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Resumen

Estudios previos han demostrado que la exposicion al estrés es un factor
desencadenante de la conducta de ansiedad en roedores; esto se ha relacionado
con cambios morfolégicos en estructuras del sistema limbico. Hasta ahora los
efectos ansiogénicos del estrés cronico no se han correlacionado con la
remodelacion dendritica en el nucleo central de la amigdala (CeA). Se sabe que el
CeA regula positivamente el eje Hipotalamico-Pituitaria-Adrenal (HPA) y existen
indicios de que este nucleo podria formar parte de un mecanismo alterno de
produccion de glucocorticoides bajo la condicion de estrés cronico. En la presente
investigacion, analizamos el efecto del estrés cronico por restriccion de movimiento
(CRS; 20 min/dia durante 14 dias) sobre la conducta de ansiedad en el laberinto
elevado en cruz (LEC) y la prueba de campo abierto (CA), asi como la morfologia
dendritica, la densidad de espinas dendriticas y el tipo de espinas en las neuronas
piramidales del CeA. Se exploré la reversion de los efectos inducidos por el CRS en
animales que se les permitid una recuperacion sin estrés de 14 dias después de
terminado los tratamientos correspondientes. Ademas, se evalug, el efecto de la
lesion del CeA en el desarrollo de la conducta de ansiedad y la secrecion de
corticosterona (CORT) en respuesta al estrés agudo en ratas con historial de estrés
cronico. La exposicion a CRS disminuyo la frecuencia y el tiempo en los brazos
abiertos en el LEC, aumento el indice de ansiedad, y redujo las visitas y el tiempo
en el centro del CA. Los ensayos morfol6gicos neuronales en estos animales no
revelaron ningun efecto de CRS sobre la morfologia dendritica en las neuronas del
CeA; sin embargo, se detectd una disminucion en la densidad de las espinas
dendriticas junto con cantidades disminuidas y aumentadas de las espinas de tipo
hongo y delgadas, respectivamente. Posterior al periodo de recuperacion sin estres,
las ratas expuestas a CRS siguieron mostrando un mayor indice de ansiedad en el
LEC en comparacion con el grupo CTRL. Se observé una disminucion de la
densidad de las espinas dendriticas totales, en paralelo con un mayor y menor
namero de espinas delgadas y gruesas, respectivamente, en las neuronas
piramidales del CeA. Estos resultados sugieren que los cambios menores
observados en las espinas de las neuronas piramidales pudieran estar implicados
en el desarrollo de la conducta de ansiedad inducido por la exposicién a CRS. La
lesion del CeA no produjo cambios significativos en los niveles de CORT entre
grupos experimentales, ni previno el desarrollo de la conducta de ansiedad en el
LEC.
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Abstract

Previous studies have shown that chronic stress exposure induces anxiety-like
behavior in rodents, which has been associated with morphological changes in the
limbic system. The anxiogenic effects of chronic stress have not been analyzed in
terms of the potential dendritic remodeling in the central nucleus of the amygdala
(CeA). The CeA is known to positively regulate the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal
(HPA) axis and there are indications that this structure could be part of an alternative
mechanism of glucocorticoid production under chronic stress conditions. We
analyzed the effect of chronic restraint stress (CRS; 20 min/day for 14 days) on
anxiety-like behavior in the elevated plus maze (EPM) and the open field tests (OF),
as well as dendritic morphology, dendritic spine density and spine type numbers in
pyramidal neurons of the CeA. Reversal of potential CRS-induced effects was
explored subsequent to a 14-day stress-free recovery period after completion of
treatments. The effect of CeA lesions on the development of anxiety-like behavior
and acute restrain-induced corticosterone secretion (CORT) in animals with a history
of chronic stress was also analyzed. CRS exposure decreased the frequency and
time in the open arms and increased the anxiety index in the EPM, and reduced
visits and time in the center of the OF. Morphological assays in these animals
revealed no effect of CRS on dendritic complexity in CeA neurons; however, a
decrease in dendritic spine density together with decreased and increased amounts
of mushroom and thin spines, respectively, was detected. After a stress-free
recovery, CRS-exposed animals remained anxious, relative to CTRL rats, as
reflected by a higher anxiety index in the EPM; OF parameters did not change
significantly. A decreased density of total dendritic spines, in parallel with higher and
lower numbers of thin and stubby spines, respectively, was observed in CeA
pyramidal neurons. Results suggest that the changes observed in the spines of
pyramidal neurons might be involved in the development of anxiety-like behavior
induced by CRS exposure. CeA lesions had no effect on CRS-induced anxiety-like
behavior and CORT levels between experimental groups.
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1. Introduccién

La respuesta al estrés involucra la participacion del Sistema Nervioso
Central (SNC), del Sistema Nervioso Auténomo (SNA) y del Sistema Endocrino
(SE). El eje Hipotaldmico-Pituitaria-Adrenal (HPA) es el principal regulador de la
respuesta neuroendocrina al estrés, que inicia con la secrecion del factor
liberador de corticotropina (CRF) y Arginina-Vasopresina (AVP) en el nucleo
paraventricular (NPV) del hipotalamo (Kalogeras et al., 1996). EI CRF estimula
la secrecion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) en la glandula pituitaria
anterior, y ésta al llegar a la corteza de las glandulas adrenales a traves de la
circulacion sanguinea activa la sintesis y secrecion de los glucocorticoides (GCs)
(cortisol en la mayoria de los mamiferos incluido los humanos y la corticosterona
[CORT] en roedores) (Herman et al., 1996). Los GCs actian a multiples niveles
para redirigir los recursos energéticos del organismo y poder responder de

manera adecuada a la amenaza que se esta detectando.

La regulacion del eje HPA es necesaria y vital para la supervivencia del
organismo. En este sentido, se ha documentado que estructuras del sistema
limbico como el hipocampo, corteza prefrontal medial (CPFm) y la amigdala son
capaces de regular la actividad del eje HPA (Herman et al., 2003). Estas
estructuras centrales contienen una densidad variable de moléculas receptoras
para los GCs que al activarse regulan la actividad del eje HPA como parte de un
mecanismo de regulacién de los GCs. La estimulacion de estos receptores en el
hipocampo y CPFm inhiben el eje HPA (mecanismo de retroalimentacion
negativa de los GCs), mientras que la activacion de los receptores para los GCs
en la amigdala estimula este eje. Ademas, se sabe que los GCs median en estas
estructuras cambios en la morfologia neuronal que engloban la sinaptogénesis,

muerte neuronal, remodelacion dendritica y espinogénesis entre otros.

Existe evidencia de que la estimulacion crénica del eje HPA lo puede
desregular y se liberan concentraciones exacerbadas de GCs por mecanismos
aparentemente independientes de la ACTH (Garcia-Iglesias et al., 2013; Keeney
et al., 2006) aunado al desarrollo de un grupo de enfermedades afectivas como
la ansiedad y la depresion. Esto sugiere que bajo ciertas condiciones como el

estrés cronico pudiera activarse un circuito alterno de produccion de GCs, por
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una via independiente del eje HPA, donde el NPV, al parecer, presenta una

menor participacion en la respuesta neuroendocrina al estrés.

Una estructura central que ha sido poco estudiada y que podria formar
parte de este circuito alterno de secrecion de GCs es la amigdala, en especifico
el nucleo central de la amigdala (CeA). Se conoce que el CeA participa en la
regulacion del eje HPA en la respuesta al estrés y por tanto estimula la secrecion
de los GCs. Se ha demostrado que la estimulacion eléctrica de la amigdala
produce incrementos en los niveles plasmaticos de ACTH y CORT, asi como el
desarrollo de los comportamientos que se asemejan al miedo y la ansiedad
(Dunn and Whitener, 1986; Weidenfeld et al., 1997). Se ha reportado, que la
sobreexpresion del CRF en el CeA mimetiza las alteraciones conductuales y

endocrinas que se observan en el estrés cronico (Flandreau et al., 2012).

En contraparte, la inhibicion de la expresién del CRF mediante el empleo
de un ARN de interferencia en el CeA revierte el incremento en las
concentraciones plasmaticas de CORT que se observa como resultados a la
exposicibn a estrés agudo en ratas previamente expuestas a otro estresor
heterotipico (Callahan et al., 2013). Teniendo en cuenta lo antes mencionado,
el presente trabajo se enfoco en identificar los posibles cambios en la morfologia
de las neuronas del CeA, densidad y tipos de espinas dendriticas, y su posible
relacion con el desarrollo de una conducta similar a la ansiedad, asi como su
posible participacién en la secrecién exacerbada de CORT inducida por estrés

agudo en ratas con historial de estrés cronico.

2. Estrés
Evolucién de la definicidn de estrés

La palabra estrés se utilizé en la antigliedad para describir el sufrimiento y
las adversidades que padecian las personas. El fisidlogo Walter Cannon fue el
primero en utilizar este concepto en medicina como " la respuesta ante una
amenaza al equilibrio interno u homeostasis " (Cannon, 1932). En adicién,
Cannon plante6 que a niveles superiores a lo que él llamé estrés critico los
esfuerzos correctivos del organismo para mantener la homeostasis interna

podrian fallar y como consecuencia sufrir efectos negativos para el mismo



(Cannon, 1935). Afios mas tarde, el médico fisiblogo Hans Selye introdujo y
popularizé en el ambito cientifico un nuevo concepto de estrés. Selye describio
al estrés como un estado del organismo en el que cualquier exigencia produce
un sindrome inespecifico, que conlleva a un grupo de cambios biolégicos
(agrandamiento de las glandulas adrenales, Ulceras gastrointestinales,
involucion de los ganglios linfaticos y el timo) para hacerle frente a la emergencia
(Selye, 1956).

La principal limitacion de la definicion de estrés de Selye fue que solo se
baso en las respuestas fisioldgicas, y no contempld los factores psicologicos que
pueden desencadenar los diferentes estresores. En la actualidad se han
planteado muchas definiciones del estrés; sin embargo, la conceptualizacion
mas aceptada es la que integra un conjunto de procesos Yy respuestas
neuroendocrinas, inmunoldgicas, emocionales y conductuales ante situaciones
reales o supuestas que significan una demanda de adaptacion mayor a lo
habitual para el organismo, y/o son percibidas por el individuo como amenaza o
peligro, ya sea para su integridad bioldgica o psicolégica (McEwen, 2000; Trucco,
2002).

Sindrome General de adaptacion

Selye describio la respuesta al estrés en 3 fases y lo llamé el sindrome

general de adaptacion como se observa en la Figura 1.

Fase 1 | Fase 2 I Fase 3
I
] ]
I I
- I I
Nivel de | l
resistencia i I
normal I |
I I
I | )
Fase inicial | Fase de adaptacién | Fase de agotamiento
o de alarma o resistencia o desgaste

Figura 1. Sindrome de adaptacién general descrito por Hans Selye



La Fase inicial o de alarma inicia cuando se detecta la presencia de un
peligro o estresor y se responde con una reaccion de alarma. Esta fase se
caracteriza por la activacion del Sistema Nervioso Simpéatico y de las glandulas
adrenales (corteza y médula adrenal) para lograr la liberacion de adrenalina y
GCs que producen un grupo de cambios, entre los que se incluyen el aumento
de la frecuencia cardiaca y respiratoria, la movilizacion y el aumento de las
defensas del organismo, la redistribucion de la sangre a los 6rganos mas
importantes y el aumento de glucosa en los musculos. Si el organismo no logra

superar la situacion de estrés evoluciona hacia la segunda fase.

En la Fase de adaptacion o resistencia el organismo intenta superar,
adaptarse o afrontar la presencia de los factores que percibe como amenaza. Se
utilizan los recursos energéticos disponibles y los 6rganos innecesarios para
sobrevivir disminuyen su funcién con el objetivo de mantener la homeostasis
interna. No obstante, si la percepcion del agente estresor persiste en el tiempo,
se comienzan a agotar las reservas energéticas de adaptacion, y se llega a la

ultima fase.

La fase de agotamiento o desgaste ocurre cuando el estrés se prolonga en
el tiempo y los recursos propios del individuo no son suficientes o hay un
desgaste energético muy grande para conseguir la adaptacion. El organismo
puede llegar a desarrollar multiples enfermedades e incluso la muerte (Selye,
1946).

3. Respuesta al estrés

La respuesta al estrés es un proceso adaptativo que tiene como objetivo
garantizar la supervivencia de los seres vivos. Se genera de forma inmediata o
anticipada ante un estresor que es mediado por el SNC y su control sobre el
SNA, el SE y el inmunolégico. Consta de una respuesta rapida por parte del SNA
simpatico que activa en las glandulas adrenales la sintesis y liberacién de
catecolaminas al torrente sanguineo y de una respuesta mas lenta mediante la

activacion del eje HPA y la secrecion de GCs.



Respuesta del Sistema Nervioso Autdnomo y su regulacion ante el estrés

La funcion del SNA es mantener la homeostasis del organismo y efectuar
las respuestas adaptativas ante cambios del medio externo e interno. La
respuesta al estrés del SNA esta regulada principalmente por el hipotalamo,
especificamente por las neuronas de los nucleos lateral y medial (Gomez-
Gonzalez and Escobar, 2002). Estos nucleos integran la informacion sensorial y
visceral, y a través del haz longitudinal dorsal de Schiitz que se interconecta con
neuronas motoras parasimpaticas preganglionares a nivel del tallo cerebral y con
neuronas de la formacion reticular del bulbo. Por medio de estas se produce la
activacion de las neuronas preganglionares simpaticas ubicadas en la asta
intermediolateral de los segmentos toracico 1 a lumbar 2 de la médula espinal y
la liberacion concomitante de noradrenalina por las neuronas posganglionares
simpéticas. La activacion simpética estimula en las células cromafines de la
médula de las glandulas adrenales, la sintesis y liberacion al torrente sanguineo
de adrenalina (Garcia-Iglesias et al., 2013). Las catecolaminas por su parte
permiten la movilizacion de energia, aumento de la frecuencia cardiaca y presion
arterial, desviacion de la sangre a los 6rganos esenciales entre otras. Otras
hormonas, neurotransmisores centrales y periféricos como la prolactina, el
glucagon, la AVP, la somatostatina, endorfinas, encefalinas entre muchas otras
también participan en la respuesta al estrés (Gémez-Gonzalez and Escobar,
2002).

Respuesta del eje Hipotalamico- Pituitaria- Adrenal ante el estrés

La respuesta neuroendocrina al estrés es regulada principalmente por el
eje HPA, fundamentalmente por el NPV como estructura integradora de la
informacion recibida de otras estructuras centrales (Figura 2). En el NPV las
neuronas activan la secrecién de CRF y AVP un importante potenciador de la
actividad del CRF (Kalogeras et al., 1996). El CRF a través del sistema porta
hipofisiario atraviesa la eminencia media y llega al I6bulo anterior de la glandula
pituitaria, donde activa los receptores CRF-1, que inducen la sintesis de la ACTH
a partir de la proopiomelanocortina (POMC). Los receptores CRF-1 son de siete
dominios transmembranales y estan acoplados a Gs, cuyo segundo mensajero
es el AMPc.



La ACTH es liberada a la circulacion sanguinea y activa la sintesis de los
GCs y de los mineralocorticoides (MC). La ACTH se une a los receptores de
melanocortina 2 (MC2) en la corteza de las glandulas adrenales,
especificamente en la zona fasciculada y en menor medida en la zona reticular.
Estos receptores pertenecen a la familia de los receptores de siete dominios
transmembranales acoplados a la proteina Gs (Margioris and Tsatsanis, 2000).
Es importante destacar que para que la ACTH pueda activar los receptores MC2

es necesario la presencia de la proteina transmembranal accesoria (MRAP).

. (Arenal)

Inhibe

Incrementa la glucosa
el sistema inmune

Receptores
P en la sangre

Inhibe la Altera
reproduccion el comportamiento

Figura 2. Via de activacion del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) en respuesta a un

Inhibe

el crecimiento

estresor y retroalimentacion negativa que ejercen los glucocorticoides (GCs) en el hipotadlamo
(Chéavez et al., 2016).



La activacion de estos receptores inicia una cascada de sefalizacion
esteroidogénica via la activacion de la adenilato ciclasa, posterior aumento de
AMPc y por ultimo la activacion de cinasa A (PKA), de conjunto con un aumento
en el nimero de receptores de lipoproteina de baja densidad (LDL). La PKA por
su parte estimula la enzima colesterol-éster-hidrolasa y activa la sintesis de la
proteina regulada esteroidogénica aguda (STAR). La colesterol-éster-hidrolasa
hidroliza los ésteres de colesterol a colesterol y acidos grasos y, la STAR
transporta el colesterol libre al interior de la mitocondria donde se corta su
cadena lateral y se convierte en pregnenolona el primer precursor de los GC

(Margioris and Tsatsanis, 2000).

4. Mecanismos de accion de los glucocorticoides

Los GCs ejercen multiples funciones metabdlicas para mantener en estado
de alerta al organismo y poder responder eficientemente al estrés que se esta
detectando. Estas hormonas por su estructura liposoluble son capaces de
atravesar la bicapa lipidica de la membrana celular y unirse a los receptores
citoplasmaticos de glucocorticoides (GRs) y mineralocorticoides (MRS)
ampliamente distribuidos en el organismo. Los GCs tienen mayor afinidad con
los receptores de los MRs que con los GRs (De Kloet et al., 1998). Estos
receptores se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro; los MRs se
localizan fundamentalmente en el septum lateral, amigdala y el hipocampo,
mientras que los GRs se distribuyen ampliamente en el hipocampo y el NPV.
Estos receptores pertenecen a la familia de receptores nucleares tipo | que
inducen o reprimen la transcripcién de genes (Romero et al., 2018). Su activacién
provoca la disociacién de dos subunidades de proteinas de choque térmico
(HSP90) que funcionan como chaperonas, permitiendo la translocacién al nacleo
del complejo receptor - esteroide, asi como la unién a secuencias reguladoras
del DNA. Se ha reportado que los GCs poseen accién antiinflamatoria mediante
la inhibicion de la transcripcion genética de los genes que codifican proteinas
proinflamatorias como las citocinas e interleucinas (IL) 1, 2, 3,4, 5,6, 11y 13, el
factor de necrosis tumoral alfa, el factor estimulante de colonias de granulocitos
y macrofagos entre otras (Cosio et al., 2005). En adicidon, se ha planteado que

los GCs tienen efecto sobre la respuesta inmunitaria humoral, la reduccion de



las células dendriticas y de la regulaciéon de la permeabilidad de células

endoteliales. (Cosio et al., 2005).

5. Retroalimentaciéon negativa

Las concentraciones circulantes de los GCs liberados durante el estrés se
mantienen dentro de limites normales a través del sistema de retroalimentacién
negativa que ocurre a diversos niveles del cerebro. En el hipotalamo el aumento
de GCs genera tempranamente disminucion en la frecuencia de disparos del
NPV. El efecto estimulador de la CRF sobre la secrecién de ACTH en el
hipotalamo se ve inhibido por la accion de los GCs. Estos al parecer ejercen su
efecto inhibidor a través de acciones rapidas a nivel de la membrana celular y
lenta a nivel de la transcripcion génica. Ademas, la respuesta gendmica produce
reduccion en los niveles de ARNm que codifican la ACTH (Keller-Wood and
Dallman, 1984).

Adicionalmente, se ha observado la existencia de mecanismos reguladores
extra hipotalamicos sobre el funcionamiento del NPV que involucra estructuras
como la corteza prefrontal y el hipocampo, las que poseen cantidades elevadas
de receptores para los GCs y MCs. La corteza prefrontal y el hipocampo regulan
negativamente el NPV de manera tardia a través de los GRs via glutamatérgica
(Hibberd et al., 2000; Ziegler, 2002). Otras estructuras como los nudcleos
hipotalamicos lateral, anterior, periventricular, dorsomedial y ventromedial
también tienen un efecto inhibidor sobre el NPV mediante la liberacion de la
sustancia P en el nacleo parvocelular. La sustancia P inhibe la secrecion de CRF
mientras estimula la de AVP. El fin de este mecanismo es mantener estables los
niveles basales de ACTH y GCs en condiciones normales, y posterior a la
exposicion al estrés. La exposicion cronica a altos niveles de GCs produce una
disminucién de los receptores de los glucocorticoides en el hipocampo, que
afecta el papel de esta estructura en la retroalimentacion negativa de los GCs
(Gregus et al., 2005).



6. Estrés agudo o adaptativo

La exposicion a un estrés agudo conlleva a la liberacion de monoaminas,
principalmente noradrenalina y GCs, que ejercen su funcién genémica a corto
plazo con el objetivo de que el sujeto responda de manera eficaz frente a un
evento estresante (McEwen, 1998; Pacéak and Palkovits, 2001). Se conoce que
el estrés agudo potencia la respuesta inmune, mediante el aumento en la
produccion de anticuerpos dependiente de los linfocitos T (Silberman et al.,
2003). Ademas, se ha observado que los GCs liberados en el estrés agudo
facilitan los mecanismos neurales que median el almacenamiento de la
informacion (Roozendaal, 2003). Es decir, el evento estresante comienza a
formar parte de la memoria del individuo modificando la morfologia neuronal. Por
otra parte, en fases iniciales del estrés se promueve la excitabilidad hipocampal
y se amplifica el efecto del eje HPA, debido a la activacion de los MRs de
membrana. Sin embargo, la activacion de los GRs en esta estructura median el

efecto de retroalimentacion sobre el eje HPA (Hibberd et al., 2000).

7. Estrés crénico

La activacion repetida del eje HPA en su fase de agotamiento produce
hipersecrecién de GC (Duval et al., 2010); los altos niveles de GCs pueden llegar
a tener efectos en la morfologia dendritica, neurogénesis y respuesta funcional
de la actividad del cerebro después del estrés. Estos cambios ocurren
fundamentalmente por la exposicion cronica a los GCs, con impacto directo en
estructuras como el hipotalamo, CPFm y amigdala (Joéls et al., 2007; Vyas et
al., 2002). Estas alteraciones pueden provocar la sobreestimulacion del NPV que
genera un aumento en la funcién del eje HPA, y por tanto niveles de GCs.
Asimismo, disminuye el mecanismo de retroalimentacién negativa del eje HPA,
por lo cual se observa una hipersecrecién de GCs, ya que estructuras como el
hipocampo y la CPFm, que inhiben la actividad del eje HPA, se encuentran con
su funcion reguladora disminuida (Duval et al., 2010). Por otro lado, es
importante destacar que el estrés cronico suprime la actividad del sistema

inmunoldgico (Dhabhar et al., 1996).



8. Ritmo circadiano del eje Hipotalamico — Pituitaria — Adrenal

En condiciones normales el funcionamiento del eje HPA es regulado por el
ciclo circadiano de los esteroides. Tanto el CRF como la ACTH en condiciones
normales (no respuesta al estrés) son secretados segun su ciclo circadiano en
la capa externa de la eminencia media, con picos maximos de liberacion durante
la hora de la mafiana (Chrousos, 1998). En el dia, se observan dos picos: uno
en horas de la mafiana y otro en la tarde; este ritmo depende de circuitos
neuronales sensibles a cambios en la luz, que incluyen aferencias desde el
nucleo supraquiasméatico del NPV. Este nlcleo se encarga de procesar la
informacion proveniente del nudcleo supraquiasmatico, que genera sefiales
excitatorias o inhibitorias a la corteza adrenal y en la glandula pituitaria. Con ello
se controla la variacion diurna de la secrecion de GCs, por medio de neuronas
simpéticas preganglionares. Cabe recalcar que en condiciones fisiolégicas el
nucleo supraquiasmético promueve la activacion del NPV, pero en situaciones

de estrés actia como inhibidor (Hibberd et al., 2000).

Antecedentes especificos
9. Estructuras limbicas que participan en la respuesta al estrés
Participacion de las estructuras limbicas en larespuesta al estrés

El sistema limbico abarca un grupo de estructuras complejas que
controlan las emociones, la conducta, la memoria y el aprendizaje, entre las que
se pueden encontrar el talamo, la corteza prefrontal, la formacién hipocampal, el
complejo amigdalino, el complejo nuclear septal y el nicleo del lecho de la estria
terminal (Nikolenko et al., 2020; Willis and Haines, 2018). Numerosas
investigaciones han demostrado que durante el estrés varias de estas
estructuras corticales y subcorticales modulan la actividad del eje HPA (Jankord
and Herman, 2008) las cuales llevan a cabo los procesos de evaluacion
cognitivos, emocionales y activan o inhiben los mecanismos efectores de la
respuesta al estrés. La corteza prefrontal, el hipocampo y el septum lateral
tienen un efecto inhibitorio sobre la actividad del eje HPA y forman parte de los
mecanismos de retroalimentacion negativa de los GCs, mientras que la
amigdala, especificamente los nucleos cortical, medial y central activan la
funcién del eje HPA, al liberar CRF en el NPV.
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Cambios morfoldgicos en las estructuras del sistema limbico

Se ha estudiado que los altos niveles de GCs circulantes en el estrés
cronico afectan a estructuras como la CPFm, la amigdala, el hipocampo, entre
otras. Estas estructuras presentan una densidad variable de receptores
esteroidales suprarrenales como el tipo | (MRs) y el tipo 1l (GRS), los cuales a
través de su activacion median los mecanismo que dan lugar a la plasticidad
neuronal (McEwen, 1999). Existen reportes de que la exposicion a estrés cronico
afecta a las neuronas piramidales de la CPFm, las cuales sufren una reduccién
del niumero y longitud de la rama dendritica acompafiada de un déficit en
cognicion. Este patrén de reorganizacion dendritica en esta estructura es similar
al observado luego de la administracion cronica de CORT (Cook and Wellman,
2004). A nivel de las dendritas apicales también se ha observado una
disminucién de las espinas dendriticas producto a la exposicion al estrés crénico

por derrota social (Colyn et al., 2019).

En el hipocampo los altos niveles de GCs provocan atrofia dendritica de las
neuronas de la region CA3, disminucion de la neurogénesis en el giro dentado,
una menor expresion de receptores inhibitorios dependientes de serotonina en
la regibn como CA1 e incluso muerte celular (de Kloet et al., 2008; Gregus et al.,
2005; Joéls et al., 2007). De igual forma, la exposicion a estrés crénico ha
demostrado disminuir el nimero de células neuronales y atrofia en las dendritas
apicales en neuronas de la region CA3 del Hipocampo. Sin embargo, algo
interesante es que se ha observado que el CRS produce un aumento significativo
de la densidad de espinas dendriticas en las dendritas apicales y basales de las
neuronas de la regién CA3 (Sunanda et al., 1995). El efecto del estrés crénico
en el complejo basolateral (BLA) parece ser completamente opuesto. Se conoce
que la exposicion a estrés crénico de inmovilizaciéon (CIS) provoca hipertrofia y
una mayor arborizacion dendritica en las neuronas piramidales y estelares del
complejo basolateral de la amigdala (Vyas et al., 2003, 2002). Ademas, el CIS
produce un aumento en la densidad de espinas dendriticas en las dendritas
primarias y secundarias de las neuronas espinosas del BLA (Mitra et al., 2005).
Adicionalmente, se ha demostrado que este mismo protocolo de CIS no afecta a
las neuronas del CeA mientras que aumenta la arborizacion dendritica en el

nacleo del lecho de la estria terminal (BNST) (Vyas et al., 2003).
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10. Complejo amigdalino

La amigdala fue descrita por primera vez en 1826 por el fisidlogo aleman
Karl Burdach, quien la denominé amigdala teniendo en cuenta el parecido del
BLA con la forma de una almendra (Nikolenko et al., 2020). La amigdala es una
estructura compleja del sistema limbico que estad conformada por un grupo de
ndcleos heterogéneos interconectados entre si y con otras estructuras del
sistema limbico. Se encuentra localizada en la porcion medial del I6bulo temporal
y estd involucrada en el procesamiento emocional y el comportamiento
(Benarroch, 2015). Se plantea que el complejo amigdalino recibe informacion de
estructuras sensoriales, las interpreta y asigna un valor e influye en la respuesta
conductual por lo que se les atribuye tres funciones fundamentales: expresion de
emociones (ira, miedo y agresion), procesamiento de la memoria y gestién de la

estimulacion (Nikolenko et al., 2020).

Organizacion anatdmica de la amigdala

El complejo amigdalino, tomando como taxonomia la organizacion
citoarquitectonica y conectividad se divide en tres regiones principales: el
complejo Basolateral, que incluye los subnucleos lateral (LA), basolateral (BL)y
basomedial; el CeA, comunmente dividido en sectores lateral (CelL) y medial
(CeM) y; las masas celulares intercaladas (ICMs) (Duvarci and Pare, 2014). El
CeA junto al BNST y la sustancia innominada sublenticular forman la llamada
amigdala extendida y se localiza en la parte dorsomedial de la amigdala
(Benarroch, 2015).

Conexiones de la amigdalay el flujo de informacién

El flujo de informacién en la amigdala es complejo y unidireccional. Las
estructuras corticales y el tdlamo contienen proyecciones hacia el complejo
basolateral especificamente al nlcleo LA, que constituye la via principal de
entrada de informacién al complejo amigdalino. Las sefiales aferentes que
provienen de la corteza, el talamo y del sistema vegetativo ascienden desde el
tronco encefalico y el hipotalamo hasta la amigdala (Nikolenko et al., 2020). Esta

a su vez se proyecta al CeA, que provee la principal via de salida de la amigdala
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a estructuras como el hipotalamo y nucleos del tronco encefélico. En su camino
a la subdivision medial del CeA, los axones glutamatérgicos de las neuronas del
BA realizan conexiones con las neuronas GABAérgicas localizadas en la masa
celular intercalada y la subdivision lateral del CeA gque mandan proyecciones
inhibitorias al CeA. Por lo tanto, las neuronas principales del BLA influencian las
neuronas del CeA a través de excitacion glutamatérgica directa y via inhibicion
GABAérgica bi-sinaptica. También hay circuitos intrinsecos GABAérgicos
inhibitorios que regulan la actividad dentro de la amigdala (LA, BL, ICMs, CeL y
CeM), que afaden complejidad al procesamiento de informacion intrinseca
dentro de los circuitos de la amigdala. La activacion de la amigdala permite el
procesamiento y analisis emocional de cualquier estresor, el incremento en las
respuestas fisiolégicas y conductuales relacionadas con el estrés, ademas que
contribuye a que el organismo elija la respuesta mas apropiada al estresor

(Gomez-Gonzalez and Escobar, 2002).

Las conexiones extrinsecas o de salida de la amigdala son diversas siendo
el eje central en varios aspectos de la emocion y la cognicion. El CeA proporciona
el mayor numero de proyecciones de la amigdala con los nucleos del tronco
encefalico. De hecho, mediante la técnica de marcaje retrogrado en gatos se ha
establecido que existen conexiones entre el hipotalamo posterior y la sustancia
gris periacueductal (PAG) con el CeA (Hopkins and Holstege, 1978). Existe
evidencia que las proyecciones amigdalotegmental que se originan en el CeA
podrian ser una via directa de activacion de las estructuras del tronco encefalico
a través de conexiones monosinapticas (Hopkins and Holstege, 1978). En este
sentido se ha descrito que la estimulacion eléctrica del CeA y la parte
magnocelular del ntucleo BA de la amigdala provoca las respuestas de alerta,
huida, ataque, respuesta defensiva o miedo mediado por las conexiones

amigdalofugal ventral hacia el tronco encefalico (Hilton and Zbrozyna, 1963).

Nucleo Central de la Amigdala

El CeA esta organizado anatémica y funcionalmente para operar como un
centro integrador de informacion multisensorial que traduce los estimulos
sensoriales emocionalmente relevantes en respuestas conductuales vy

fisiologicas (Gilpin et al., 2015). Esto se logra a traves de vias eferentes masivas
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gue el CeA envia a un grupo de estructuras descendentes involucradas en las
respuestas autonomas y conductuales al miedo y el estrés (Hopkins and
Holstege, 1978; Pape and Pare, 2010). En el CeA podemos encontrar varios
tipos neuronales como neuronas espinosas medianas (poseen varias dendritas
primarias no espinosas que se ramifican a dendritas secundarias y terciarias
espinosas; sus axones comienzan a ramificarse casi saliendo del soma),
neuronas con gran soma y dendritas gruesas y pequefias neuronas piramidales
(Nikolenko et al., 2020). Se plantea que es el sitio extrahipotalamico con mayor
cantidad de células productoras de CRF (Shepard et al., 2000)

11. Desregulacion del Eje hipotalamo-pituitaria-adrenal

Existen evidencias en la literatura que sugieren que la estimulacion crénica
del eje HPA conlleva a su desregulacion y a la secrecién exacerbada de GCs
mediante mecanismos aparentemente independientes de la ACTH. Por ejemplo,
tras la exposicion continua y de larga duracién a estimulos estresantes (entre 8
y 48 horas) se han observado niveles elevados de GCs, mientras que las
concentraciones de ACTH se mantienen cercanas a los niveles basales (Hauger
et al., 1988; Rivier and Vale, 1987). Por otro lado, nuestro grupo de investigacion
ha reportado que la exposicion a CRS induce una desregulacion endocrina que
involucra una secrecidén exacerbada de CORT vy el abatimiento de la secrecion

de ACTH en respuesta al estrés agudo (Garcia-Iglesias et al., 2013).

El mecanismo que subyace en este fendbmeno involucra el desarrollo de un
sistema serotonérgico ectopico en la corteza adrenal (Garcia-Iglesias et al.,
2013; Terron, 2014) similar al reportado en tumores adrenocorticales
hiperproductores de cortisol en humanos (Bram et al., 2016; Le Mestre et al.,
2019; Louiset et al., 2008, 2006). No obstante, hasta la fecha se desconocen los
mecanismos involucrados en el control de esta via de secrecion de GCs a nivel
del sistema nervioso central. Dicha disociacion también se ha observado en
desérdenes relacionados con el estrés como la depresién mayor; ello refuerza la
hipotesis de que en ciertas enfermedades y bajo la condicion de estrés cronico
se activa una via alterna de secrecion de GCs independiente de la secrecion de
ACTH.
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12. Des6rdenes relacionados con el estrés

Varios estudios han sefalado que la actividad basal inadecuada o una
respuesta repetida al estrés ya sea en magnitud o duracion pueden asociarse
con varias enfermedades llamadas desordenes relacionados con el estrés. Estos
desordenes pueden afectar tanto el crecimiento como el desarrollo corporal,
ademas, se han relacionado en la fisiopatologia de los trastornos conductuales
(ansiedad y depresion), trastornos cardiovasculares (hipertension arterial),
trastornos endocrinos (diabetes mellitus), obesidad (alteraciones del peso
corporal), problemas de memoria y adiccion a las drogas, entre otros (Chrousos,
2009). Estos desdérdenes se han asociado principalmente con la hipersecrecion
de GCs. Aunque la desregulacion de los circuitos del CRF se ha visto implicada
en la fisiopatologia de los trastornos del estado de animo como la ansiedad y la
depresion. Se ha reportado que la sobreexpresion del CRF en el CeA mimetiza

las alteraciones conductuales que se observan en el estrés cronico.

Implicacion del nacleo central de la amigdala en los desdrdenes de

ansiedad

La ansiedad es una respuesta anticipada a una situacion de riesgo futura,
indefinible e imprevista, por lo que forma parte de los procesos adaptativos que
son necesarios para la supervivencia del organismo (lldefonso, 2017). Se
caracteriza por una sensacioén de incomodidad y aprensién ante una sefal no
condicionada (Ventura-Silva et al.,, 2013).Cuando no existe una relacién
proporcional entre el o los estimulos ansiogénicos y la respuesta ansiosa ya sea
en cuanto a la intensidad, duracién o frecuencia, o respuesta inadecuada ante
un estimulo no amenazante hablamos de los llamados trastornos de ansiedad
(Herlyn, 2015; lldefonso, 2017). Los trastornos de ansiedad agrupan un numero
de alteraciones psicoldgicas y neurolégicas que representan varias formas de
miedo y ansiedad anormales o patologicas (Duefias-Amaya, 2019) como se

puede observar en la Tabla 1.
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Tabla 1: Trastornos de la ansiedad segun el Manual diagnoéstico y estadistico de los trastornos

mentales

Trastorno

Caracteristicas

Manifestaciones

Panico

Aparicion brusca de un miedo intenso.

Temblor, sudoraciéon, miedo a morir, sensacion

de frio/calor, nauseas, sensacion de asfixia, mareo,
miedo a perder el control, dolor en el pecho.

Fobia

Temores angustiosos a determinadas
circunstancias, reales o imaginarias.

Fobia especifica (miedo a un objeto o situacién
determinada).

Fobia social (miedo a colocarse en una situacion
vergonzosa en un medio social).

Agorafobia (miedo que siente la persona de encontrarse
en cualquier situacion que pueda provocar un ataque de
panico o de la cual le sea dificil escapar, lo que le hace
encerrarse en casa).

Ansiedad

generalizada

Aparicion progresiva y permanente de
sintomas intensos de ansiedad, sin una
causa real que los provoque.

Fatiga, inquietud, dificultad para dormir,

irritabilidad, tensién muscular.

Obsesivo- Obsesiones, que pueden ser ideas o Cada obsesion lleva asociada una compulsion

compulsivo . . .
pensamientos que se repiten, y no | oconducta que compensa la angustia que provoca.
desaparecen de la mente del individuo,
aunque lo intente por todos los medios.

Estrés Aparece en aquellos individuos que se han | Pérdida del suefio, irritabilidad, sobresalto, falta de
visto expuestos a un evento traumatico que | concentracion.
postraumatico | involucra un dafio fisico o psicoldgico

extremo.

Fuente: Disponible en: https://www.mheducation.es/bcv/guide/capitulo/8448176391.pdf

Existen reportes de que el estrés cronico puede conducir a estados
patolégicos entre los cuales se pueden encontrar los desordenes relacionados
con el estado de &nimo como la ansiedad y los trastornos depresivos (Shekhar
et al., 2005; Ventura-Silva et al., 2013). Se sabe que el eje HPA, el sistema
limbico y la corteza prefrontal estdn involucrados en los mecanismos
neurofisiolégicos del miedo y la ansiedad (Duefias-Amaya, 2019). En particular
el CeA es un componente esencial del circuito neuronal que controla el
aprendizaje del miedo y la ansiedad. Un gran numero de evidencias ha
relacionado el aumento de la activacion de la amigdala con algunos trastornos
de ansiedad como con el estrés postraumatico (Semple et al., 2000), la fobia

especifica (Straube et al., 2006) y el panico (van den Heuvel et al., 2005). Existen
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reportes que demuestran que las inyecciones de CRF en los ventriculos
cerebrales produce una respuesta similar a la ansiedad medida por diferentes
pruebas conductuales como la prueba de interaccion social, el sobresalto
acustico y el LEC (Shekhar et al., 2005).

Estudios realizados en ratones transgénicos hiperproductores del CRF en
el CeA muestran comportamientos similares a la ansiedad durante su vida. Este
comportamiento se revierte mediante la administracion del antagonista del CRF
alfa-helicoidal CRF 9-41 en los ventriculos cerebrales laterales (Stenzel-Poore
et al., 1994). A pesar de que la evidencia sefiala que la amigdala juega un papel
esencial en el desarrollo de la conducta similar a la ansiedad, resulta interesante
que las lesiones de la amigdala no siempre son efectivas para interrumpir todos

los tipos de ansiedad o comportamiento emocional (Ventura-Silva et al., 2013).

13. Posible participacion del nucleo central de la amigdala en la

produccion de glucocorticoides

En apoyo a la posible participacion de un circuito alterno de produccién de
GCs durante el estrés cronico, se ha descrito que la administracion de dosis
crecientes de CORT aumenta significativamente la expresiéon del ARNm del CRF
en el CeAy lo disminuye en el NPV. Lo sefialado sugiere una menor participacion
del NPV en la respuesta endocrina al estrés aunado a una mayor activacion del
CeA (Makino et al., 1994). Adicionalmente, Keeney y col. demostraron en un
grupo de ratones expuestos a 12 sesiones de derrota social frente a ratones
dominantes (modelo de estrés cronico por derrota social), la activacion de un
mecanismo o “switch” que provocaba la secrecion de altos niveles de CORT en
respuesta al estrés que representaba la presencia del animal dominante. Estos
investigadores examinaron la expresion relativa del ARNm del CRF en el NPV
en los ratones estresados de manera aguda y croénica; encontraron en los
animales con estrés agudo diferencias significativas en la expresion de este
mensajero respecto al grupo control; sin embargo, en los animales con estrés
cronico estas diferencias no estaban presentes (Keeney et al., 2006). Esto indica
qgue, en estas Ultimas condiciones experimentales, el NPV del hipotalamo dej6

de jugar un papel importante en la secrecion de CORT.
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La activacion de la amigdala se ha asociado con los desérdenes
relacionados con el estrés. En este sentido, otro estudio vincula la hiperactividad
de la amigdala con las alteraciones inducidas por el estrés en los
comportamientos del estado de animo (Shekhar et al., 2005; Shin and Liberzon,
2010). En concordancia con esta idea, se ha demostrado, mediante técnicas de
imagen, un incremento en la actividad de la amigdala en pacientes con depresion
mayor en estado de remision, lo que se correlacioné con una mayor secrecion
de cortisol (disfuncion endocrina) en respuesta al estresor que significaba la
realizacion de esta prueba en comparacion con los pacientes sanos (Holsen et
al., 2013). Sin embargo, uno de los indicios mas relevantes sobre el posible papel
del CeA via el CRF en la secrecion exacerbada de GCs fue el reportado por
Callahan y col. Estos investigadores, al inhibir la produccién de CRF en el CeA
mediante la inyeccion de un ARN de interferencia, observaron que se revertia el
incremento de la secrecion de CORT inducida por estrés agudo en ratas

previamente expuestas a otro estresor (Callahan et al., 2013).

Ademas, se ha demostrado que la estimulacion de la amigdala produce
incrementos en las concentraciones plasméaticas de CORT y ACTH, asi como un
patron complejo de comportamiento y respuestas autbnomas que se asemejan
al miedo (Dunn and Whitener, 1986; Weidenfeld et al., 1997). De hecho, la
desregulacion de los circuitos del CRF en el estrés crénico se ha visto implicada
en la fisiopatologia de los trastornos del estado de animo como la ansiedad y la
depresion. Existen reportes de que la sobreexpresion del CRF en el CeA
mimetiza las alteraciones conductuales y endocrinas que se observan en el
estrés cronico (Flandreau et al., 2012). Aunque se conoce que el CeA regula el
eje HPA y existe evidencia que vincula este nucleo con la hipersecrecion de
CORT que se presenta debido a la sensibilizacion endocrina. Alin no se han
establecido con exactitud los mecanismos mediante los cuales el CeA participa
en el control de la ansiedad y la secrecion de CORT inducida por estrés agudo
en ratas con historial de estrés crénico. Ademas, se desconoce el efecto que
tiene el estrés cronico sobre las anormalidades morfolégicas de las neuronas
piramidales del CeA y sus espinas; asi como su posible implicacion en el

desarrollo de una conducta similar a la ansiedad.
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14. Planteamiento del problema de investigacion

En la literatura se documentan los cambios morfolégicos que ocurren en
estructuras reguladoras del eje HPA, entre las que se incluyen el hipocampo, la
corteza prefrontal y el nicleo basolateral de la amigdala, debido a la exposicién
al estrés cronico. En este sentido, se ha reportado que el CIS o restriccién de
movimiento induce atrofia dendritica en las neuronas piramidales de la region
CA3 del hipocampo (McEwen, 1999; Vyas et al., 2004; Watanabe et al., 1992) y
en la CPFm (Liston et al., 2006). Estos mismos paradigmas de estrés aumentan
la arborizacién dendritica y la densidad de espinas en la columna de las
neuronas piramidales del BLA aunado al desarrollo de una conducta similar a la
ansiedad en roedores (Qin et al., 2011; Vyas et al., 2004, 2002). De acuerdo con
estas observaciones, el estrés cronico de inmovilizacion aumenta la complejidad
dendritica de las neuronas que conforman el BNST de la amigdala extendida.
Curiosamente, el paradigma de estrés cronico utilizado en este estudio no

mostro ningun efecto sobre las neuronas piramidales del CeA (Vyas et al., 2003).

Se conoce que el CRS disminuye la densidad de espinas dendriticas en la
amigdala Medial (MeA) en contraste con un aumento en la espinogénesis del
BLA en ratones (Bennur et al., 2007) asociado al desarrollo de una conducta
similar a la ansiedad. El hallazgo de estas alteraciones neuronales que derivan
en la modificacion de los patrones de conectividad sinaptica en la amigdala
jerarquiza la necesidad de estudiar la falta de efecto del estrés cronico sobre la
neuroplasticidad sinaptica del CeA. Ademas, se ha reportado que el desarrollo
del miedo y la ansiedad pueden ser consecuencia de la exposicion a eventos
estresantes, mediados por alteraciones en la morfologia neuronal y la
conectividad sinaptica de regiones cerebrales sensibles al estrés, como el
hipocampo, la CPFm y la amigdala (Gorman and Docherty, 2010; Leuner et al.,
2003). Es importante destacar que hasta la fecha no estan bien descritos los

mecanismos que subyacen en el desarrollo de estas entidades afectivas.

Por otro lado, se conoce que bajo ciertas condiciones como el estrés agudo
prolongado y cronico, el eje HPA se puede desregular y se secretan
concentraciones exacerbadas de GCs mediante mecanismos aparentemente

independientes de la ACTH. Por ejemplo, nuestro grupo de investigacién ha
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reportado que la exposicion a CRS en ratas (20 min/dia, durante 14 dias) da
lugar a una desregulacion endocrina que involucra la secrecion exacerbada de
CORT y el abatimiento de la secrecion de ACTH cuando se activa el eje HPA en
respuesta al estrés agudo (Garcia-Iglesias et al., 2013). EI mecanismo que
subyace detrds de este fendmeno involucra el desarrollo de un sistema
serotonérgico ectopico en la corteza adrenal (Garcia-lglesias et al., 2013; Saroj
et al., 2019; Shanker et al., 2020; Terrén, 2014) similar al reportado en tumores
adrenocorticales hiperproductores de cortisol en humanos (Louiset et al., 2008,
2006). No obstante, a la fecha se desconocen los mecanismos involucrados en

el control de esta via de secrecion de GCs a nivel del SNC.

15. Hipotesis
La exposicion al estrés crénico afecta la densidad y morfologia de las
espinas dendriticas en las neuronas piramidales del CeA de las ratas macho
wistar. El CeA forma parte del mecanismo central que regula la respuesta de
ansiedad y la secrecion exacerbada de GCs en ratas con historial de estrés

cronico.

16. Objetivo General
Identificar la posible participacion del CeA en el control de la ansiedad y la
secrecion de CORT inducida por estrés agudo en ratas con historial de estrés

cronico.

17. Objetivos especificos
1. ldentificar el efecto de la exposicion a estrés cronico por RMO sobre la

conducta de ansiedad.

2. Describir los cambios en la morfologia neuronal, la densidad de espinas
dendriticas y los tipos de espinas en las neuronas piramidales del CeA

debido a la exposicion a CRS.
3. Evaluar el efecto de la lesion del CeA sobre la conducta de ansiedad y la

secrecion de CORT inducida por estrés agudo en animales con historial

de estrés cronico.
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18. Metodologia
18.1 Animales

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar, con un peso corporal
comprendido entre 220-250 gramos, que fueron proveidas por la Unidad de
Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) del Centro
de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAV). Los animales se alojaron en grupos de tres por jaula como
maximo y se mantuvieron bajo condiciones controladas (temperatura 22°C+ 1°C
y humedad relativa 50-55% en un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 horas (luces
encendidas 06:00-18:00 h) con alimentos y agua proporcionados ad libitum.
Todos los procedimientos y protocolos experimentales cumplieron con la
normativa federal para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999) y se llevaron a cabo teniendo en cuenta los
lineamientos de la guia de los Institutos Nacionales de Salud para el cuidado y
uso de animales de laboratorio (Publicacion NIH No. 8023, revisada 1978). Es
importante destacar que el protocolo experimental fue revisado y aprobado por
los miembros del Comité de Etica del CINVESTAV-IPN (Comité Interno para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio; CICUAL). Se hicieron esfuerzos

para minimizar el numero y sufrimiento innecesario de los animales.

18.2 Protocolo de estrés crénico por restriccion de movimiento

Se empled un paradigma de CRS, que consistio en sesiones diarias de
restriccion de movimiento de 20 min (entre las 8:00 y las 11:00 am) durante 14
dias consecutivos. Esto se realizé colocando a los animales en tubos cilindricos
de plexiglas (6,5 cm de diametro interno y 20 cm de largo) de longitud ajustable
bien ventilados. Los animales del grupo control (CTRL) no recibieron ningun
tratamiento por lo que se dejaron tranquilos en sus cajas de origen durante 14
dias. Estudios realizados por el grupo de trabajo han demostrado que este
paradigma de estrés cronico induce desregulacion endocrina en ratas, que
consiste en una respuesta exacerbada de CORT por mecanismos
aparentemente independientes de las concentraciones plasmaticas de ACTH en
respuesta a la restriccion aguda de movimiento (Garcia-lglesias et al., 2013;
Shanker et al., 2020).
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18.3. Determinacién de los parametros somatométricos

Las variables fisiologicas que se modifican como resultado de la exposicion
al estrés cronico son el peso corporal, el peso relativo de la glandula suprarrenal
y del timo, entre otras (Coburn-Litvak et al., 2003; Garcia-lglesias et al., 2013,
Kaplowitz et al., 2016; Shanker et al.,, 2020). Estudios realizados en este
laboratorio han demostrado que la exposicion al protocolo de CRS, descrito en
el apartado 3.2, induce una disminucion significativa en la ganancia de peso
corporal, concomitante con el agrandamiento de las glandulas suprarrenales y la
involucién del timo en comparacion con los animales que permanecen en las
condiciones de CTRL (Garcia-lglesias et al., 2013; Shanker et al., 2020). En esta
investigacion el peso corporal se registrd segun los periodos establecidos en el
disefio experimental descrito en el apartado 3.4 para los tratamientos CTRL y
CRS (Figura 2). La Ganancia de peso corporal se calcul6 restando el peso
corporal final (una vez terminado el tratamiento o después del periodo de
recuperacion) al peso corporal registrado el primer dia de tratamiento. Posterior
a los tratamientos correspondientes o periodo de recuperacion, los animales
fueron sacrificados, se extrajeron y pesaron las glandulas suprarrenales
derechas e izquierdas por separado y el timo. Para excluir posibles diferencias
en el peso de las glandulas suprarrenales y del timo derivadas de cambios
normales en el peso corporal, particularmente en los animales que reciben el
tratamiento de CRS, los datos de los pesos de los 6rganos se expresaron como
peso relativo (en miligramos por cada 100 g de peso corporal final).

18.4. Pruebas conductuales

Las pruebas de conducta se realizaron en un cuarto adaptado para estos fines
en la UPEAL de nuestra institucion. Este cuarto se encontraba aislado de sonido

con una iluminacién de 50 lux de tonalidad naranja.

18.4.1. Prueba de laberinto elevado en cruz

La prueba del LEC es una de las herramientas mas utilizadas en la
medicién de la conducta similar a la ansiedad. Este dispositivo consta con dos
brazos abiertos y dos brazos cerrados (es decir, protegidos por paredes laterales
altas de color negro) opuestos entre ellos (Pellow et al., 1985), con dimensiones
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de 50 cm de largo y 10 cm de ancho conectados entre si por un cuadrado central
de 10 x 10 cm (Figura 3). El laberinto se encontraba elevado a una altura de 50
cm sobre el piso. El registro de la conducta no condicionada de los animales
(n=12 por grupo) se realizé en el horario de la mafiana (entre las 8:00 - 11:00
am). Para iniciar las sesiones se coloc6 individualmente cada rata en el cuadrado
central del LEC frente a un brazo abierto y se registro la actividad exploratoria
durante 5 minutos utilizando una camara de video colocada 2 metros encima del
LEC acoplada a una computadora personal. Se registré y analizé el nimero de
entradas en brazos abiertos y cerrados y el tiempo de permanencia en cada uno
mediante un sistema de seguimiento de video (software Ethovision XT10, Noldus
information Technology, Wageningen, Paises Bajos). Ademas, se calcul6 el
indice de ansiedad mediante la siguiente expresion: indice de ansiedad = 1 -
([Tiempo en los brazos abiertos/Duracion de la prueba] + [Frecuencias de visitas
a los brazos abiertos/Total de entrada en los brazos abiertos vy
cerrados]/2)(Cohen et al., 2013; Contreras et al., 2014). Después de cada sesion,

el LEC se limpié con una solucion de etanol al 70%.

Figura 3. Fotografia representativa del laberinto elevado en cruz implementado

18.4.2. Prueba de campo abierto

Un dia posterior a la realizacién de la prueba de LEC (dias 16 y 30), cada
rata (n=12 ratas por grupo) fue evaluada en un CA desconocido (entre las 8:00
am y las 11:00 am). El CA era una caja cuadrangular de acrilico negro de 101

cm de largo x 101 cm de ancho x 50 cm de alto con piso de plexiglas negro y sin
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tapa. Las ratas se colocaron individualmente en el centro del CA 'y se les permitié
la exploracion libremente durante 30 min. Esta prueba evaludé la actividad
exploratoria espontanea de los animales de cada grupo experimental. El registro
del comportamiento de cada animal se realiz6 utilizando una cadmara de video
montada a 2 m directamente sobre el CA. Después de cada sesion el CA se

limpi6é con una solucion de etanol al 70% entre cada prueba.

Los parametros de comportamiento se analizan y cuantifican con el
software Ethovision XT10 (Noldus Information Technology, Wageningen, Paises
Bajos). En el presente estudio, a través del software Ethovision XT10, se
establecio una arena de 2x2 que dividia el CA en una zona central y ocho zonas
fronterizas o bordes (Figura 4). Se midi6 el nimero total de veces que la rata
estuvo en cada area (definida cuando el punto central de deteccién en la rata
estuvo en cada zona), el tiempo de permanencia total en cada zona, asi como la
distancia y la velocidad caminada como medida general de los niveles de
actividad de cada animal durante un periodo de andlisis de 30 minutos. La
prueba de CA es comunmente utilizada para evaluar la actividad exploratoria
espontanea (actividad locomotora), asi como el comportamiento similar a la

ansiedad en ratas en un ambiente desconocido.

Area central

s Borde del campo
B B B abierto
| W
B " B
B B B

Leyenda: B - Bordes del campo abierto

C — Area central del campo abierto

Figura 4. Esquema representativo del campo abierto implementado
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18.5. Técnica de Golgi-Cox

Un dia después de terminadas las pruebas conductuales como se observa
en la figura 2, las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sddico (60 mg/kg,
i.p.), y se procedio a la perfusion intracardiaca con solucion fisiologica por el
ventriculo izquierdo con el fin de remover los eritrocitos de los vasos sanguineos
cerebrales. Posteriormente, se extrajeron los cerebros de los animales
correspondientes a los grupos CTRL y CRS una vez terminado estos
tratamientos (n1 =10, n2 =9 por grupo y periodo de tiempo) para llevar a cabo la
tincion de Golgi-Cox. Los cerebros fueron almacenados en la oscuridad en una
solucion de Golgi-Cox (K2Cr207 170 mM, HgCI2 200 mM, K2CrO4 200 mM)
durante 21 dias. Terminado este periodo de tiempo los 6rganos fueron colocados
en una solucién de sacarosa al 30% durante 5 dias de acuerdo con los protocolos
previamente descritos (Flores et al., 2005; Gibb and Kolb, 1998; Pinzon-Parra et
al., 2019).

Luego, se corto el tejido en secciones coronales de 200 um de espesor
utilizando un vibratomo (Campden Instruments LTD, Loughborough, Inglaterra),
gue fueron colocados en portaobjetos recubiertos de gelatina para su revelado a
través del siguiente procedimiento:

Los cortes se sumergieron en las siguientes soluciones y periodos de tiempo:
1- 30 min en hidréxido de amonio al 10% (en oscuridad).

2- 10 min de lavados con H20 destilada (en oscuridad).

3- 30 min en fijador rapido de Kodak (1:3, en oscuridad).

4- 10 min de lavados en H20 destilada.

5- Deshidratacién con concentraciones crecientes de alcohol: etanol al 50 % (1
min), al 75% (1 min), al 90% (1 min), absoluto (5 min).

6- Aclaramiento del tejido en 15 min en xileno

7- Por dltimo, se les colocd un cubreobjeto con resina sintética
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18.6. Criterios de evaluacién y analisis morfolégico neuronal del nucleo

central de la amigdala

Para determinar si el paradigma de CRS en relacion con el grupo CTRL
inducia remodelacién dendritica en las neuronas piramidales del CeA se
realizaron los andlisis morfométricos. Para ello, con ayuda del Atlas de Cerebro
de Ratas de Paxinos y Watson (1988) se seleccionaron las neuronas del CeA
siguiendo los criterios establecidos: 1) presencia de neuronas con dendritas no
truncadas; 2) impregnacion consistente y oscura a lo largo de toda la extension
de las neuronas; y 3) aislamiento relativo de las neuronas impregnadas vecinas
para evitar interferencias con el andlisis. Se incluyeron las neuronas de las
subdivisiones medial y lateral del CeA (bregma, -2,12 a -2,80 mm) (Vyas et al.,
2003). Para el andlisis de las ramificaciones y longitud dendritica, todas las
neuronas seleccionadas debian verse completas, con el arbol dendritico basal
plenamente apreciado para su reproduccion en un plano bidimensional (Kolb et
al., 1998). Esto se hizo para evitar la evaluacion de neuronas que podrian tener
demasiadas ramas acortadas (Adamec et al.,, 2012). Para cada sujeto (n=5
cerebros por grupo de tratamiento) se dibujaron diez neuronas por cerebro que
cumplieran con los criterios antes mencionados para el andlisis, usando un
microscopio de investigacion de campo claro (DM 2000, Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania) que tiene acoplada una camara licida que permitié la

realizacion de los trazos de la neurona a un aumento de 400X.

Una vez trazadas las neuronas seleccionadas se realizo el analisis de Sholl
(Sholl, 1953). Para ello, se coloc6 una plantilla transparente con circulos
concéntricos, equivalentes a 10 um de separacion como se representa en la
Figura 5. El centro del circulo se colocé sobre el soma de las neuronas 'y se utilizé
el nimero de intersecciones de los circulos para estimar la longitud dendritica
total, arborizacion y la longitud dendritica por nimero de orden de rama
dendritica (Kolb et al., 1998; Silva-Gomez et al., 2003).
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Figura 5. Esquema representativo del analisis de Sholl para estimar la longitud dendritica
total, arborizacién y longitud dendritica por nimero de orden de rama dendritica (Binley et al.,
2014).

18.7. Analisis de la densidad dendritica de las neuronas del ntcleo central

de la amigdala

Para calcular la densidad de espinas dendriticas, se obtuvieron trazos de
la dendrita més distal de las mismas neuronas antes trazadas, con la cdmara
licida (microscopio Leica DM 2000, Alemania). Se trazaron 10 segmentos
dendriticos seleccionados por animal de cada grupo experimental con un
aumento de 1000X. Para ello, en un segmento terminal equivalente a 30 ym de
longitud de la dendrita mas distal se cont6 el numero de espinas visibles a lo
largo de este segmento. La aplicacion de este criterio arrojé6 medidas
homogéneas para estimar la densidad total de espinas dendriticas en el CeA.
Los resultados se expresaron como el numero promedio de espinas / 10 pm
(Bello-Medina et al., 2016; Flores et al., 2005; Pinzén-Parra et al., 2019).

18.8. Tipificacidon de espinas dendriticas de las neuronas del nucleo

central de la amigdala

La clasificacion morfolégica de las espinas dendriticas se realizdé en los
mismos segmentos empleados para la cuantificacion de la densidad de espinas
dendriticas. Para ello, se clasificaron cien espinas dendriticas consecutivas
segun sus caracteristicas morfoldgicas (a 2000X) y se dividieron en cinco tipos:

delgadas (la longitud de la espina es mayor que el diametro del cuello y los
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didmetros de la cabezay el cuello son similares), hongo (el diAmetro de la cabeza
es mucho mayor que el diametro del cuello), gruesas (el diametro del cuello es
similar a la longitud de la columna), bifurcada (espinas con dos cabezas) y
ramificadas (espinas con mas de dos cabezas) como se aprecia en la figura 6
(Bello-Medina et al., 2016; Harris et al., 1992). La cuantificacion de las espinas
dendriticas por tipo se expres6 como porcentaje del numero total de espinas

segun se determiné en los 10 segmentos dendriticos para cada animal.

568 ‘) \B\/ZB?/

Delgada Hongo Gruesas Bifurcada  Ramificada

Figura 6. Esquema de la morfologia de las espinas dendriticas objeto de estudio. Tomado
y modificado de (Medina et al., 2018)

18.9. Lesion del nacleo central de la amigdala

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina y xilazina
(100 y 10 mg/kg, i.p., respectivamente). Cada animal fue montado en un
dispositivo estereotaxico, se expuso el crdneo y con ayuda de un taladro
micromotor, se realizé un orificio en las coordenadas especificas del CeA
(anteroposterior -2.1 mm; mediolateral +4.2 mm; y dorsoventral -7.0 mm;
utilizando el sistema de coordenadas del Atlas del Cerebro de Ratas de Paxinos
y Watson (Ventura-Silva et al., 2013)). Luego se realizaron microinyecciones
bilaterales de &cido iboténico en solucion de PBS (pH 7.4) esterilizada o
anicamente de PBS (vehiculo). Las microinyecciones se realizaron con una
jeringa Hamilton conectada a una canula y montada en una bomba de
microinfusion continua; la canula se conecté a una aguja de pequefio calibre
montada en el dispositivo estereotaxico para efectuar la microinyeccion. El acido
iboténico (10 mg/mL) fue inyectado a una razén de 0.05 yL/min para un volumen
total de 0.2 yL (2 pg). La temperatura corporal de los animales fue mantenida a

37°C mediante una manta homeotérmica acoplada a un sistema de servocontrol.
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18.10. Extraccion de sangre y medicién de Corticosterona plasmatica

Posterior a los tratamientos correspondientes, los animales fueron
anestesiados con isoflurano y se les implant6é una aguja en la arteria caudal para
la extraccion de 200 pL de sangre a tiempo O sin estimulacion del eje HPA y a
tiempo 30 min de estrés agudo por restriccion de movimiento. La sangre se
colocé en tubos eppendorf de 1.5 ml que contenian 50 uL de heparina (3 mg/1mi
de solucion de cloruro de sodio esteéril). Los tubos se colocaron en hielo por el
tiempo de duracién del procedimiento y luego se procedi6 a su centrifugacion por
un periodo de 15 minutos a 12000 rpm y 4 °C. Se realizé la separacion del plasma
(sobrenadante) con una micropipeta de 100 ul. El plasma fue almacenado fue
guardado a una temperatura de - 70 °C hasta que los niveles de CORT
plasmaticos fueron determinados por el Kits de Elisa comercial de CORT
(Corticosterone Elisa Kit, Cat. No. ADI-900-097). La concentracion de deteccién
minima para cada ensayo fue 32 pg/mL, con una precisién intraensayo de <10
%.

18.11. Disefio experimental

Para medir el efecto de la exposicion a estrés crénico por restriccion de
movimiento sobre el desarrollo de la conducta similar a la ansiedad y los cambios
en la morfologia y espinas de las neuronas piramidales del CeA; un grupo de
animales fue dividido en dos grupos para los tratamientos CTRL y CRS,
respectivamente (n = 48 ratas por grupo). Estos grupos a su vez se subdividieron
en dos subgrupos para determinar los efectos conductuales y morfologicos de
los tratamientos en dos periodos diferentes, es decir, después de completados
los tratamientos correspondientes (en los dias 15-17; Figura 7, Panel A) y
después de un periodo de 14 dias de recuperacion libre de estrés (los dias 29-
31; Figura 7, Panel B). Estos ultimos experimentos se realizaron con la finalidad
de explorar la posible reversibilidad de las alteraciones morfologicas y
conductuales inducidas por el estrés cronico. Para evaluar el comportamiento
similar a la ansiedad, se realizaron las pruebas de laberinto elevado en cruz
(LEC) y de campo abierto (CA) en los mismos grupos de animales (en dias
consecutivos por separados) en los tiempos especificados con anterioridad. Los

estudios morfologicos de las neuronas del CeA se realizaron en los mismos
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grupos de animales sometidos a ambas pruebas conductuales (Figura 7). Asi,
un dia después de completada la ultima prueba conductual, los animales se
anestesiaron con pentobarbital soédico (60 mg/ kg, i.p.) y se perfundieron a través

de la aorta ascendente con solucion salina fisiologica al 0,9%.

A
CONTROL
LABERINTO PERFUSION
ELEVADO EN | = A%?EIRPT% - TINCION DEL GOLGI-COX
ESTRES CRONICO CRUZ VARIABLES SOMATOMETRICAS
POR RMO (20 min/dia)
I | [ | I | I i
1 Dias 14 Dia 15 Dia 16 Dia 17
B
CONTROL e
LABERINTO CAMPO TINCIOI;EI[){;E SGI(?:GI COX
- RECUPERACION ELEVADO T
ESTRES = EN CRUZ g ABIERTO # VARTABLES
CRONICO POR SOMATOMETRICAS
RMO (20 min/dia)
I |t | I | I { | |
1 Dias 14 15 Dia 28 Dia 29 Dia 30 Dia 31

Figura 7. Disefio experimental utilizado en las pruebas conductuales y morfolégicas. Efectos del
estrés cronico de restricciéon (CRS) en comparacion con las condiciones de control (CTRL) sobre
la conducta de ansiedad medida en las pruebas de laberinto elevado en cruz (LEC) y de campo
abierto (CA) en dos periodos de tiempo: Panel A) Una vez finalizado los tratamientos, y Panel B)
después de un periodo de recuperacion sin estrés de 14 dias. En ambos casos, los animales
fueron anestesiados y perfundidos 1 dia después de la prueba de CA para la tincion de Golgi-

Cox y el posterior andlisis morfologico de las neuronas del CeA.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la lesién del CeA sobre la conducta
de ansiedad y la secrecion de CORT los animales (n=52) se dividieron en dos
grupos a los cuales se les lesion6 el CeA con ibotenato o se le administrd
vehiculo. Luego de un tiempo de recuperacion de 7 dias, los animales se
dividieron en cuatro grupos y se sometieron a estrés cronico por RMO o
mantuvieron en condiciones controles: un grupo Control-Vehiculo (CTRL-Veh,
n=11 por grupo inyectados con PBS bilateralmente en el CeA); un grupo Control-
Lesion (CTRL-Les, n=12 por grupo inyectados con ibotenato bilateralmente en
el CeA); un grupo CRS-Vehiculo (CRS-Veh, n=13 por grupo que recibieron una
inyeccion de PBS bilateralmente en el CeA); un grupo CRS- Lesion (CRS-Les,

n=13 por grupo inyectados con ibotenato bilateralmente el CeA). Al dia 15, una
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vez finalizados los tratamientos correspondientes, a estos animales se le realizé
la prueba de LEC para determinar si el CeA mediaba el desarrollo de la conducta

similar a la ansiedad.

Para el andlisis del efecto de la lesiébn del CeA en la respuesta
neuroendocrina al estrés, ademas de los grupos antes mencionados se contd
con otro grupo de animales que se sometieron a condiciones CTRL (n=12) o
CRS (n=12) pero que no tuvieron ninguna intervencion quirargica. Una vez
concluidos los tratamientos correspondientes, las ratas fueron anestesiadas con
isoflurano y se les implant6 una aguja en la arteria caudal para la extraccion de
200 L de sangre. La sangre se obtuvo a tiempo 0 en ausencia de estrés agudo
y a tiempo 30 bajo la exposicidn de estrés agudo por restriccion de movimiento
en todos los casos. A continuacion, se centrifugé la sangre a 12000 rpm por 15
minutos y se obtuvo el plasma para medir los niveles de CORT mediante el kit

comercial de Costicosterona (Corticosterone Elisa Kit, Cat. No. ADI-900-097)

18.12. Presentacion de datos y evaluacién estadistica

Todos los datos, tablas y figuras se presentan como la media * error
estandar de la media (SEM) de al menos cinco determinaciones. Se utilizé la
prueba t para datos no apareados para evaluar el efecto de los tratamientos
(CTRL y CRS) y su posible reversibilidad de los tratamientos sobre las medidas
morfométricas, variables somatométricas (ganancia de peso corporal, peso
relativo de las glandulas adrenales y del timo), la estimacién de los parametros
de comportamiento determinados tanto en el LEC (es decir, las entradas a los
brazos abiertos, cerrados y el tiempo de permanencia en ellos), y la densidad de
espinas dendriticas en neuronas piramidales del CeA. Se emple6 el ANOVA de
dos vias para analizar el efecto de los tratamientos sobre el porcentaje y tipo de
espinas dendriticas en el CeAy el efecto de la lesion del CeA sobre el desarrollo
de una conducta similar a la ansiedad y la secrecion de CORT; en caso de
encontrar diferencias significativas (al menos un par de medias difiere), se realizo
la prueba post-hoc de Student-Newman-Keuls. En todos los casos, el nivel de
significaciéon fue del 5% (p<0.05). Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando SigmasStat 3.5 (Systat Software Inc., Chicago, IL, EE. UU.).
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19. Resultados

19.1. Efecto del estrés crdnico por restriccion de movimiento sobre las

variables somatométricas

Entre las variables somatométricas descritas en la literatura que se ven
modificadas en respuesta al estrés crénico se encuentran la ganancia de peso
corporal, el peso relativo de las glandulas adrenales y del timo (Coburn-Litvak et
al., 2003; Garcia-lglesias et al., 2013; Kaplowitz et al., 2016; Shanker et al.,
2020).
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Figura 8. Gréaficos de comparacion de la ganancia de peso corporal (Panel A), peso relativo del
timo (Panel B) y el peso relativo de las adrenales (Panel C) como indicador de la efectividad del
protocolo de estrés cronico empleado una vez finalizados los tratamientos de estrés crénico de
restriccién (CRS) y condiciones control (CTRL). Los puntos representan la media de los valores
y las lineas verticales representan el error estandar de la media. (* P < 0.05; *** P < 0.001 vs
Control).

Los pesos de los animales al inicio del experimento fueron similares (220-
250 g); sin embargo, al concluir los tratamientos correspondientes (CTRL y CRS,
respectivamente) el peso final de los animales sometidos a CRS disminuyo
significativamente, lo cual se puede apreciar claramente en el indicador de
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ganancia de peso (t (14) = 7.087, p< 0.001; Fig. 8, panel A). No se encontré
diferencias significativas en el peso relativo del timo (t (14) = 0.890, p = 0.389;
Fig. 8, panel B). El peso relativo de las glandulas adrenales izquierda de los
animales estresados fue significativamente mayor que el peso relativo de las
glandulas adrenales derecha (t (14) = 4.527, p = <0.001; Fig. 8, panel C) e
izquierda (t (14) = -3.368, p = 0.005; Fig. 8, panel C) de los animales del grupo
control. De igual forma se detecté un aumento significativo del peso relativo de
las glandulas adrenales derechas de los animales del grupo CRS en
comparacion con las glandulas adrenales derechas de los animales del grupo
CTRL (t (14) =-2.854, p = 0.013; Fig. 8, panel C).
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Figura 9. Gréficos de comparacion de la ganancia de peso corporal (Panel A), peso relativo del
timo (Panel B) y el peso relativo de las adrenales (Panel C) posterior a 14 dias de recuperacion
una vez finalizados los tratamientos de estrés crénico de restricciéon (CRS) y control (CTRL). Los

puntos representan la media de los valores y las lineas verticales el error estandar de la media.

En los animales pertenecientes a los grupos CRS y CTRL que tuvieron un
periodo de recuperacion al estrés no se detectaron diferencias significativas en
el peso corporal final al dia 31 (t (22) = 0.979, p = 0.338) y en la ganancia de
peso corporal (t (22) = 1.708, p = 0.102; Fig. 9, panel A) entre los tratamientos.
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En cuanto al peso relativo de las glandulas adrenales no se detectaron
diferencias significativas tanto en el peso relativo de la adrenal izquierda (t (22)
= -1.109, p = 0.280; Fig. 9, panel C) como en el peso relativo de la adrenal
derecha (t (22) = -1.147, p = 0.264; Fig. 9, panel C). Tampoco se encontraron
diferencias significativas en el peso relativo del timo (t (22) = 0.213, p = 0,833;

Fig. 9, panel B;) entre los tratamientos CTRL y CRS.

19.2. Efecto de la exposicion a estrés cronico sobre la conducta de
ansiedad

Prueba de laberinto elevado en cruz

En la prueba de LEC de acuerdo con lo reportado en la literatura sobre el
desarrollo de un comportamiento similar a la ansiedad debido a la exposicién a
estrés cronico; en este modelo experimental se observé que los animales que
fueron sometidos a CRS (un dia después del tratamiento, dia 15) presentaron un
menor numero de entradas a los brazos abiertos (t (22) = 3.334, p =0.003), junto
con un menor tiempo de permanencia en estos (t (22) = 2.520, p = 0.019) en
relacion con los animales del grupo CTRL (Fig.10 panel A y B respectivamente).
Esta reduccion en la exploracion en los brazos abiertos no se debe a los cambios
en la actividad locomotora, ya que no se detecté una diferencia significativa en
el nimero de entradas en los brazos cerrados entre tratamientos (t (22) = 0.385,
p=0.704) (16.8 £+ 2.2y 15,8 + 1,4 para animales CTRL y CRS, respectivamente)
(Fig.10 panel C). En consonancia con un estado mas ansioso, los animales
expuestos a CRS, mostraron una diferencia significativa en el tiempo pasado en
los brazos cerrados (t (22) = -3,549, p = 0,002), correspondiendo el periodo mas
largo a los animales expuestos al CRS (112,4 £ 9,6 y 165,3 =+ 11,4 segundos
para animales CTRL y CRS, respectivamente) (Fig.10 panel D).
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Figura 10. Efecto del estrés crénico de restriccion (CRS) en relacién con el tratamiento control
(CTRL) sobre los parametros medidos la prueba de laberinto elevado en cruz (LEC); nUmero de
entradas y el tiempo pasado en los brazos abiertos y cerrados del LEC determinado un dia
después de finalizados los tratamientos correspondientes (el dia 15). La exposicion a CRS
produjo una reduccion significativa tanto en las entradas a los brazos abiertos (A) como en el
tiempo de permanencia en ellos (B). Ademas, en los animales expuestos a CRS se detecté un
aumento significativo en el tiempo pasado en los brazos cerrados (D). Las barras representan la

media y las lineas verticales indican el error estdndar de la media. * p <0,05, ** p <0,05 vs CTRL

El desarrollo de una conducta similar a la ansiedad se puede apreciar en el
indicador del indice de ansiedad donde al dia 15 se observa un incremento
significativo de este indice en los animales expuestos a CRS en comparacion
con los animales del grupo CTRL (t (22) =-2.694, p = 0.013; Fig. 11).
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Figura 11. Efecto del estrés crénico de restriccion (CRS) en relacién con el tratamiento control
(CTRL) sobre el indice de ansiedad medidos la prueba de laberinto elevado en cruz (LEC) al dia
15. Los animales expuestos a CRS presentan un indice de ansiedad significativamente mayor
respecto al grupo CTRL. * p < 0.05 vs CTRL

Prueba de campo abierto

Como se puede apreciar en la Figura 12, los animales expuestos a CRS
tuvieron una menor frecuencia de visitas al centro del CA con respecto de los
animales control (t (22) = 2.664, p = 0.014, panel A) siendo también menor el
tiempo de permanencia en el centro de este (t (22) = 3.329, p = 0.003, panel B).
Se observé una disminucion significativa de las visitas en los bordes del CA de
los animales pertenecientes al grupo control en relacion con los animales que
fueron expuestos a CRS (t (22) = -2.499, p = 0.020, panel C). No se encontraron

diferencias significativas en el tiempo de permanencia en los bordes.
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Figura 12. El efecto del estrés crénico de restriccion (CRS) en comparacion con las condiciones
de control (CTRL), sobre el nimero de visitas al centro y bordes del campo abierto y el tiempo
de permanencia en estas areas, determinado dos dias después de finalizados los tratamientos
(el dia 16). La exposicion a CRS indujo una disminucion significativa en la frecuencia de visitas
al centro (A), el tiempo de permanencia en esta area (B), asi como un aumento significativo de
las visitas a los bordes del campo abierto (C). Las barras representan la media y las lineas
verticales indican el error estandar de la media. * p <0,05

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos en cuanto a la distancia total recorrida (t (22) = -0.325, p = 0.748; Fig. 13,
panel A) y la velocidad de desplazamiento de los animales (t (22) =-0.205, p =
0.839; Fig. 13, panel B).
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Figura 13. Efecto del estrés crénico de restriccion (CRS) en comparacion con las condiciones
controles (CTRL) sobre la actividad locomotora determinada por la estimacion de los pardmetros
de distancia total recorrida (cm) y velocidad caminada (cm/s) en el campo abierto dos dias

después de finalizados los tratamientos (dia 16).

19.3. Efecto del estrés cronico sobre la morfologia neuronal en el nucleo

central de la amigdala

Analisis de la morfologia dendritica en el nucleo central de la amigdala

De acuerdo con observaciones previas que muestran una falta de efecto
del CIS sobre la arborizacion dendritica en las neuronas piramidales del CeA
(Vyas et al., 2003), la exposicion a CRS no causoé alteraciones notables de la
complejidad dendritica en las neuronas piramidales del CeA, en relaciéon con el
tratamiento CTRL (Fig.14, panel B). Esto se puede apreciar en la ausencia de
diferencias significativas en el nimero total de intersecciones dendriticas (113,9
+56y109,1+4,4yp>0,05en los tejidos CTRL y CRS) y la falta de interaccion
entre el factor de tratamiento y las intersecciones contadas a lo largo toda la
longitud dendritica (F 24200 = 0,578, p = 0,943). De acuerdo con estas
observaciones, no se detect6 una diferencia significativa en la longitud dendritica
total entre tratamientos (t (8) = 0.671, p = 0.521; Fig.14, panel C) y el factor de
tratamiento no tuvo interaccion significativa con la longitud por orden dendritico
(F 764 = 0,900, p = 0,512). La comparacién multiple post-hoc revel6 un efecto
significativo del tratamiento sobre la longitud dendritica (es decir, una reduccién)
de las neuronas dentro del primer orden dendritico solamente (Fig. 14, panel D).
Este efecto aparentemente menor, no pudo ser detectado en las neuronas del

CeA de los animales expuestos a CRS luego de un periodo de recuperacion libre
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de estrés (en el dia 31). Esto sugiere que periodos mas largos de exposicién a

CRS podrian inducir atrofia dendritica de estas neuronas.
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Figura 14. El efecto del estrés crénico de restriccion (CRS) en comparacién con las condiciones
controles (CTRL); A) Micrografia representativa de las neuronas del CeA de cada uno de los
grupos (barra de escala = 100 ym); B) complejidad dendritica de las neuronas piramidales del
CeA, visualizada a partir de los trazos representativos de la camara licida de los arboles
dendriticos totales; C) la longitud dendritica total; y D) la longitud dendritica por nimero de orden
de las dendritas. La exposicién a CRS no produjo ninglin cambio obvio de arborizacién dendritica
en las neuronas piramidales del CeA (B). Por otro lado, mientras que no se detectd una diferencia
significativa entre tratamientos en la longitud dendritica total (C), se pudo detectar una reduccién
modesta pero significativa (P <0.05) en la longitud dendritica del primer orden de las neuronas
del CeA en los animales expuestos a CRS (D). Las barras y los simbolos representan la media

y las lineas verticales indican el error estandar de la media.
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Andlisis de la densidad de espinas dendriticas y tipos de espinas

La exposicién a CRS produjo una disminucion significativa de la densidad
de espinas dendriticas en las neuronas piramidales del CeA (t (18) = 2,964, p =
0.008) en comparacion con el tratamiento CTRL en los segmentos dendriticos
terminales de las neuronas piramidales del CeA (Fig. 15, panel B). El analisis de
los tipos de espinas dendriticas mostré que el factor tratamiento (es decir el CRS
vs CTRL) tenia una interaccién significativa con el factor de tipos de espinas de
la columna dendritica (Fae = 7,521, p<0.001). Esto se reflej6 como una
disminucioén significativa en el porcentaje de espinas tipo hongos aunado a un
aumento significativo en las espinas tipo delgadas en las neuronas del CeA de
los animales CRS en comparacion con condiciones CTRL. Es importante
destacar que no se detectaron cambios significativos en el porcentaje de los
otros tipos de espinas entre los grupos de tratamiento. Las espinas tipo hongo
son formas maduras de las espinas dendriticas, estables y forman sinapsis
fuertes ya que su densidad postsinaptica proporciona una mayor superficie de
contacto, por lo que la disminucion en este tipo de espinas podria afectar la
interconectividad neuronal. Las espinas delgadas suelen ser transitorias y
establecer sinapsis débiles lo que sugiere que este tipo de espinas aumenta

COmo un mecanismo compensatorio a la disminucién de las espinas tipo hongo.
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Figura 15. Efecto del estrés crénico de restriccion (CRS), con respecto al tratamiento control
(CTRL), sobre la densidad de espinas dendriticas y el porcentaje de los tipos de espinas
dendriticas en los segmentos terminales de las dendritas méas distales de las neuronas
piramidales del CeA determinada un dia después de finalizado los tratamientos correspondientes
y las pruebas de comportamiento (dia 17). La exposicibn a CRS causé una disminucién
significativa en el nimero de espinas, como se visualiza en las microfotografias representativas
de segmentos dendriticos terminales (A), mediciones de densidad de espinas de la columna
dendritica (B), y cambios significativos en el porcentaje de tipos de espinas dendriticas (C). La
cuantificacion de los tipos de espinas dendriticas mostré una disminucién de las espinas tipo
hongos junto con un aumento de espinas delgadas en neuronas del CeA en los animales
expuestos a CRS; no se detectaron cambios significativos en otros tipos de espinas en la
columna. Las barras representan la media y las lineas verticales indican el error estandar de la

media. Barra de escala en A =10 um. ** p <0,01; *** p <0,001

19.4. Efecto del periodo de recuperacion sobre las alteraciones

morfolégicas y conductuales inducidas por el estrés cronico

Prueba de laberinto elevado en cruz después de un periodo de
recuperacion

Los animales pertenecientes al grupo CRS, que fueron expuestos a un
periodo de recuperacion de 14 dias mostraron un comportamiento similar a la
ansiedad, que se tradujo en una reduccion significativa del nimero de visitas a

los brazos abiertos (t (22) = 4.188, p<0.001). No se detecté una diferencia
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significativa en el tiempo de permanencia en ellos (t (22) = 1.610, p = 0.122).
Esto sugiere una recuperacion parcial de la conducta similar a la ansiedad
inducida por CRS (Fig.16, panel A y B). Como se observé en los grupos de
animales evaluados el dia 15, no se detect6 una diferencia significativa en el
namero de visitas a los brazos cerrados entre tratamientos (t (22) = -0,618, p =
0,543) después de completar el periodo de recuperacion sin estrés (19,6 + 1,7y
21,1 £ 1,7 para animales CTRL y CRS, respectivamente). Sin embargo, la
diferencia en el tiempo transcurrido en los brazos cerrados entre tratamientos fue
estadisticamente significativa (199,4 £ 12,9 y 237,8 + 13 para animales CTRL y
CRS, respectivamente; t (22) = -2,095, p = 0,048). Ello sugiere, que los animales
expuestos a CRS recuperados estaban mas ansiosos que los animales del grupo
CTRL. La falta de efecto de la exposicion al CRS sobre la actividad locomotora
tanto en condiciones experimentales como en tratamientos se confirmé alin mas

en la prueba de CA como se observo anteriormente.
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Figura 16. Efecto del estrés crénico de restriccion (CRS) en relacién con el tratamiento control
(CTRL) sobre los parametros medidos en la prueba de laberinto elevado en cruz (LEC); nUmero
de entradas y el tiempo pasado en los brazos abiertos y cerrados del LEC determinado posterior
a 14 dias de recuperacion sin estrés una vez finalizados los tratamientos CTRL y CRS

respectivamente (el dia 29). Se detectd una disminucion significativa en el nimero de entradas
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a los brazos abiertos (A) pero no en el tiempo pasado en ellos (B) en los animales expuestos a
CRS posterior a un periodo de recuperacion libre de estrés. Las barras representan la media y

las lineas verticales indican el error estdndar de la media. *** p <0,05 vs CTRL

Posterior a un periodo de 14 dias de recuperacion libre de estrés, se
observa que el indicador del indice de ansiedad aun se encuentra aumentado
significativamente en los animales expuestos a CRS (t (22) = -2.832, p = 0.01;

Fig. 17) en comparacion con los animales del grupo CTRL al dia 29.
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Figura 17. Efecto del estrés crénico de restriccion (CRS) en relacién con el tratamiento control
(CTRL) sobre el indice de ansiedad medidos con la prueba de laberinto elevado en cruz (LEC)
después de un periodo de recuperacién de 14 dias libres de estrés (dia 29). Los animales
expuestos a CRS presentan un indice de ansiedad significativamente mayor respecto al grupo
CTRL. *p <0.05vs CTRL

Resultados del campo abierto después de un periodo de recuperacion

Posterior a un periodo de 14 dias de recuperacién se observa en los
animales con historial de CRS en comparacion con los animales del grupo CTRL
una tendencia no significativa a la disminucién en el nimero de visitas al centro
del CA (t (22) = 1.536, p = 0.139; Fig. 18, Panel A), asi como en el tiempo de
permanencia en el centro del CA (t (22) = 1.018, p = 0.320; Fig. 18, Panel B).
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Figura 18. Efecto del periodo de recuperacién de 14 dias sin estrés (medido al dia 30) en
animales sometidos a estrés cronico de restriccion (CRS) o en condiciones control (CTRL) sobre
la frecuencia de visitas al centro del campo, frecuencia de visitas a los bordes y los tiempos de
permanencia en estas areas del campo abierto. La evaluacion de estos pardmetros en los grupos
de animales sometidos al periodo de recuperacion sin estrés no revel6 diferencias significativas
en la frecuencia de visitas al centro (A), a los bordes (C) y en el tiempo de permanencia en los
mismos (B y D respectivamente). Las barras representan la media y las lineas verticales indican
el error estandar de la media.

Como se observa en la Figura 19 no hay diferencias significativas entre los
grupos en cuanto a la distancia total recorrida (t (22) = -0.109, p = 0.914; Fig. 19
panel A) y la velocidad de desplazamiento de los animales (t (22) = -0.378, p =
0.709; Fig. 19 panel B).
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Figura 19. Efecto del estrés crénico de restriccion (CRS) en comparacion con las condiciones
controles (CTRL) sobre la actividad locomotora determinada por los parametros distancia total
recorrida (cm) y velocidad caminada (cm/s) en el campo abierto posterior a un periodo de

recuperacion sin estrés de 14 dias después de los tratamientos con CTRL y CRS (dia 30).

Morfologia neuronal del nucleo central de la amigdala

Posterior al periodo de recuperacidon se observdé una disminucion
significativa en la densidad de las espinas dendriticas en las neuronas del CeA
de los animales con historial de estrés cronico (t (16) = 6.062, p <0.001; Fig. 20,
panel A). La interaccion significativa entre el tratamiento CRS y el tipo de espinas
de la columna dendritica se mantuvo (F 4,8 = 5.720, p <0.001). Se observo una
recuperacion de las espinas tipo Hongo, en tanto que las espinas tipo delgadas
seguian aumentadas y las espinas gruesas habian disminuido de manera
significativa, respectivamente en el grupo de los animales con historial de estrés

cronico respecto del grupo control (Fig. 20, panel B).
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Figura 20. El efecto del estrés crénico de restriccion (CRS) en comparacion con las condiciones
control (CTRL) sobre la densidad de espinas dendriticas (A) y el porcentaje de tipos de espinas
dendritica (B) en los segmentos terminales de las dendritas terminales de las neuronas
piramidales del CeA, determinada en los animales que se les permitié un periodo de recuperacion
14 dias sin estrés después de los tratamientos CRS y CTRL. Las barras representan la media y

las lineas verticales indican el error estandar de la media. ** p <0,01; *** p <0,001

19.5. Efecto de lalesion del nucleo central de la amigdala sobre las
alteraciones somatométricas, endocrinas y conductuales inducidas por el

estrés crénico

Modificaciones de las variables somatométricas

Se observa que la ganancia de peso corporal se ve afectada a pesar de la
lesion bilateral del CeA en los animales que fueron expuestos a estrés crénico.
Esto nos indica que el CeA no participa en los mecanismos responsables de la
pérdida de peso corporal como resultado de la exposicion al estrés cronico (Fig.
21, Panel A). No se encontraron diferencias significativas en el peso relativo de
las glandulas adrenales y del timo entre los grupos experimentales (Fig. 21,
Panel By C).
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Figura 21. Gréficos de comparacién de la ganancia de peso corporal (A), el peso relativo del
timo (B), y las glandulas adrenales derechas (C) e izquierda (C) después de 14 dias de
tratamiento correspondiente, en grupos de animales que recibieron previamente una inyeccién
de PBS (VEH) o ibotenato (LES). Los puntos representan la media de los valores y las lineas

verticales representan el error estandar de la media. (*p< 0.05 y *** p < 0.001 vs Control).

Resultado de la prueba conductual de laberinto elevado en cruz

Los animales que fueron expuestos a estrés cronico y se les administré
vehiculo bilateral en el CeA mostraron una tendencia a una disminucién no
significativa en la frecuencia de visitas a los brazos abiertos y el tiempo de
duracion en los brazos abiertos. En el grupo de animales expuestos a estrés
cronico y con lesion bilateral del CeA se observo una tendencia no significativa
al aumento en la frecuencia de visitas y al tiempo de permanencia en los brazos
abiertos en comparacion con el grupo de animales CRS- Veh, que a su vez fue
similar a los grupos CTRL, a quienes se les administré vehiculo o se les lesioné
el CeA. Acorde a estos resultados se detectd una mayor tendencia no
significativa al tiempo de permanencia en los brazos cerrados al grupo CRS- Veh
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en comparacion con los demas grupos de ratas (CTRL-Veh, CTRL-Les y CRS-
Les) (Figura 22).
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Figura 22. Efecto del estrés crénico de restriccion (CRS) en relacién con el tratamiento control
(CTRL) sobre los parametros medidos con la prueba de laberinto elevado en cruz (LEC); nUmero
de entradas y el tiempo pasado en los brazos abiertos y cerrados del LEC en animales que
recibieron una inyeccién de PBS (VEH) o ibotenato (LES) directamente en el CeA determinado
un dia después de finalizados los tratamientos correspondientes (el dia 15). La lesion del CeA

no produjo cambios significativos con respecto a los animales tratados con vehiculo.

En cuanto al indicador indice de ansiedad se observa que los animales que
fueron sometidos a CRS y que les administré vehiculo bilateral en el CeA (CRS-
Veh) mostraron una tendencia al aumento no significativa de este indicador en
comparacion con los grupos CTRL-Veh, CTRL-Les y CRS-Les. Los animales
correspondientes al grupo CRS-Les mostraron una tendencia menor del indice

de ansiedad en relacién con los demas grupos de animales (Figura 23).
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Figura 23. Efecto del estrés crénico de restriccion (CRS) en relacién con el tratamiento control
(CTRL) sobre el indice de ansiedad medidos la prueba de laberinto elevado en cruz (LEC) un dia
después de finalizado los tratamientos correspondientes en animales que recibieron una
inyeccién de PBS (VEH) o ibotenato (LES) directamente en el CeA determinado (el dia 15).

Secrecion de corticosterona inducida por estrés agudo en ratas con

historial de estrés crénico

La figura 24 muestra la respuesta de secrecion de CORT sin estimulacion
del eje HPA (tiempo 0) y en respuesta a la exposicion a estrés agudo durante 30
minutos en ratas que se mantuvieron en condiciones controles (CTRL intacto,
CTRL-Veh, inyectados con PBS bilateralmente en el CeA y CTRL-Les;
inyectados con ibotenato bilateralmente en el CeA) y que fueron expuestas a
CRS (CRS intacto, CRS-Veh; recibieron una inyeccion de PBS bilateralmente en
el CeA y CRS-Les; inyectados con ibotenato bilateralmente el CeA). Se observé
que a tiempo 0 las concentraciones de CORT de los grupos de animales CTRL,
CTRL-Veh, CTRL-Les, CRS y CRS-Veh se encontraban a niveles basales, sin
existir diferencias significativas entre grupos (F s 67 = 2,133, p = 0,72). Solo se
obvervd una pequefia tendencia no significativa de los niveles de CORT en
plasma del grupo CRS-Les en comparacién con el resto de los grupos. La
exposicion a estrés agudo de restriccion de movimiento por 30 minutos indujo un
incremento en las concentraciones plasmaticas de CORT en todos los grupos de
animales en comparacion con los niveles basales (tiempo 0). Los animales
intactos que fueron expuestos a CRS mostraron una tendencia no significativa al

aumento de los niveles de CORT respecto al grupo CTRL intacto. Se observo
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niveles similares de CORT plasmatica entre el grupo CRS y los grupos que se
les lesiono o no el CeA independientemente del tratamiento CTRL o CRS previo
(F 5,66 = 1,1046, p = 0,415).
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Figura 24. Secrecion de corticosterona en ausencia (0 min) y presencia de estrés agudo por
restricciéon de movimiento (30 min) en ratas previamente sometidas a condiciones control (CTRL)
y estrés crénico (CRS). Dos grupos de animales solo recibieron los tratamientos CTRL 0 CRS y
el resto de los grupos de animales recibieron una inyeccion de vehiculo (CTRL-VEH Y CRS-
VEH) o de ibotenato (CTRL-LES Y CRS-LES) directamente en el CeA antes de iniciado los

tratamientos correspondientes.

20- Discusién

20.1. Discusion general

Los resultados del presente estudio documentan las consecuencias de la
exposicion al estrés cronico sobre la neuroplasticidad, la densidad y los tipos de
espinas dendriticas de las neuronas piramidales del CeA y su posible relacion
con el desarrollo de trastornos de ansiedad. Pese a que, al parecer, la exposiciéon
a CRS utlizada en este estudio no encontr6 efectos importantes sobre la
morfologia neuronal de las células piramidales del CeA, si se produjo una
reduccion significativa en la densidad de espinas dendriticas aunado a cambios
en la forma de las espinas tipo delgadas, hongos y redondas. Estos cambios,
es probable sean parte del mecanismo complejo que subyace en el desarrollo
de la conducta similar a la ansiedad, incluso después de un periodo de
recuperacion sin estrés. Los datos encontrados no proporcionan evidencias

suficientes para afirmar la posible participacion del CeA en el control de la
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ansiedad y la secrecion de CORT inducida por estrés agudo en ratas con historial

de estrés cronico.

20.2. Modificaciones de las variables somatométricas como resultado de

la exposicion a estrés cronico

Estudios realizados por el grupo de investigacién han demostrado que el
paradigma de estrés cronico por RMO empleado en este estudio modifica la
ganancia de peso corporal, del peso relativo de las glandulas adrenales y del
timo (Garcia-Iglesias et al., 2013; Shanker et al., 2020). La variacion fisiologica
de estas variables somatométricas se toman como una medida de la efectividad
de los protocolos de estrés cronico. En esta investigacion, un dia después de
finalizados los tratamientos correspondientes (CTRL o CRS respectivamente),
se pudo observar un menor peso corporal, que se ve reflejado en una
disminucién de la ganancia de peso corporal y un aumento de las glandulas
adrenales derechas e izquierda, en los animales que fueron expuestos a CRS
en comparacion con los animales del grupo CTRL. Ello confirma la efectividad

del protocolo de estrés crénico.

La variacion en la ganancia de peso puede atribuirse a la hiperactividad del
eje HPA gue se presenta como resultado de la activacion sistematica o repetida
de este eje, consecuencia de la exposicion a estrés cronico. Esto trae consigo
gue bajo las condiciones sefialadas se liberen altas cantidades de CRF en el
NPV del hipotalamo y en el CeA, principales fuentes de produccion de este
neuropéptido. Se ha descrito que el CRF promueve la lipdlisis y produce un
potente efecto anoréxico en ratas (Krahn et al., 1990). En pacientes humanos se
ha asociado la hipersecrecion de CRF en el eje HPA con alteraciones
alimentarias como la anorexia nerviosa (Hotta et al., 1986). Luego de 14 dias de
recuperacion (libres de estrés) una vez finalizado los tratamientos
correspondientes se observé una recuperacion de la ganancia de peso corporal

en las ratas con historial de estrés cronico.

En los animales que fueron sometidos a CRS, se observé un aumento
significativo del peso relativo de las glandulas adrenales izquierdas y derechas
en comparacion con las glandulas adrenales del grupo CTRL. Se conoce que el
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estrés crénico provoca hipertrofia en las células de la zona fasciculada interna
de la corteza adrenal y médula e hiperplasia en zona fasciculada externa de la
corteza adrenal asociada a una respuesta mejorada en la secrecion de CORT
en respuesta a la ACTH (Ulrich-Lai et al., 2006). A partir de 14 dias de
recuperacion del estrés se observd, en los animales con historial de estrés
cronico, una reversion del aumento en peso relativo de las glandulas adrenales.
Un informe anterior muestra que un periodo de recuperacion de 7 dias sin estrés
es suficiente para normalizar el peso adrenal relativo y el aumento de peso
corporal (Moench and Wellman, 2017). Existe evidencia de que el CIS provoca
involucion del timo y apoptosis del tejido en este 6rgano (Tarcic et al., 1998). El
protocolo de estrés cronico utilizado en este estudio no siempre produce la
involucion del timo, lo cual parece depender de la variabilidad entre los animales
de cada grupo experimental (Garcia-lglesias et al., 2013; Shanker et al., 2020).

Por otra parte, el CeA, parece no estar involucrada en los mecanismos que
subyacen en la disminucion de la ganancia de peso corporal en el estrés cronico.
Estos resultados demostraron que la lesion del CeA no revierte la pérdida de
peso gque se produce por la exposicion a estrés cronico (CRS-Veh y CRS-Les)
en comparacion con los animales de los grupos control (CTRL-Vehy CTRL-Les).
No se encontraron diferencias significativas en el peso relativo de las adrenales
y el timo en los animales control (CTRL-Veh y CTRL-Les) respecto a los animales
que fueron expuestos a estrés cronico (CRS-Veh y CRS - Les). Estas
observaciones en cuanto a la falta de efecto del estrés cronico en los parametros
somatométricos en ratas que se les lesionan o administran vehiculo en el CeA

estan acorde con los hallazgos de Ventura-Silva (Ventura-Silva et al., 2013).
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20.3. Efecto del estrés crénico de restriccion sobre el desarrollo de una

conducta similar a la ansiedad

Medicion de la conducta ansiosa por la prueba de laberinto elevado en

Cruz

Estudios previos en la literatura cientifica demuestra que la exposicion a
estrés cronico es un factor desencadenante de la conducta ansiosa en roedores
detectada por la prueba de LEC (Chiba et al., 2012; Vyas et al., 2004; Vyas and
Chattarji, 2004). EI LEC es la prueba conductual no condicionada mas utilizada
en farmacologia para evaluar la conducta similar a la ansiedad a través de los
parametros frecuencia de visitas a los brazos abiertos y tiempo de permanencia
en ellos, asi como tiempo de permanencia en los brazos cerrados. El parametro
de visitas a los brazos cerrados se ha empleado como una medida de la actividad
locomotora en roedores (Conde et al., 2008; Cruz et al., 1994). Estos resultados
demostraron que el paradigma de CRS empleado, tiene un efecto ansiogénico,
que se corresponde con una disminucion significativa en la actividad de los
brazos abiertos y aumento significativo del tiempo en los brazos cerrados, que
se ve reflejado en el aumento del indice de ansiedad del grupo que fue expuesto

a CRS en comparacion con el grupo CTRL.

Estos resultados son consistentes con estudios previos en roedores que
demuestran que el estrés cronico es un factor desencadenante de un
comportamiento similar a la ansiedad, que habitualmente viene acompafiado de
cambios en la plasticidad neuronal de estructuras cerebrales del sistema limbico
(Vyas et al., 2006, 2002). Después de un periodo de recuperacion libre de estrés
de 14 dias, persiste una reduccion significativa en las entradas del brazo abierto
en el LEC, pero no se observaron diferencias significativas en el tiempo de
permanencia en los brazos abiertos y cerrados entre grupos. Sin embargo, el
resultado del indice de ansiedad arrojé que los animales expuestos a CRS
seguian presentando un estado de ansiedad mayor que los animales del grupo
CTRL. Esto sugiere que en los animales con historial de estrés cronico ocurre
una recuperacion parcial del efecto ansiogénico; quizas periodos mas extensos

de recuperacion sean necesarios para que la conducta similar a la ansiedad
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desaparezca. Estudios realizados por Vyas y col., en 2004, informan que el
comportamiento ansioso resultante de la exposicion a 10 dias de estrés cronico
no se revierte después de un periodo de recuperacion sin estrés de 21 dias (Vyas
et al., 2004). El indice de ansiedad, ademas de la entrada a los brazos abiertos
y el tiempo de permanencia, integra otras variables como la duracion total de la
pruebay el nUmero de entradas de brazos abiertos y cerrados (es decir, actividad
total en el laberinto). Esto hace de este parametro un indicador mas exacto para

medir un comportamiento similar a la ansiedad (Contreras et al., 2014).

Por otro lado, estos resultados evidenciaron que la lesion bilateral del CeA
no evita el desarrollo de una conducta similar a la ansiedad debido a la
exposicidn a estrés créonico medida en el LEC. Se conoce gue la amigdala forma
parte esencial de los circuitos que subyacen en los mecanismos del estrés. Sin
embargo, los estudios que utilizan el protocolo de lesion bilateral del CeA para
interrumpir el desarrollo de la conducta ansiosa muestran cierta heterogeneidad
en su respuesta. Ventura — Silva y colaboradores plantean que la integridad del
CeA es necesaria para el establecimiento de la hiperansiedad que se produce
como respuesta al estrés pero que solo este nucleo regula por si mismo el
comportamiento de ansiedad. Esto podria explicarse a través del papel de otras
estructuras como el BNST en los circuitos de la ansiedad. EI BNST recibe fuertes
proyecciones glutamatérgicas de estructuras infralimbicas que se conoce,
contribuyen a la activacién de la conducta similar a la ansiedad (Ventura-Silva et
al., 2013).

Medicion de la conducta similar a la ansiedad y locomocidn por la prueba
de campo abierto

La prueba de CA es comunmente utilizada para medir la actividad
exploratoria de los roedores y aspectos emocionales como la ansiedad. Esta
prueba en roedores se basa en el conflicto entre la tendencia innata de los
roedores para explorar entornos novedosos y la aversion a espacios abiertos
(evitar peligros potenciales) (Hazim et al., 2014). Los roedores prefieren explorar
cerca de las paredes del aparato, un comportamiento llamado tigmotaxis
evitando la parte central del CA, razon por la cual varios estudios utilizan este

parametro como indicador de la ansiedad (Bowman et al., 2002). Se plantea que

54



los factores causantes de la ansiedad en esta prueba son la realizacion de la
prueba en forma individual (en donde el animal es separado de su grupo social)
y la agorafobia (el area donde el animal debe explorar es de dimensiones
mayores al entorno donde fue criado). Otro grupo de estudios utilizan la
frecuencia de visitas al centro del CA y el tiempo de permanencia en él, como
indicadores de ansiedad (Callahan et al., 2013; Hellion-lbarrola et al., 2006;
Okajima et al., 2011; Prut and Belzung, 2003).

Los resultados obtenidos en la prueba de CA detectaron una disminucion
significativa en el numero de visitas al centro y el tiempo de permanencia en el
centro del CA en los animales expuestos a CRS en relacion con los animales
CTRL, lo que se corresponde con las observaciones encontradas en la prueba
de LEC. Ademas, el CA se empled en este estudio como una prueba de actividad
de control para excluir cualquier efecto potencial del tratamiento de CRS sobre
la actividad locomotora que pudiera haber influido en los niveles de actividad en
el LEC. De hecho, los resultados confirmaron que el tratamiento no tuvo efecto
sobre la actividad locomotora, lo que apoy6 las observaciones derivadas de la
prueba de LEC estan exclusivamente relacionadas con la ansiedad y no con los

cambios motores.

Ademas de su uso comun como medida de la actividad locomotora, se sabe
qgue la prueba de CA incluye otros factores como el impulso exploratorio y el
miedo o la ansiedad (Russell, 1973). Ello proporciona una pantalla inicial para el
comportamiento relacionado con la ansiedad en roedores (Prut and Belzung,
2003). Dado que una disminucién de la actividad central sin modificacion de la
locomocion total y la exploracion vertical se interpretan como un efecto
ansiogénico (Prut and Belzung, 2003), el nimero de visitas al centro y el tiempo
de permanencia en él se midieron como parametros de comportamiento similar
a la ansiedad en esta prueba. A diferencia de las observaciones en el LEC, un
estado persistente de comportamiento similar a la ansiedad posterior al periodo
de recuperacion sin estrés no pudo confirmarse mediante esta prueba. La prueba
de CA se ha validado farmacoldgicamente con benzodiazepinas clasicas tales
como clordiazepoxido y diazepam que son eficaces en el tratamiento de los
trastornos de ansiedad generalizada. Sin embargo, esta prueba parece no

detectar todos los grados de la ansiedad en general, ya que no es sensible a
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farmacos efectivos en trastornos de ansiedad como panico, trastorno obsesivo
compulsivo, fobias sociales y trastorno de estrés postraumatico (alprazolam e
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina cronicos) (Prut and
Belzung, 2003). De hecho, se ha demostrado que los parametros de diferentes
pruebas de comportamiento como el LEC, CAy el test de conflicto de Volge para
medir la ansiedad exhiben un bajo grado de correlacién (Sudakov et al., 2013).
Por lo tanto, las observaciones conductuales que sugieren un comportamiento
similar a la ansiedad inducida por CRS, particularmente después del periodo de
recuperacion sin estrés, se basan principalmente en los resultados obtenidos en

la prueba LEC.

20.4. Cambios en la morfologia neuronal en el nucleo central de la
amigdala como resultado de la exposicion a estrés cronico y su posible

relaciéon con la ansiedad

Los circuitos neuronales que estan involucrados en el comportamiento de
tipo ansioso no se han dilucidado por completo. Sin embargo, se sabe que la
amigdala a través de la liberacién de CRF forma parte de los circuitos neuronales
implicados en el desarrollo del aprendizaje emocional, el miedo y la ansiedad
(Davis, 1992; LeDoux, 1994; Shekhar et al., 2005). Estudios de neuroimagen
funcional en seres humanos han demostrado una mayor actividad de la amigdala
en enfermedades afectivas relacionadas con el estrés como los trastornos de
ansiedad (Rauch et al., 2000; Stein et al., 2007; van den Heuvel et al., 2005).
Actualmente, se cree que el miedo y la ansiedad pueden desarrollarse a partir
de la vivencia de eventos estresantes de la vida que provocan alteraciones en la
estructura dendritica y sinaptica en regiones cerebrales sensibles al estrés,
incluido el hipocampo, la CPFm y la amigdala (Gorman and Docherty, 2010;
Leuner and Shors, 2013). En este sentido, se ha reportado que el estrés provoca
cambios morfologicos importantes en las diferentes estructuras del sistema
limbico (Kim and Diamond, 2002; Vyas et al., 2002). Existe evidencia que la
exposicion a CIS puede inducir patrones diferenciados de remodelacion
dendritica en estructuras como el hipocampo, CPFm y la amigdala ya que induce
atrofia dendritica en las neuronas piramidales de la region CA3 del hipocampo
(McEwen, 1999; Vyas et al., 2004; Watanabe et al., 1992) y de la CPFm (Liston

et al., 2006); sin embargo, en el BLA aumenta la densidad y complejidad de la
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columna dendritica aunado a un desarrollo de una conducta ansiosa en roedores
(Qin et al., 2011; Vyas et al., 2004, 2002).

Los cambios morfolégicos observados en el BLA parecen depender del tipo
de estresor utilizado y su duracién en el tiempo. Se ha demostrado que CIS
induce consistentemente hipertrofia dendritica en neuronas piramidales y en las
estrelladas del BLA (Mitra et al., 2005; Vyas et al., 2002), mientras que el estrés
variable cronico (CUS por sus siglas en inglés) induce atrofia de neuronas
bipolares del mismo nucleo. Ademas, se ha demostrado que la exposicion al
estrés agudo provoca cambios morfolégicos en la amigdala. La exposiciéon al
estrés agudo induce hipertrofia dendritica en neuronas piramidales del BLA
acompafiada de la aparicion de comportamiento ansioso (Cui et al., 2008); sin
embargo, para que se observen estos cambios neuronales, parece que debe
transcurrir un periodo de tiempo. Es probable que estos cambios morfologicos
no sean reversibles en periodos de recuperacién cortos (tiempo sin exposicion
al estrés). Vyas y col. en 2004, demuestran que los cambios morfol6gicos
observados en el BLA persisten por un tiempo mayor de 21 dias después de
finalizada la ultima sesién de estrés (Vyas et al., 2004).

En contraste con la gran cantidad de estudios que han documentado el
impacto del estrés cronico en el BLA, existen pocos reportes que han
documentado los efectos del estrés en la morfologia neuronal de las neuronas
del CeA. Estos resultados revelan que la exposicion al CRS no indujo
alteraciones significativas en la morfologia dendritica en las neuronas
piramidales del CeA, que estan acorde con estudios anteriores, en los que
demuestra que el CIS en ratas (2 h / al dia, durante 10 dias consecutivos) no
tiene ningun efecto sobre la morfologia dendritica de las neuronas piramidales
en el CeA (Vyas et al., 2003), en tanto que induce un aumento significativo en la
longitud dendritica y la arborizacion de las neuronas piramidales y estrelladas
del BLA (Hopkins and Holstege, 1978; Johnson et al., 2009), asi como en las
neuronas del BNST en la amigdala extendida (Vyas et al., 2003). Se han
notificado cambios hipertréficos similares en las neuronas piramidales del BLA
como resultado de la inmovilizaciéon prolongada (6 h / dia durante 21 dias)
(Johnson et al., 2009) y la inmovilizacién (2 h / dia durante 21 dias) en ratas
(Vyas et al., 2006), y después de estres cronico de sujecion (2 h / dia durante 10
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dias) en ratones (Zhang et al., 2019). La mayoria de los efectos hipertroficos del
estrés cronico en el BLA (Qin et al., 2011; Vyas et al., 2006; Zhang et al., 2019),
incluido un aumento en la densidad de la columna dendritica (Hill et al., 2013;
Mitra et al., 2005; Zhang et al., 2019), se han asociado con el desarrollo de un
comportamiento similar a la ansiedad, tal como se reveld, por una reduccion
significativa, en la exploracion de brazo abierto en el LEC. Es de destacar que
incluso después de un periodo de recuperacion sin estrés de 21 dias posterior al
CIS, los animales continuaron mostrando una mayor ansiedad. Esto se
acompafia de un aumento persistente en la arborizacion dendritica de las
neuronas del BLA (Vyas et al., 2004), lo que demuestra que el estrés es capaz
de inducir selectivamente cambios estructurales en los diferentes ndcleos del

complejo amigdalino.

20.5. Cambios en la densidad de espinas dendriticas como resultado de la

exposicion a estrés crénico

Se sabe que, ademas de los cambios morfoldgicos que se producen en las
neuronas del BLA como consecuencia de la exposicion al estrés, también se ven
afectadas las espinas dendriticas en este nucleo. Se ha informado que la
exposicién al CIS durante 21 dias aumenta la espinogénesis en las neuronas
piramidales del BLA en ratas y ratones (Bennur et al., 2007; Mitra et al., 2005;
Vyas et al., 2006). También, se ha observado que la exposicién al estrés agudo
tiene el mismo impacto que el estrés cronico en el BLA. En contraste con el
aumento de la espinogénesis en el BLA, se ha informado que CRS reduce
significativamente la densidad de la columna de neuronas estrelladas espinosas
medial en la amigdala medial (MeA) en ratones a la par del desarrollo de la
espinogénesis en el BLA (Bennur et al., 2007). Esta misma reduccion de las
espinas dendriticas se observa en el nucleo posterodorsal medial de la amigdala
(MePD) como resultado de una exposicion de 1 hora al CRS, efecto que parece
estar mediado por la serina proteasa (tPA) activadora del plasmindgeno tisular.
Una sesion o varias de estrés agudo o crénico de 6 horas no produce este efecto
en este nucleo (Marcuzzo et al., 2007). Estos cambios en la espinogénesis
inducidos por CRS se correlacionan ampliamente con el desarrollo de un

comportamiento similar a la ansiedad, incluso después de un periodo de
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recuperacion sin estrés. Es posible que, estos cambios en las espinas
dendriticas realmente estén involucrados en los mecanismos neuronales
implicitos en el desarrollo de la ansiedad después de la exposicion repetida a

eventos estresantes.

Es importante destacar que los datos que documentan un comportamiento
similar a la ansiedad inducida por CRS en este estudio estan acompafados de
una disminucion en el numero de espinas dendriticas (densidad de la columna
dendritica) en las neuronas piramidales del CeA en comparacion con las ratas
del grupo CTRL, que también estaban presentes en los animales a los que se
les permitié recuperarse por un periodo de 14 dias. Esto sugiere que una
disminucioén de la conectividad del CeA con estructuras efectoras descendientes
puede contribuir funcionalmente a los circuitos neuronales que median la
ansiedad después de la exposicion a estimulos estresantes. De acuerdo con esta
posibilidad, se reporta que la disminucion de la densidad dendritica en las
neuronas del CeA se correlaciona con un comportamiento similar a la ansiedad
(evaluado en el LEC) inducido por la abstinencia de etanol en ratas alcoholicas
(sometidas a exposicion cronica al etanol). En este estudio se observé una
reversion de la disminucion de densidad dendritica en las neuronas del CeA
mediante el tratamiento previo con un inhibidor de histona desacetilasa aunado
a los efectos ansiogénicos de la abstinencia al alcohol en estos animales (You
et al., 2014).

20.6. Cambios en los diferentes tipos de espinas dendriticas en las

neuronas piramidales del nucleo central de la amigdala

Existe evidencia que respalda el papel fundamental de las espinas
dendriticas y su morfologia en la estabilidad de la conectividad y excitabilidad
neuronal (Harms and Dunaevsky, 2007; Hering and Sheng, 2001; Kasai et al.,
2003). Los cambios en los diferentes tipos de espinas dendriticas presentes en
este estudio sugieren un impacto de la exposicion del CRS en la funcionalidad
del CeA. Las espinas delgadas son moviles, transitorias y forman sinapsis
débiles o silenciosas, mientras que las espinas con cabezas grandes (es decir,
en forma de hongo y gruesas) son mas estables y forman sinapsis fuertes con

densidades postsinapticas mas grandes y mas contenido de receptores de
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glutamato de tipo AMPA (Ganeshina et al., 2004; Harris, 1999; Kasai et al.,
2003). Los niveles disminuidos de espinas en forma de hongo en las neuronas
del CeA pueden formar parte de los mecanismos que estan implicados en la
pérdida de memoria que ocurre en el estrés. Las espinas tipo hongo juegan un
rol esencial en el almacenamiento y transmision de la informacion necesaria para
la consolidacion de la memoria (Bello-Medina et al., 2016). El déficit en este tipo
de espinas podria causar efectos amnésicos o el incorrecto almacenamiento de

la informacién correspondiente a los eventos estresantes.

Un aumento en las espinas delgadas, en paralelo con una disminucion en
las espinas en forma de hongo y gruesas en las neuronas del CeA, tal como se
detectd en las dendritas apicales tefiidas de la tincion de Golgi al dia siguiente
de culminado la exposicion al CRS y después de un periodo de recuperacion
libre de estrés de 14 dias respectivamente, sugiere una disminucién en la
conectividad funcional de las proyecciones del CeA con estructuras
descendientes del tronco encefalico (Hopkins and Holstege, 1978; Pape and
Pare, 2010). Un patrén similar de remodelacion sindptica, indicativo de una
conectividad disfuncional, que incluye la disminucion de la densidad dendritica
en paralelo con un mayor nimero de espinas delgadas y una disminucion de la
cantidad de espinas en forma de hongo y rechonchas, ha sido observado en las
neuronas piramidales de la CPFm después de un protocolo de CRS en roedores
(Leem et al., 2020; Radley et al., 2008); mientras que se ha informado un
aumento y una disminucién del nidmero de espinas delgadas y gruesas
respectivamente, en la region CA1 del hipocampo como resultado del protocolo
de estrés de derrota social crénica en ratones C57BL / 6 adolescentes (Ifiiguez
et al., 2016).

La literatura sugiere que la estructura y funcion del CeA estan alteradas en
individuos con trastornos de ansiedad, y que esto puede resultar en la
desinhibicion de las regiones efectoras posteriores que regulan los
comportamientos relacionados con la ansiedad (Gilpin et al., 2015). Uno de estos
objetivos es la sustancia gris central o sustancia gris periacueductal del
mesencéfalo (PAG), que se ha visto implicada en el procesamiento emocional y
las respuestas defensivas / aversivas (Johansen et al., 2011; LeDoux et al.,
1988). Se ha demostrado que el CeA envia proyecciones gabaérgicas densas al
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PAG del mesencéfalo (y tiene conexiones reciprocas importantes) (Rizvi et al.,
1991). La aplicacion de estimulos aversivos incondicionados evoca la activacion
paralela de la amigdala y la PAG (Johansen et al., 2010). La activacion selectiva
de neuronas glutamatérgicas en la PAG ventrolateral en ratones Vglut2-cre, en
los que se introdujeron receptores de disefio activados exclusivamente por
farmacos produce, de manera confiable, un comportamiento similar a la
ansiedad, que se refleja en un mayor tiempo de congelacion y un mayor tiempo

pasado en la seguridad de un recinto oscuro (Taylor et al., 2019).

Por lo tanto, una conectividad estructural y funcionalmente disminuida de
las proyecciones GABAérgicas del CeA (es decir, inhibitorias) con la PAG como
resultado de la exposicion al estrés cronico podria ser uno de los sustratos
operativos subyacentes a los comportamientos relacionados con la ansiedad,
incluidas las respuestas defensivas del miedo mediadas por la PAG. Dado que
se analizaron las neuronas de las subdivisiones medial y lateral (CeM y Cel) del
CeA, es probable que los cambios observados en las espinas se produjeron en

ambas subdivisiones.

Desde un punto de vista funcional, el CeA se considera la principal salida
de la amigdala para el control de los circuitos cerebrales involucrados en las
respuestas fisiolégicas y conductuales a los estimulos emocionalmente
relevantes (Hopkins and Holstege, 1978; Pape and Pare, 2010). Se ha
proporcionado evidencia de que el CelL también envia proyecciones
GABAérgicas directas de largo alcance a regiones efectoras conductuales y
fisiolégicas, que incluyen la PAG del mesencéfalo y el nicleo paraventricular del
talamo (PVT). La transmision sindptica excitadora en estas proyecciones estan
potenciadas por el condicionamiento del miedo, lo que sugiere un papel de la
CeL en la regulacion de la expresion del miedo independiente de la CeM (Penzo
et al., 2014). Al igual que la PAG, el PVT se ha implicado en la regulacién

condicionada de la expresion del miedo (Padilla-Coreano et al., 2012).
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20.7. Resultados de los niveles hormonales en ratas con historial de
estrés crénico después de lesionada el nucleo central de la amigdala o

administrado vehiculo inducido por estrés agudo

Se ha reportado previamente que el empleo del protocolo de estrés cronico
utilizado en este estudio no modifica los valores basales de CORT medidos antes de la
exposicion a estrés cronico entre los grupos CRS y CTRL; provoca niveles
significativamente elevados de CORT plasmatica en los animales expuesto a CRS a los
tiempos 10, 30 y 120 minutos en comparacion con los animales del grupo control.
Ademas, se observé que a los 30 minutos de exposicion al estrés agudo las ratas con
historial de estrés crénico presentaron un pico maximo de concentraciones de CORT
respecto a los otros tiempos en que se realizaron las determinaciones (Garcia-lglesias
et al., 2013). El presente estudio mostré que no existieron diferencias significativas
entre grupos en los niveles de CORT medidos en ausencia de estrés agudo (tiempo
cero), solo se detect6 un ligero aumento no significativo de la CORT en el grupo CRS-
Les. Esto esta acorde con lo reportado en la literatura donde se ha descrito que los
niveles de CORT tienden a aumentar en las dos primeras semanas que se esta
expuesto al estrés y posterior a este tiempo disminuye a niveles basales (Silberman
et al., 2002). Por otro lado, al tiempo 30 se observd en los animales intactos con
historial de estrés crénico una tendencia al aumento no significativa de los niveles de
CORT, en respuesta al estrés agudo en comparacion con el grupo control. La falta de
significacion estadistica entre los niveles de CORT puede deberse a la variabilidad en

respuesta al estrés entre animales.

Esta bien documentado el hecho de que la amigdala regula de forma positiva la
actividad del eje HPA. Varios estudios han demostrado que la estimulacion eléctrica de
la amigdala produce un incremento en las secreciones plasmaticas de ACTH y CORT,
asi como un patron complejo de comportamiento y respuestas autonémicas que se
asemejan al miedo y la ansiedad (Dunn and Whitener, 1986; Weidenfeld et al.,
1997). Existe evidencia que demuestra que la sobreexpresion del CRF por el uso de un
promotor de la expresién de este neurotransmisor en el CeA, es capaz de provocar la
hiperactividad del eje HPA y el desarrollo de una conducta similar a la ansiedad
representada en una reduccion significativa del porcentaje en el tiempo de permanencia
en los brazos abiertos en el LEC (Flandreau et al., 2012). Se ha reportado que la
administracién directa de corticosterona en la amigdala aumenta la corticosterona

plasmatica en respuesta a un estresor conductual (Shepard et al., 2003). Resulta
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interesante que la lesion bilateral del CeA muestra un patrén heterogéneo en la
secrecion de CORT en respuesta al estrés crénico. Algunos informes sefialan que la
lesion bilateral del CeA reduce significativamente la secrecion de CORT en respuesta al
estrés agudo de inmovilizacion o condicionado (Van de Kar et al.,, 1991). Los
resultados obtenidos por Ventura- Silva y colabores, solo demuestran que la lesiéon
excitotoxica bilateral del CeA produce una atenuacion de los niveles plasmaticos CORT
basales en horario de la mafiana en un grupo de ratas que fueron expuestas a estrés
crénico variado (Ventura-Silva et al., 2013). Nuestros resultados mostraron que la
lesion excitotdxica bilateral del CeA en animales con historial de estrés crénico no
parece tener un efecto significativo en la secrecion de CORT en respuesta a la
exposicion a estrés agudo. En este sentido se ha reportado que el CeA no juega un
papel importante en el establecimiento o0 mantenimiento de la hiperactivacion HPA ante
el estrés cronico, ya que la lesion bilateral del CeA no afectaron la secrecién de
corticosterona o ACTH inducida por estrés agudo y produce alteraciones en la activacion
del eje HPA en respuesta al estrés crénico (Prewitt and Herman, 1997). Estas
diferencias pudieran deberse a los diferentes protocolos de estrés cronico utilizados en
los estudios, métodos de obtencion de muestras sanguineas y temporalidad con que se

miden las concentraciones de CORT.
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21. Conclusiones

Los resultados de este estudio aportan mas evidencias sobre el complejo
mecanismo implicado en el desarrollo de una conducta ansiosa, consecuencia
de la exposicion al estrés cronico. Pese a la falta de evidencias de la
neuroplasticidad en el CeA, en relacion con la exposicion al estrés cronico, se
encontraron cambios importantes en la densidad y morfologia de las espinas
dendriticas en este nucleo; resultado que puede estar involucrado en la génesis

de una conducta similar a la ansiedad en roedores.

Es interesante, el hecho de que la conducta similar a la ansiedad inducida
por el CRS y los cambios concomitantes en la espinogénesis a nivel del CeA
persisten después de una recuperacion sin estrés, capaz de revertir los cambios
observados en la ganancia del peso corporal, del peso relativo del timo y de las
glandulas adrenales. La remodelacion de las espinas dendriticas en el CeA
puede desempeniar un papel funcional en los circuitos neuronales que median el
comportamiento similar a la ansiedad inducida por el estrés cronico. El CeA no
demostrd su participacion en la regulacion de la ansiedad, ni en la secrecién de
CORT en roedores, bajo las condiciones experimentales utilizadas en este

estudio.

22. Perspectivas

A partir de los resultados encontrados en esta tesis doctoral, las perspectivas de
estudios futuros deben estar orientados en primer lugar a investigar si en los
segmentos mas proximales al soma de las neuronas piramidales del CeA ocurre
una disminucién de las espinas dendriticas y la variacién en la morfologia de
estas Ultimas. Es importante conocer si en los demas tipos de neuronas,
presentes en el CeA ocurren cambios ocasionados por el estrés crénico y qué
sustancias podrian evitarlo. En segundo lugar, se deben identificar las
estructuras centrales implicadas en el desarrollo de la conducta similar a la
ansiedad y en la secrecion exacerbada de GCs, a través de mecanismos

aparentemente independientes de la ACTH.
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