dentro del brazo correspondiente.
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6.7. Prueba de enterramiento defensivo.

El procedimiento se realizé de acuerdo a Treit y colaboradores (1981) La
prueba se llevo a cabo en una caja elaborada con material acrilico con medidas de
27x16x23 cm. El suelo se encontraba recubierto uniformemente por una cama de
aserrin de pino de 5 cm de grosor. En una de las paredes del dispositivo, 2 cm por
encima del nivel de la cama de aserrin, se colocé un electrodo electrificado a
permanencia de 7 cm de largo y 0.5 cm de didmetro que generaban una descarga
eléctrica de 0.4 mA cada vez que la rata lo tocaba con el hocico o las
extremidades. La rata es colocada, al inicio de la prueba, en el extremo contrario
al electrodo y se le permite explorar la caja por 10 min a partir de haber recibido el
primer choque. Los experimentos se realizaron con una iluminacion roja de 2,3 a
2.5 luxes. Durante la evaluacion de la conducta se registraron como indicadores
de ansiedad la latencia al primer episodio de enterramiento tras recibir el primer
choque eléctrico, el nimero de choques recibidos y el tiempo total que pasé la
rata enterrando al electrodo. El tiempo de enterramiento se tomdé como una
medida de ansiedad, la medida de latencia como indice de reactividad y el nUmero

de choques como una indicacion del grado de molestia a la descarga eléctrica.

6.8. Prueba de campo abierto.

Con la finalidad de descartar la influencia del AVP en la locomocién de las
ratas, se sometié a estas al paradigma de campo abierto inmediatamente después
de haber sido probadas en cualquiera de los modelos de ansiedad utilizados. La
prueba de campo abierto se llevd a cabo en una caja de acrilico de 50x50x30 cm
equipada con celdas fotoeléctricas, que detectaban los movimientos de los
animales dentro de la caja mediante el registro del nUmero de rompimientos de
los haces de luz que ocurrian entre ellas (OMNIALVA, Ciudad de México). Cada
una de las paredes del dispositivo contenia 10 celdas fotoeléctricas separadas

entre si por un intervalo de 5 cm. Las celdas fueron colocadas a 4,0 cm por
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encima del suelo. Para el registro de los movimientos de las ratas, la caja fue
sincronizada con una PC que permitia estimar cuantitativamente el nUmero de
interrupciones de los haces de luz que ocurrian entre las fotoceldas. Dichas
interrupciones fueron transformadas en eventos de locomocién con una frecuencia
de muestreo de 10 Hertz. El nivel de iluminacién en el interior de la caja fue de
138 luxes. Al comenzar la prueba, las ratas fueron colocadas en una de las
esquinas de la caja y a continuacion se les permitié explorarla libremente durante
5 min. Mediante el software OMNIALVA fue posible registrar los movimientos de la
rata en la caja y determinar el tiempo de permanencia de las ratas tanto en su

parte central como periférica (Prut & Belzung, 2003).

6.9. Evaluacién Histologica.

Una vez terminadas las pruebas de conducta, con objeto de verificar la
correcta posicidon de las canulas implantadas, los animales se anestesiaron
profundamente con una sobredosis de pentobarbital sédico (65 mg por rata), y se
les administro bilateralmente 250 nl de azul de Pontiamina a través de las canulas
de inyeccion usadas para la administracion del AVP. Los cerebros fueron
removidos Y fijados en formaldehido al 10% durante una semana. Para protegerlos
en contra de la congelacién, los cerebros se sumergieron en soluciones de
sacarosa con una concentracion creciente (10%, 20% y 30%), permaneciendo en
cada una de ellas por un tiempo minimo de 24 h. Los cerebros fueron seccionados
obteniéndose cortes coronales de 40 um mediante un criostato (CM 1510-3, Leica
Instruments, Nussloch, Germany) a una temperatura de -19°C. Los cortes
obtenidos fueron tefiidos con violeta de cresilo y finalmente fueron montados en
porta-objetos utilizando Permount. La posicién de las canulas fue determinada
mediante la observacion de las secciones teflidas con microscopio estereoscopico.
Las ratas empleadas para el andlisis estadistico fueron aquellas en las cuales las

canulas guia se situaron en el CeA o en su proximidad.
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6.10. Analisis de Datos.

Los resultados obtenidos durante los experimentos se presentan como
promedios * el error estandar. Debido a que el andlisis de Kolmogoroff-Smirnof
mostré que la muestra bajo estudio seguia una distribucion normal (0.1600, P >
0.10), se llevé a cabo estadistica paramétrica para la evaluacion de los datos.
Para ello se empled el andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguida de la
prueba post hoc de Dunnet, que compara los distintos grupos en contra del
control, cuando el valor de P< 0.05 en el ANOVA. Los andlisis fueron llevados a

cabo utilizando el Software GraphPad Prisma 5.
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CAPITULO 7

RESULTADOS

7.1. Andlisis histolégico.

Los sitios de implantacion de las canulas fueron verificados
microscopicamente (Fig. 12). Para el andlisis de datos solo fueron incluidos
aguellos animales en los cuales las puntas de las canulas de microinyeccion se
encontraban localizadas en el nucleo central de la amigdala (CeA) o préximas a él.
Las ratas fueron eliminadas debido posiciones incorrectas de las canulas,
evidencia de infeccion o signos de enfermedad. Finalmente se obtuvo un total de
63 animales, 34 en la prueba de laberinto elevado en cruz y 29 empleados en la

prueba de enterramiento defensivo.

Tabla 5. Numero de ratas totales empleadas

Grupo Laberinto elevado en Enterramiento
cruz defensivo
Solucién salina (NacCl n=12 n=12
0.9%)
Dosis 1 ng de AVP n=9 n=238
Dosis 10 ng de AVP n=13 n=9
Total = 34 Total = 29

Como puede observarse en la figura 13 la mayoria de las canulas

estuvieron localizadas en la amigdala anterior entre los niveles de Bregma -1.80 a

-3.13 mm de acuerdo con el atlas de Paxinus y Watson (1986). La mayor parte de

las canulas estuvieron implantadas en el nucleo central (CeA) o sus cercanias.
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Figura 12. Localizacidn de canulas guia. Se observan cortes coronales de rata de 40 ym de grosor,
tefiidos con violeta de cresilo. Es posible apreciar los nucleos amigdalinos: central (CeA), el

complejo basolateral (Bla) y el ndcleo medial (MeA), asi como los sitios de implantacién de las

canulas guia.
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Figura 13. Representacion esquemética de los sitios de implantacion de las céanulas en el lado

derecho e izquierdo de la amigdala en la prueba del laberinto elevado en cruz y de enterramiento

defensivo. Los niveles estereotaxicos corresponden a lo establecido en el atlas de Paxinos de

Paxinos y Watson (1986). Debido a la gran densidad de las puntas de las canulas en algunas de

las secciones, algunas se sobreponen. ACo, nucleo anterior cortical de la amigdala; BLA, ndcleo

basolateral amigdalino; BMA, nucleo amigdalino basomedial; Cel, nlcleo central amigdalino,

division lateral; CeM, nucleo central amigdalino, division medial; IM, isla intercalada principal; LA,

amigdala lateral; MeA, nucleo medial amigdalino.
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7.2. Analisis conductual en el laberinto elevado en cruz.

7.2.1. NUumero de entrada totales

No existi6 una diferencia significativa en el numero de entradas entre los
grupos, ya que las ratas tratadas con AVP en sus dos dosis (1ng,10 ng) mostraron
un porcentaje de entradas similar a las tratadas con solucion salina en el grupo
control (ANOVA: F(, 31y = 1.890, P>0.05; n=34).
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Figura 14. Efecto de AVP en el namero total de entradas a brazos abiertos y cerrados en el
laberinto en cruz. La administracion de AVP no mostré efectos significativos en el nimero de
entradas totales en los grupos tratados con AVP en comparacion con el grupo control, al que se le
administro solucion salina. Para el analisis estadistico se empleé una ANOVA de una via (F(, 31 =
1.890, P>0.05; n=34) (Control: n=12; AVP: 1ng: n=9; 10ng: n=13).
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7.2.2.NUmero de entradas a brazos abiertos

La administracion bilateral intra-amigdalina de AVP (1ng/lado) produjo un
aumento significativo en el nimero de entradas de las ratas a los brazos abiertos
del laberinto (ANOVA: F, 31y = 11.77, P<0.05). Dicho efecto no se observo, sin

embargo cuando dosis mayores (10ng/lado) de este compuesto fueron infundidas.

Entradas a brazos abiertos (%)

control 1 10
AVP (ng/lado)

Figura 15. Efecto de AVP en el niumero de entradas a los brazos abiertos del laberinto
elevado en cruz. La micro-inyeccion intra-amigdaina de AVP (1ng/lado) en el ndcleo central (CeA)
aumentd de manera significativa el nimero de entradas de las ratas a los brazos abierto del
laberinto elevado en cruz en comparacion con el grupo control. Los resultados son expresados
como medias con su respectivo error estandar. Se empleé una ANOVA de una via para el analisis
de varianza (ANOVA: F; 33y = 11.77, P<0.05; n=34) seguido de un analisis post hoc utilizando la
prueba de Dunnet para identificar diferencias con respecto al control. * = P<0.05. Control: n=12;
AVP: 1ng: n=9; 10ng: n=13.
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7.2.3. Tiempo de permanencia en los brazos abiertos

Tras la administracion de AVP fue posible observar cambios en el
comportamiento de las ratas en este parametro del laberinto en relacion con el
grupo control. Asi, las ratas tratadas con una dosis bilateral de 1 ng de AVP por
lado exhibieron un mayor tiempo de permanencia en los brazos abiertos del
laberinto. Sin embargo, no se encontraron efectos sobre este parametro cuando
se utilizé una dosis mayor (10ng/lado) de AVP. (ANOVA: F(, 31y = 8.506, P<0.05)
(Fig. 16).
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Figura 16. Efecto de AVP en el tiempo de permanencia en los brazos abiertos del laberinto
elevado en cruz. La micro-inyeccién intraamigdalina de AVP en su dosis de 1 ng / lado en el
nacleo central (CeA), influyé de manera significativa en el tiempo de permanencia en los brazos
abiertos del laberinto aumentando el tiempo de permanencia de las ratas en dichos brazos. Para la
evaluacion estadistica Se empleé una ANOVA de una via para el analisis de varianza (ANOVA:
F(, 31y = 8.506, P<0.05; n=34) seguido de un analisis post hoc utilizando la prueba de Dunnet para
identificar diferencias con respecto al control. * = P<0.05. (Control: n=12; AVP: 1ng: n=9; 10ng:
n=13).
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7.2.4. Prueba de campo abierto

No se observaron efectos significantes de la AVP sobre este parametro (Fig.17) de
acuerdo a la prueba de ANOVA practicado (ANOVA: F(, 31y = 0.2564, P>0.05;
n=34).
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Figura 17. Efectos de AVP en la prueba del campo abierto. No existen diferencias significativas
en la locomocion de los animales en la prueba del campo abierto cuando esta fue medida como el
namero de veces que se interrumpié un haz de luz entre dos celdas fotoeléctricas (eventos).
ANOVA (F(2,31) = 0.2564, P>0.05; n=34). Control: n=12; AVP: 1ng: n=9; 10ng: n=13.
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7.3. Andlisis conductual en la prueba de enterramiento defensivo.

7.3.1. Latencia de enterramiento

Como puede observarse en la Fig. 18, hubo un incremento en la latencia de
las ratas a enterrar el electrodo usado en esta prueba, con respecto al valor del
grupo control, tras de haber recibido un choque eléctrico, cuando la dosis de AVP
infundida bilateralmente fue de 1 ng/lado. No se registraron, sin embargo, efectos
cuando la dosis de AVP se incrementd a 10ng/lado. (ANOVA: F( 26 = 4.881,
P<0.05; n=29).
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Figura 18. Efecto de la administracion bilateral intra-amigdalina de AVP en la latencia a
presentar la conducta de enterramiento. La dosis de 1 ng/lado de AVP indujo un incremento en
el tiempo de latencia a iniciar la conducta de enterramiento, en comparaciéon con el encontrado en
el grupo control al que se le administro solucidon salina (SSF). Los resultados son expresados como
medias error estandar. Prueba de Dunnet: * = P<0.05 con respecto al grupo control. Control: n=12;
AVP: 1ng: n=8; 10ng: n=9.
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7.3.2. Numero de choques

No se observaron diferencias en el nimero de choques recibidos entre los
grupos evaluados en la prueba del enterramiento defensivo. (ANOVA: F(26)=
1.951, P>0.05; n=29).
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Figura 19. Efecto de la administracién bilateral intra-amigdalina de AVP en el namero de
choques. La micro-inyeccion intra-amigdalina de AVP en el ndcleo central (CeA) no mostro efectos
significativos en el nimero de choques recibidos durante la prueba. Para el analisis estadistico se
emple6 un ANOVA de una via (F, 26) = 1.951, P<0.05; n=29). Control: n=12; AVP: 1ng: n=8; 10ng:
n=9.
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7.3.3. Tiempo de enterramiento

Como muestra la Fig. 20, la administracion de AVP dentro de la amigdala
indujo un aumento en el tiempo de enterramiento en la prueba del enterramiento
defensivo (ANOVA: F@26 = 4.743, P<0.05). El efecto, sin embargo, solo se
observé a la dosis de 1 ng/lado, perdiéndose dicho efecto cuando la dosis se
incremento a 10 ng/lado.
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Figura 20. Efecto de la administracion bilateral intra-amigdalina de AVP en el tiempo de
enterramiento. La administracion de 1ng / lado incrementé de manera significativa el tiempo de
enterramiento, que en comparacion del grupo control se duplico. Los resultados son expresados
como medias con su respectivo error estandar. Para el analisis estadistico se empled un ANOVA
de una via para el andlisis de varianza (ANOVA: F 2 = 4.743, P<0.05; n=29) seguido de un
andlisis post hoc utilizando la prueba de Dunnet para identificar diferencias de los grupos tratados
con respecto al control. * = P<0.05. Control: n=12; AVP: 1ng: n=8; 10ng: n=9.
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7.3.4. Locomocidn

Tras finalizar la prueba de enterramiento defensivo, las ratas fueron
sometidas al campo abierto para evaluar los efectos del AVP sobre su locomocién
(Fig.21). Los resultados mostraron que tanto las ratas control como aquellas a las
que se les administré AVP (1 ng y 10 ng) presentaron un numero de eventos
similares que no resultaron estadisticamente significativos. (ANOVA: F(6) =
1.485, P>0.05; n=29).
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Figura 21. Efectos de AVP en lalocomocién de los animales en el campo abierto. Se observa
que los tres grupos usados presentan valores similares en el nUmero de eventos obtenidos en esta
prueba de motricidad. No existe diferencia significativa en ninguno de los dos grupos tratados con
AVP en relacion con el grupo control. (ANOVA: F; 26 = 1.485, P>0.05; n=29). Control: n=12; AVP:
1ng: n=8; 10ng: n=9.
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CAPITULO 8

DISCUSION

Existe evidencia experimental de diversa naturaleza que sefiala que la AVP
participa de forma importante en la modulacién de la ansiedad. Asi, los resultados
de Williams y colaboradores (1983) indican que en las ratas Brattelboro, que
tienen mutado el gen que codifica para la AVP, los niveles de ansiedad son bajos.
Asimismo, la expresion del gen para la AVP se encuentra incrementada en el
hipotalamo de ratas cruzadas para producir un fenotipo de alta ansiedad en
relacion con aquellas que no lo poseen 6 tienen un fenotipo de baja ansiedad
(Landgraf et al., 2007). Por otro lado, ha sido observado que la administracién
sistémica de desmopresina, un agonista vasopresinérgico (Mak et al., 2012)
disminuye la exploracion de los brazos abiertos del LEC sugiriendo que este
neurotransmisor ejerce efectos ansiogénicos (Mak et al., 2012) (ver la seccion:
“Arginina-vasopresina y su relacion con la ansiedad”). Mas aln la administracion
intra-cerebro-ventricular de AVP resulta en la produccion de efectos ansiogénicos
en el LEC (Bhattacharya et al., 1998) tanto en ratas como en ratones
ovariectomizados pre-tratados con estradiol (McCarthy, et al.,1996). En linea con
lo anterior, ha sido también reportado que en humanos la liberacion de AVP
inducida por la administracién de colecistoquinina-4 es acompafiada de sintomas
de ansiedad (Abelson et al, 2001).

A pesar de que estudios llevados a cabo mediante la microinfusion de
antagonistas para los receptores Vl1a y V1b (Everts & Koolhaas 1999; Liebsch et
al., 1996; Appenrodt et al., 1998; Stemmelin et al., 2005; Salomé et al., 2006;
(Engin & Treit, 2008) o del uso de oligonucledtidos anti-sentido (Landgraf et al.,
1995), que indican que tanto el septum lateral (LS) (Everts & Koolhaas, 1999)
Liebsch et al., 1996; Appenrodt et al., 1998; Stemmelin et al. 2005), como el
hipocampo (Engin & Treit, 2008) y probablemente la amigdala (Salomé et al.,
2006) participan en los efectos de la AVP en la modulacion de la ansiedad, el sitio

anatémico de su accién no ha sido aln bien determinado.
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Los hallazgos del presente trabajo de tesis enfatizan la participacion de la
amigdala en los efectos de la AVP y muestran la complejidad que dicho
neurotransmisor tiene en la modulacién de la ansiedad por parte de esta

estructura.

Los resultados de este trabajo muestran que en la rata, dependiendo del
paradigma de ansiedad utilizado, la administracion bilateral, intra-amigdalina de
AVP resulta en la aparicion de efectos ya sean ansiogénicos o ansioliticos. Asi, en
el enterramiento defensivo (ED), que explota la tendencia natural de los roedores
a enterrar todo aquel objeto que les pudiera producir dafio (De Boer & Koolhaas,
2003), este neurotransmisor, a dosis bajas, produjo un aumento en el tiempo
empleado por las ratas en enterrar el electrodo electrificado usado en esta prueba,
en relacion al mostrado por aquellos animales inyectados con solucién salina
Gnicamente. Cabe sefialar, que como lo indican los experimentos control
realizados, los efectos de la AVP observados sobre este parametro no resultan de
cambios en el estado general del animal ni de efectos producidos por los choques
eléctricos recibidos, pues bajo las mismas condiciones experimentales no se
observaron efectos sobre el estado locomotor de los animales ni tampoco cambios

en el numero de choques recibidos respectivamente.

A pesar que los efectos sobre la conducta de enterramiento son claros, la latencia
para iniciar la conducta de enterramiento fue mayor que la de los controles,
indicando una menor reactividad de estos hacia los choques recibidos. Dicho
resultado pudiera estar relacionada con los efectos que la AVP tiene sobre la
percepcion del dolor, pues ha sido reportado que su administracion intra-cerebro
ventricular (Zubrzycka & Janecka, 2005) o intra-amigdalina (Ahn et al., 2001)
genera efectos analgésicos en la region oro-facial. Bajo estas condiciones, es muy
posible que la intensidad de los choques recibidos haya sido atenuada
disminuyendo la reactividad de los animales y aumentado asi la latencia de la

conducta de enterramiento en relacién a la de los controles.

Llama por otro lado la atencion, que los efectos ansiogénicos de la AVP solo se

observaron a dosis bajas (1ng/lado) y desaparecieron a dosis mas elevadas
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(10ng/lado). A pesar que no se tiene una explicacion completamente valida para
estos efectos, es posible que hayan sido producidos a consecuencia de una
perdida en la selectividad de la AVP por sus receptores. Dado su parecido
estructural con lo oxitocina (OT) es posible que la AVP se haya ligado al receptor
de este neurotransmisor produciendo efectos ansioliticos, opuestos a los
observados a dosis bajas, cuando solo ha reconocido a sus propios receptores. En
apoyo de lo anterior, cabe sefialar que tanto la AVP como la OT son nonapétidos
que difieren solo en la naturaleza de dos aminoacidos (posiciones 3 y 8) (Manning
et al.,, 2012), que la AVP muestra la misma afinidad tanto para sus receptores
como para los de la OT (Mouillac et al., 1995) y que en los mamiferos la AVP y la
OT tienen efectos opuestos sobre la ansiedad (Neumann & Landgraf, 2012).
Alternativamente, la union de la AVP a su receptor pudiera haber dado lugar a la
formacion de heterodimeros constituidos por la asociacién de receptores para la
AVP y la OT dentro de la membrana neuronal con propiedades diferentes, en los
que los efectos ansioliticos de la OT fueran predominantes (Terrillon et al., 2003).

En contraste con los efectos ansiogénicos de la AVP descritos en los parrafos
anteriores, cuando las acciones de este neurotransmisor sobre la modulacion
amigdalina de la ansiedad fueron estudiados en el LEC, los efectos observados
fueron ansioliticos. Asi, la administracién bilateral intra-amigdalina de la AVP
aumento tanto el niumero de entradas de las ratas a los brazos abiertos del
laberinto como el tiempo que permanecieron en ellos, indicando asi, la produccién
de efectos ansioliticos, pues como se indicé antes, el LEC explota la tendencia
natural de los roedores a no exponerse a espacios abiertos carentes de sefales o
claves tigmotacticas, que implican contacto fisico en su entorno, como es el caso

de los brazos abiertos del laberinto.

Como en el caso del enterramiento defensivo, los efectos de la AVP sobre la
exploracién del laberinto no pueden tampoco a adscribirse a cambios en la
locomocion del animal, pues a las dosis usadas en este trabajo, no se observaron
cambios en la exploracion conjunta de sus brazos abiertos mas los cerrados, que

representa una medida intrinseca de locomocion en este paradigma (Pellow et al.,
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1985; Rodgers & Johnson, 1995), ni tampoco cuando la locomocién del animal fue
medida en un campo abierto, inmediatamente después de la exploracion del
laberinto. Como en el caso del enterramiento defensivo, la AVP solo ejercié sus
efectos a dosis bajas, perdiéndose estos cuando la dosis fue incrementada. Una
explicacion similar a la ofrecida en el caso del enterramiento defensivo, pero

operando en el sentido de la ansiolisis pudiera también ser invocada en este caso.

Es interesante a este respecto, que Appendrodt y colaboradores (1998)
encontraron que la infusion de AVP dentro del septum lateral (LS) produjo, como
en nuestro caso, efectos ansioliticos en el LEC. Sin embargo, dado que la infusiéon
de este neurotransmisor fue realizada a lo largo de 30 minutos utilizando canulas
de microdidlisis y el grado de difusion de la AVP encontrado fue grande, no puede
descartarse que pequefias cantidades de este neurotransmisor hayan alcanzado
el CeA produciendo efectos ansioliticos. En apoyo de lo anterior Liebschy
colaboradores, (1996), utilizando la misma técnica, no encontraron efectos de la
AVP en el LEC cuando esta fue infundida en el LS a diferencia de lo encontrado
por Appendrodt y sus colaboradores (1998).

La razon por la cual la administracién de la AVP en la amigdala tuvo efectos
ansioliticos en el LEC y ansiogénicos en el ED resulta dificil de explicar. Sin
embargo, cabe sefalar, que esta dicotomia no es Unica pues bajo numerosas
circunstancias experimentales se han encontrado efectos diferentes entre estos
dos paradigmas indicando que no son equivalentes desde el punto de vista
conductual y que muy probablemente modelan facetas distintas de la ansiedad
(véase Menard & Treit, 1999; Merritt et al., 2001; Flores-Gracia et al., 2010;) para
una amplia discusién sobre el tema). Es digno hacer notar a este respecto, que al
igual de lo que ocurrio en este trabajo, la administracion intra-septal del
antagonista d(CH2)s-D-Tyr(Et)VAVP en el LS tuvo efectos diferenciales que
dependieron del paradigma conductual empleado, pues su administracion produjo
efectos ansioliticos en el LEC, pero no tuvo efectos en el ED (Everts & Koolhass,
1999). Efectos similares en ambas pruebas fueron reportados también en el
hipocampo (Engin & Treit, 2008) tras el bloqueo especifico de los receptores los
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receptores V1a o V1b. Mas aun, en esta region la disociacion de los efectos fue
doble, pues el bloqueo de los receptores Vl1a en el hipocampo ventral, pero no el
de los V1b, tuvo efectos ansioliticos en el LEC, en tanto que en el hipocampo
dorsal solo el blogueo de los receptores V1b tuvo efectos ansiogénicos. Con base
en lo anteriormente discutido, no resulta sorprendente, que dada la complejidad de
la amigdala y de su papel central en la integracion de las respuestas ansiosas
(LeDoux, 2000; 2003; 2007), el papel de la AVP en la modulacion de la ansiedad
por parte de esta estructura pudiera ser dual y no tan solo ansiogénico o

ansiolitico, como parece ocurrir en el LS o el hipocampo (Engin & Treit, 2008).

Dado que nuestras canulas estuvieron ubicadas, en su mayor parte, dentro o
cercanas al CeA vy los receptores Vla y V1b estan co-localizados dentro de este
nacleo (Szot et al., 1994; Hernando et al., 2001; Huber et al., 2005) resulta
tentador, con base con lo discutido anteriormente, sugerir que los efectos
encontrados en este trabajo (ansioliticos en el LEC y ansiogénicos en el ED)
dependan diferencialmente del tipo de receptor activado y de su papel en la
modulacion de los rasgos conductuales modelados por cada paradigma.

Los efectos ansioliticos reportados por Salomé y sus colaboradores (2006) en el
LEC tras el bloqueo de los receptores V1b por la administracion del antagonista
SSR-149415, especifico para estos receptores es sorprendente, pues a diferencia
de nuestros resultados sugiere un papel ansiogénico para la AVP en este modelo.
Es posible, sin embargo, que como ocurre en el hipocampo (Engin & Treit, 2008)
dichos efectos se encuentren mediados por una poblacién distinta y minoritaria,
pero conductualmente importante de receptores V1b localizados dentro del BLA,
fuera del sitio de nuestras inyecciones, pues la administracion de dicho
antagonista bajo las condiciones experimentales utilizadas por Salomé y sus
colaboradores (2006) solo tuvo efecto cuando se hizo en el BLA y no en CeA ¢ el
MeA. Nuevos experimentos, en los que se estudien los efectos de la co-
administracion intra-amigdalina de AVP mas antagonistas para los receptores Vla
0 V1b, tanto en el LEC como en el enterramiento defensivo seran necesarios para

probar o descartar nuestra hipotesis.
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CAPITULO 9

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo proporcionaron evidencias que la vasopresina tiene
un papel complejo en la modulaciéon amigdalina de la ansiedad de acuerdo con el
modelo conductual utilizado, encontrando asi, efectos ansioliticos en el laberinto
elevado en cruz y ansiogénicos en el enterramiento defensivo, tras su

administracion bilateral en el nucleo central de la amigdala.

Dado que dentro de dicho ndcleo coexisten tanto receptores V1a como V1b es
posible que los efectos de la AVP obtenidos en cada paradigma resulten de la
activacion diferencial de cada uno de estos receptores. Resulta pues necesario, en
experimentos posteriores, mediante el uso de antagonistas selectivos para los
receptores Vla y V1b esclarecer, el papel que cada uno de ellos tiene en estas

conductas.
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