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RESUMEN

TiTULO® EFECTOS DEL BLOQUEO DEL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO PERIFERICO
SOBRE LA MEMORIA EMOCIONAL Y LA ANSIEDAD EVALUADAS EN EL LABERINTO EN
CRUZ ELEVADO.

AUTORES: DELGADO, H. y CONDE, C.*

PALABRAS CLAVE: MEMORIA EMOCIONAL, B-BLOQUEADOR, BENZODIAZEPINAS,
ATENOLOL, ADRENALINA, LABERINTO EN CRUZ ELEVADO, ANALISIS DE VARIABILIDAD,
RESPUESTAS AUTONOMICAS.

RESUMEN

Se presenta una serie de experimentos encaminados a investigar el efecto de diferentes
intervenciones farmacolédgicas sobre el sistema nervioso auténomo y su efecto en la memoria
emocional en la prueba del laberinto en cruz elevado (LCE). En total fueron sometidas 119 ratas
Wistar macho a diferentes intervenciones farmacolégicas intraperitoneales usando Midazolam (0,5
mg/Kg.), Adrenalina (0,05, 0,01, y 0,1 mg/Kg.), Atenolol (3 mg/Kg.) y vehiculo (1 mL/Kg.) para la
medicion de sus variables fisioldgicas y comportamiento en la prueba de LCE. RESULTADOS: La
administracion conjunta de un bloqueador beta-adrenérgico de accion periférica mas una
benzodiazepina en la primera sesion del LCE produjo un efecto amnésico en las ratas cuando
fueron sometidas al LCE en sesiones ulteriores, medido como un aumento de tiempo en el brazo
abierto (Midazolam+Atenolol > vehiculo+Midazolam o vehiculo+Atenolol; Kruskal-Wallis, p < 0.001)
durante la segunda sesion y las entradas al brazo abierto no tuvieron diferencias significativas
entre sesiones para el grupo Midazolam+Atenolol (p > 0.05) mientras que en los demas grupos
hubo menor frecuencia de estas; el tiempo en el brazo abierto durante la primera sesion fue menor
en el grupo de control (Salina+Salina) que en los tres grupos restantes lo cual evidencia el efecto
ansiolitico de las sustancias administradas (ANOVA 1 via, p < 0.001). CONCLUSIONES: EI
bloqueo -adrenérgico periférico ejercido por el Atenolol produjo un efecto amnésico en la segunda
sesion del LCE aboliendo la presentacién del fenomeno de One Trial Tolerance (OTT); existen
trabajos previos que evidencian abolicion del OTT al administrar conjuntamente Propanolol
(bloqueador beta inespecifico) o Buspirona (antipsicético atipico), pero estos farmacos a su vez
inducen cambios en la citoarquitectura del encéfalo mientras que el Atenolol no cruza la barrera
hematoencefalica. Ademas se presenta una serie de herramientas novedosas para el analisis
electrocardiografico y comportamental.

*TESIS
* FACULTAD DE SALUD. MAESTRIA CIENCIAS BASICAS BIOMEDICAS. DIRECTOR: CARLOS
ARTURO CONDE COTES.

Xiv



SUMMARY

TITLEE THE EFFECTS OF PERIPHERAL BLOCKADE OF THE AUTONOMIC NERVOUS
SYSTEM OVER THE EMOTIONAL MEMORY AND ANXIETY IN THE ELEVATED PLUS-MAZE.

AUTHORS: DELGADO, H. and CONDE, C. ~

KEYWORDS: EMOTIONAL MEMORY, B-BLOCKER, BENZODIAZEPINES, ATENOLOL,
EPINEPHRIN, ELEVATED PLUS-MAZE, VARIABILITY ANALYSIS, AUTONOMIC RESPONSES.

ABSTRACT

There is presented a series of assays aimed to elucidate the effect of different pharmacological
interventions over the autonomic nervous system and its effect in emotional memory using the
elevated plus-maze (EPM) model. 119 male Wistar rats were injected intraperitoneally with different
pharmacological compounds such as Midazolam (0,5 mg/Kg.), Epinephrine (0,05, 0,01, and 0,1
mg/Kg.), Atenolol (3 mg/Kg.) and vehicle (1 mL/Kg.) in order to measure their physiological and
behavioral variables in the EPM test. RESULTS: the co-administration of peripheral 3-blocker plus
benzodiazepine in the EPM’s first session produced an amnesic effect in rats underwent to EPM
test when they were retested three days afterwards, this was observed as an increase in the open
arms time span (Midazolam+Atenolol > Vehicle+Midazolam or Vehicle+Atenolol; Kruskal-Wallis, p <
0.001) during the second session, additionally, the open arms’ entrances were not significantly
different between sessions for the Midazolam+Atenolol (p > 0.05) group while the others had a
minor frequency of these; the vehicle group had less open arm time span in the first session
compared with the other groups giving a clear evidence of the anxiolytic effect of the drugs
administered (One way ANOVA, p < 0.001). CONCLUSIONS: The peripheral blocking effect of
Atenolol produced an amnesic effect in the second EPM’s session abolishing the occurrence of the
One Trial Tolerance (OTT) phenomenon; there are previous reports that evidence OTT’s abolishing
using Propanolol (unspecific -blocker) or Buspirone (atypical antipsychotic), but those drugs
induce changes in brain’s cytoarchitecture while Atenolol does not cross the brain-blood barrier.
Additionally, a set of innovative tools for electrocardiographic and behavioral assessment are
presented.

"TESIS
“ FACULTAD DE SALUD. MAESTRIA CIENCIAS BASICAS BIOMEDICAS. DIRECTOR: CARLOS
ARTURO CONDE COTES



1. INTRODUCCION

La memoria es un proceso de todos los seres vivos que les permite adquirir,
retener y recuperar informacion de un determinado evento que sucede en un
momento especifico del tiempo y que puede utilizarse en un momento futuro para
afrontar y solucionar las situaciones que se lleguen a presentar dentro del continuo
que representa la linea del tiempo. Estos procesos de memoria son susceptibles
de moldeamiento y remodelacion dependiendo de factores asociados al evento
que ocurre, entre ellos se encuentra el colorido emocional que puede tener un
suceso y que hace parte de la experiencia propia de un ser vivo y de la forma
como vive la situacion que tiene lugar en su existencia. Dentro de los diferentes
procesos de la memoria en lo referente a las emociones se ha evidenciado que
estas son cofactores que pueden potenciar o interferir en el proceso intrinseco de
la memoria, bien sea en reforzar la consolidacién un registro de evento para ser
evocado en el futuro o en interferir con los procesos para que dicho evento no
trace huella en la memoria de un sujeto. Se ha planteado que las emociones
tienen 2 origenes, central y periférico, proponiéndose hipétesis para explicar cada
teoria pero persiste la busqueda de evidencias que permitan conocer cuales son
los factores decisivos en los procesos de memoria asociada a emociones y si es
posible modularlos de manera que puedan abrir puertas para ayudar a quienes
padecen de trastornos mentales asociados a contenido emocional.

Este proyecto se concentra en la modulacion del Sistema Nervioso Autonomo a
través de manipulaciones farmacoldgicas especificas con la finalidad de evaluar el
resultado comportamental en una prueba de ansiedad generalizada aplicada en
animales, que posee validez facial y de constructo, ademas que detecta los
efectos de farmacos de tipo ansiolitico y ansiogénico. Ademas se hace una
exploracion extensiva de otros parametros asociados a las emociones y que
pueden ser cuantificables para convertirlos en herramientas de analisis: las
variables fisioldgicas y el analisis de variabilidad del electrocardiograma.

Como resultado principal de este proyecto se encuentra al bloqueo del Sistema
Nervioso Autonomo como una intervencion efectiva en la abolicion del fenbmeno
de One Trial Tolerance, el cual es un reflejo de la memoria asociada a emociones
en donde ocurre pérdida del efecto ansiolitico de las benzodiazepinas después de
haber sometido a los animales a la experiencia de un modelo de ansiedad
generalizada. Los resultados de este proyecto cimentan nuevas propuestas
dirigidas a la busqueda de estrategias para modular la experiencia emocional y
buscar nuevos horizontes en la solucion de trastornos psiquiatricos asociados a
emociones.
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2. JUSTIFICACION

La presente propuesta se enmarca en la linea de investigacién sobre “memoria
emocional asociada a trastornos de ansiedad” del grupo de investigacion
“Neurociencias y Comportamiento UIS-UPB” y es un refuerzo para el programa de
maestria en Ciencias Basicas Biomédicas de la Universidad Industrial de
Santander.

El problema a abordar se relaciona con las contribuciones periféricas o centrales
de las manifestaciones autondmicas involucradas en el procesamiento de la
informacion con contenido emocional. En estos aspectos esta vigente una
polémica conceptual acerca de cuales son los mecanismos que contribuyen al
reforzamiento mnemodnico cuando en una persona o en un animal se potencia la
consolidacion mnemoénica frente a informaciones con contenido emocional. Hay
experimentos que apuntan en diferentes direcciones.

Es de amplia aceptacion el que durante estados de activacion emocional se
presenten respuestas de predominio simpatico que acompafan los
comportamientos de los individuos. Una de las preguntas que surge se refiere a si
estas manifestaciones autonémicas son consecuencia de la valoracion emocional
(mecanismos de origen central) o se constituyen en el refuerzo del proceso
cognitivo, es decir, se asocian mas a la causa de la potenciacion mnemonica
(origen periférico de la activacion emocional). Contribuir a la aclaracién de estos
mecanismos, podria ayudar al cambio de estrategias terapéuticas vigentes en
diferentes trastornos de ansiedad como el trastorno de estrés post-traumatico o la
ansiedad generalizada.

Quizas el modelo experimental animal de ansiedad y memoria emocional asociada
a esta categoria de trastorno, es el relacionado con la exposicion de roedores al
laberinto en cruz elevado. En este modelo, breves exposiciones de una rata a
dicho laberinto, induce procesos mnemonicos resistentes a farmacos
benzodiazepinicos. Los mecanismos responsables por el impacto emocional aqui
implicados, aun son motivo de estudio.

En este contexto, el presente proyecto se propone estudiar el efecto de la
manipulacion farmacologica del sistema nervioso simpatico periférico sobre el
comportamiento y las manifestaciones de tipo mnemonico y emocional en ratas
expuestas al laberinto en cruz elevado. Para esto, se proponen 2 fases
experimentales, la primera orientada a la descripcion de los efectos autonémicos:
frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, consumo de oxigeno y variabilidad RR
del electrocardiograma; resultantes de la inyeccion intraperitoneal de la Adrenalina
y del Atenolol; uno agonista y otro antagonista simpatico, cuyos lugares de accién
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son predominantemente periféricos. En esta fase se evaluaran diferentes dosis de
cada farmaco anotado.

Una segunda fase esta orientada a la evaluacion de los efectos comportamentales
indicadores de memoria emocional asociados a la inyeccién de dichos farmacos
en ratas expuestas en el laberinto en cruz elevado y se hara una correlacién entre
las manifestaciones fisioléogicas autondmicas con las manifestaciones
comportamentales.

Se espera que si las manifestaciones de activacion simpatica periférica son
esenciales para el reforzamiento de la consolidacién de la memoria emocional en
este modelo, la Adrenalina potencie las manifestaciones mnemonicas mientras
que el Atenolol las disminuya. Adicionalmente, se espera poder describir y
correlacionar las manifestaciones autondmicas con las comportamentales.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Desde hace algunos afos, ha cobrado nueva vigencia el debate existente acerca
del origen central o periférico de las emociones, propuesto desde hace casi un
siglo por James-Lange (teoria de origen periférico) y Cannon-Bard (teoria de
origen central). En la literatura cientifica se han dado reportes con resultados
divergentes y esto ha mantenido la discusion vigente dentro del ambito cientifico.
El esclarecimiento de estos fendmenos de la experiencia emocional ayudaria a
disefar nuevas estrategias de tratamiento de los trastornos de ansiedad asociados
con el componente de memoria emocional y de ésta forma influir positivamente en
la calidad de vida de las personas con éstas dolencias.

Hace aproximadamente un siglo, William James y Karl Lange propusieron que las
aferencias viscerales influencian varios procesos comportamentales como la
emocion, aprendizaje y memoria esto va en contraposicion a lo propuesto por
Walter Cannon y Phillip Bard quienes teorizaron que el origen de las expresiones
emocionales se estableceria en el sistema nervioso central donde ocurre la
experiencia emocional y que estos fendmenos luego se traducirian en las
respuestas autonomicas entre otras manifestaciones (Berntson et al. 2003).

Por otra parte, el modelo experimental mas ampliamente utilizado como bioensayo
para el estudio de la memoria emocional asociada a estados de ansiedad, es el
implementado a través del laberinto en cruz elevado (LCE). Este modelo ha sido
validado desde los puntos de vista comportamental, farmacoldgico vy fisioldgico. En
este modelo, se detectan procesos mnemonicos de alta eficiencia en cuanto a que
una breve exposicion (5 minutos) de una rata a este laberinto, induce efectos de
evitacion de los brazos abiertos a largo plazo (comportamiento tipo ansioso) que
resulta resistente a los farmacos ansioliticos benzodiazepinicos; la ocurrencia de
este fendmeno se ha denominado “One Trial Tolerance” y se expondra con mayor
detalle mas adelante. Se ha interpretado este fendmeno como un proceso de
memoria emocional pero aun se desconocen los mecanismos neurobiolégicos de
tal reforzamiento.

En el presente proyecto se pretende contribuir a la generacién de nuevos
conocimientos sobre el tema pues al intervenir sobre el sistema nervioso
auténomo periférico ejerciéndole un bloqueo B periférico, se atenuarian o
eliminarian algunos de los componentes de la experiencia emocional y, siguiendo
este orden de ideas podriamos validar o rechazar la hipo6tesis del origen periférico
de las emociones a través de la evaluacion del resultado de una intervencion
experimental teniendo como variables dependientes la presencia de respuestas de
tipo ansioso en ratas y la ocurrencia de un fendmeno que evalua memoria
asociada a emociones conocido como “One Trial Tolerance” .
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Partiendo del hecho que las emociones inducen o se asocian con manifestaciones
fisiolégicas y comportamentales ante una situacion que experimenta un sujeto y
que tienen componentes neurovegetativos y psicomotrices que moldean esta
experiencia y crean una huella en la memoria del sujeto, se ha intentado explicar
el origen de estos componentes a través de 2 teorias que van en caminos
opuestos acerca de la génesis de las emociones y por lo tanto de la memoria
emocional. Asi, el planteamiento de Cannon y Bard predica que las emociones
tienen su origen en el sistema nervioso central cuando se procesa un estimulo y
que desde alli se generan todas las demas respuestas que se pueden observar en
un estado emocional; por otra parte, el planteamiento de James y Lange propone
que los estimulos generan respuestas en los diferentes 6rganos de recepciéon de
un organismo y que estas sefiales al llegar al sistema nervioso central se conjugan
en un proceso que termina generando un estado de activacion emocional.

De esta forma, se pretende aportar a la discusion existente implementando en un
modelo experimental animal que permita la manipulacién farmacolégica del
sistema nervioso autébnomo periférico (activacion y bloqueo simpatico) y la
consecuente evaluacién de los efectos sobre el comportamiento y la correlacion
fisiologico-comportamental. En ese sentido se formulan las siguientes preguntas
basicas:

1. ¢El bloqueo o la potenciacién de las aferencias simpaticas periféricas
en ratas expuestas al laberinto en cruz elevado influira en la memoria
asociada a emociones?

2. ¢Se puede describir un estado de actividad del sistema nervioso
auténomo de las ratas a través del analisis de variabilidad de sus
manifestaciones y éste puede llegar a correlacionarse con el desempefio
en una prueba de memoria emocional evidenciada por comportamientos
en el laberinto en cruz elevado?
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4. OBJETIVOS

4.1. GENERAL

e Evaluar los efectos mnemoénicos, los efectos de tipo ansiogénico y/o
ansiolitico y algunos efectos fisiologicos de tipo autonomico, resultantes de la
manipulacion farmacolégica sobre la actividad simpatica periférica en ratas
expuestas al laberinto en cruz elevado (LCE).

4.2. ESPECIFICOS

e Evaluar en ratas expuestas al laberinto en cruz elevado, los efectos de tipo
ansiolitico o ansiogénicos resultantes de la inyeccion intraperitoneal de un 8 -
bloqueador periférico (Atenolol) y de un activador simpatico periférico
(Adrenalina).

e Evaluar en ratas expuestas al LCE, los efectos sobre la memoria emocional
resultantes de la aplicacion intraperitoneal del Atenolol y la Adrenalina.

e Correlacionar las manifestaciones comportamentales de ratas expuestas al
LCE bajo los efectos del Atenolol y la Adrenalina, con el consumo de oxigeno,
frecuencia cardiaca y respiratoria y algunos indicadores de la variabilidad RR
del electrocardiograma.

e Describir la variabilidad RR de ratas expuestas al LCE (en el dominio del
tiempo y de la frecuencia) bajo los efectos del Atenolol y la Adrenalina.
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5. MARCO TEORICO

5.1. MEMORIA

La memoria es un atributo caracteristico a los seres vivos y se convierte en una
capacidad para adquirir la informacién, retenerla y utilizarla cuando se hace
necesario para responder a una situacion del devenir; esta capacidad permite que
la informacion adquirida y guardada previamente sea utilizada en la solucién de
nuevos problemas y situaciones, asimismo le permite a los individuos (se hace
referencia en particular a los seres humanos) la capacidad para ubicarse dentro de
un contexto del tiempo, generando los conceptos de pasado, presente y futuro al
poder establecer una cronologia de eventos en la experiencia de un individuo. La
memoria se considera como un fendmeno complejo generado por procesos
fisiolégicos y sicologicos, que también estan influenciados por factores asociados
a inhibicién y motivacion (Baddeley 1999).

Los sistemas de memoria requieren de la informacion recibida por los érganos de
percepcion del ambiente externo y los de percepcion del ambiente interno, esta
informacion tendra una calidad que dependera de las caracteristicas propias del
estimulo y su accion sobre el érgano receptor ademas de la capacidad del sujeto
de adquirir dicha informacion; como proceso subsiguiente esta la interpretacion de
esta informacion y su integracion dentro de los sistemas de memoria, aqui se hace
susceptible a la influencia de la informacion previamente almacenada y resultando
en una respuesta ante el nuevo estimulo que puede persistir o modificar la
informacion previa dependiendo de la relacion con la nueva informacion (Tulving
1995).

Entre los 6rganos que permiten al sujeto recolectar informacién del ambiente
externo se encuentran los 6rganos de los sentidos, encontrandose una pléyade de
variaciones en el desarrollo de los mismos moldeadas acorde al habitat en que
desarrollan sus actividades a lo largo de su vida, siendo por ejemplo mas
desarrollados en una especie que en otra acorde a las adaptaciones que haya
sufrido una u otra especie. En el caso de diferencias entre organismos de una
misma especie como puede ejemplificarse con el sentido del tacto en una persona
que carece de vision, la persona ciega no tiene una mayor capacidad tactil
comparada con un sujeto que no tiene esta condicion pero el adiestramiento ha
afinado la discriminacién en sus receptores tactiles (Mountcastle 1980).

Los 6rganos que permiten recolectar informacion del medio ambiente interno son
diversos, entre ellos estan: quimiorreceptores, baroreceptores, osmoreceptores,
etc. En el caso especifico de los seres humanos la mayoria de las veces realizan
su labor sin que los individuos tengan conciencia de su accionar pero en
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determinadas situaciones pueden generar respuestas y disparar mecanismos que
se traducen en sensaciones que si se hacen evidentes para el individuo en un
plano conciente, por ejemplo la sudoracién y taquicardia refleja debido a un evento
que produzca una descarga adrenérgica. De esta forma el sistema nervioso
auténomo puede, incluso, preparar al organismo para reacciones conductuales y
adaptaciones anticipadas en estados emocionales; estas reacciones viscerales
suelen ser fundamentalmente de apoyo o de anticipacion a las necesidades
corporales (Koizumi y Brooks 1980).

5.1.1. Etapas de la memoria

La memoria ha sido estudiada desde diferentes perspectivas y se ha descrito
diferentes etapas o subprocesos involucrados en la generacion de un recuerdo, la
expresion de una idea o una respuesta especifica y reproducible ante un
determinado estimulo. Las etapas del proceso de memoria pueden definirse de la
siguiente forma en orden de ocurrencia:

5.1.1.1. Codificacion

Son los procesos provocados por la percepcion de estimulos correspondientes a
la adquisicion de la informacién; puede relacionarsele con la creacién de un
cbédigo unico que puede activarse incluso con la presentacion de informacion
fragmentada (Salasoo et al. 1985).

5.1.1.2. Consolidacién

Puede definirse como la transferencia de memoria de corto plazo a largo plazo.
Son los procesos relacionados con el almacenamiento de la informacion; estos se
consideran como un punto critico del sistema de memoria a corto (STM) y a largo
plazo (LTM). Actualmente las explicaciones de la consolidacion de la memoria
incluyen los procesos moleculares, celulares y las interacciones de sistemas que
trabajan con la finalidad de madurar y estabilizar la informacion en el cerebro
(Debiec et al. 2002; Dudai 2004; McGaugh 2000; Wiltgen et al. 2004)

5.1.1.3. Evocacion

Son los procesos relacionados con la busqueda de informacién previamente
almacenada y su reproduccién en momentos posteriores al que se produjo el
evento que por primera vez genero la informacion.

Probablemente el fraccionamiento de la memoria empezd con la propuesta de
Hebb, hacia el afio 1949, de discriminar en memoria a corto plazo donde se
evidencia actividad eléctrica cerebral de forma temporal y memoria a largo plazo
basado en el la ocurrencia de cambios neuroquimicos mas permanentes. El
propuso incluso, un modelo conceptual de aprendizaje que aun es influyente en
las teorias neurobioldgicas (Baddeley 2001; Burgess et al. 2001).

23



Evidencias posteriores con el estudio de pacientes a quienes se les habia
extirpado el hipocampo debido a crisis epilépticas de dificil tratamiento aportaron
al descubrimiento de que la memoria tiene multiples sistemas en el encéfalo, estos
pacientes tenian dificultades en ciertas tareas que implicaban el reconocimiento de
personas, lugares y objetos; pero tenian perfecta memoria de las habilidades
motoras que habian aprendido de modo no conciente; a partir de estos estudios
hechos por Milner, Hebb y Penfield se tuvo la prueba experimental que permitié
hacer la distincion posterior entre memoria implicita y explicita (Kandel et al.
1999a; Tulving 1995)

5.1.2. Clasificacion de la memoria

Ha habido varios intentos por clasificar la memoria y se ha llegado a proponer
diferentes niveles y clases, se ha tenido en cuenta de forma bastante notoria la
intervencion activa en los procesos de la memoria a partir del estudio de pacientes
con lesiones cerebrales que les han acarreado disminuciones en su capacidad
mnemonica y a partir de ello se ha ido subdividiendo un concepto que en principio
fue considerado como algo monolitico (Baddeley 2001; Squire et al. 1993).

Partiendo el analisis neurobiolégico y etolégico del comportamiento puede
considerarse dos clases de memoria: filogenética, presente en la mayoria de
individuos de una misma especie y es resultado de un proceso genético y
evolutivo, contiene informacién importante para la supervivencia de una especie
en su medio ambiente; ontogenética, es otra clase de memoria que es adquirida
por cada sujeto con las experiencias que ha vivido y no se transmite
genéticamente a su progenie.

La memoria puede clasificarse acorde a la cantidad de tiempo en la que una
informacion se halla disponible para ser evocada, ademas en funcion a la
capacidad de la entrada de datos, se han determinado como sistemas de memoria
conformados por:

1) Memoria a corto plazo: tiene una limitada capacidad de almacenamiento y una
duracion de segundos a minutos, después de transcurrir este tiempo la
informacion desaparece completamente y “es olvidada” porque no hay
persistencia del estimulo que la genera o porque se ha cambiado la tarea a
ejecutar y hay una nueva entrada de datos. Un ejemplo de esto es la tarea de
repetir un numero telefénico recién dicho.

2) Memoria a largo plazo: tiene una capacidad ilimitada (hasta la fecha no se ha
reportado algun evento que documente que se ha agotado su capacidad en un
modelo cientificamente sustentado) y una duracion de horas hasta afos, incluso
todo el tiempo de vida de un sujeto. Un ejemplo de esta memoria es el aprendizaje
de un idioma.

3) Memoria operacional: es una clase intermedia que comparte atributos de la
memoria a corto y largo plazo, en ella se mantiene una informacién de cierta
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complejidad solamente durante un tiempo en que es utilizada y luego es olvidada
sin dejar rastro. Un ejemplo de esta memoria es organizar facturas por orden
alfabético del proveedor en un archivador (Baddeley 1999; Tomaz y Costa 2001).

Dentro de la memoria a largo plazo se han zanjado diferentes tipos de la misma a
partir de evidencias aportadas por la neuropsicologia, basandose en el estudio de
pacientes con lesiones cerebrales puntuales y también con los que han sufrido
lesiones extensas.

5.1.2.1. Memoria explicita

También llamada memoria declarativa y tiene 2 sub-tipos bien definidos, memoria
semantica y memoria episodica.

5.1.2.1.1. Memoria Semantica

Se refiere a la memoria que refleja nuestro conocimiento del mundo: conocer el
significado de la palabra “casa”, saber cuantos metros hay en un kilometro, saber
cual es el color de una guayaba madura. La memoria semantica contiene
informacion que probablemente obtenemos a través de varios contextos y que
utilizamos en varias situaciones diferentes (Baddeley 1999).

5.1.2.1.2. Memoria episédica

La memoria episédica puede definirse desde el punto de vista operacional como
las experiencias propias de un individuo y su relacion de espacio y tiempo con el
medio ambiente donde ocurrieron, por ejemplo cuando conocimos un enorme Yy
aromatico cultivo de jazmines en las vacaciones del verano pasado; el principal
atributo de ésta memoria es su especificidad: su capacidad de representar un
evento particular y ubicarlo en el tiempo y el espacio, es decir, la capacidad de
presentar una cronologia en la autobiografia de un individuo.

Esta definicion es la mas ampliamente aceptada y permitié la conceptuar las
separaciones aplicadas en el conocimiento del mundo, aunque Tulving desarroll6
una interpretacion mucho mas especifica (Baddeley 1999; Tulving 1995).

5.1.2.2. Memoria implicita

Comprende el aprendizaje de habitos y habilidades a través de una lenta
acumulacion por medio de la repeticion a lo largo de muchos ensayos, se
manifiesta basicamente por un aumento del rendimiento en una tarea y
normalmente no puede expresarse en palabras; se caracteriza por una respuesta,
en general permanente, generada a partir de estimulos repetidos no reforzados. A
partir de estos estimulos se pueden adquirir los habitos y las habilidades
necesarias para realizar alguna tarea especifica; el condicionamiento también
entra en esta categoria. Un ejemplo de memoria implicita son las habilidades
perceptivas y motoras, asi como el aprendizaje de ciertos tipos de procedimientos
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y reglas tales como los de la gramatica (Kandel, Schwartz, y Jessell 1999a; Tomaz
y Costa 2001; Tulving 1995).

5.2. SUSTRATOS ANATOMICOS RELACIONADOS CON LA MEMORIA

Actualmente se puede afirmar que la memoria no tiene un sitio o locus Unico pues
diferentes estructuras encefalicas estan relacionadas con la adquisicion,
almacenamiento y evocacién de diversas informaciones adquiridas por
aprendizaje. Veremos cada una de ellas.

5.2.1. Memoria a corto plazo

Tiene una fuerte dependencia del sistema limbico comprometido en los procesos
de retencion y consolidacion de informaciones nuevas; hoy en dia se hipotetiza
también que la consolidacion temporal de la informacién compromete estructuras
como el hipocampo, la amigdala, la corteza entorrinal y el giro hipocampal, siendo
transferida después para las areas de asociacion de la neocorteza parietal y
temporal. Las vias que llegan y salen del hipocampo también son importantes para
el estudio de la anatomia de la memoria.

Las entradas o inputs que llegan son constituidos por la via fimbria—férnix o por la
via perforante. Entre las salidas o outputs hay proyecciones importantes desde
CA1 en el hipocampo que van hacia los cortices subiculares adyacentes. Existen
también dos vias del hipocampo que son responsables de las interconexiones
entre el propio sistema limbico: primera, el circuito de Papez (compuesto por el
hipocampo, el fornix, los cuerpos mamilares, el giro del cingulo, el giro para—
hipocampal y la amigdala); segunda, proyecciones de areas corticales asociativas
por medio del giro del cingulo y corteza entorrinal que van al hipocampo el cual a
Su vez se proyecta a la corteza prefrontal por medio del nucleo septal y del nucleo
talamico medial creando asi un circuito de reverberacion de informaciones que se
activa durante algun tiempo.

5.2.2. Memoria operacional

Comprende un sistema de control de atencién (ejecutivo central) auxiliado por 2
sistemas de soporte (la agenda visuo-espacial y el asa fonologica) que ayudan al
almacenamiento temporal y la manipulacién de las informaciones. El ejecutivo
central tiene una capacidad limitada en funcién de seleccionar estrategias y
planes teniendo su actividad en relacién con el I6bulo frontal el cual supervisa las
informaciones; el cerebelo también estd comprometido en el procesamiento de la
memoria operacional actuando en la catalogacion y manutencion de las
secuencias de eventos que es algo necesario en situaciones que requieren el
ordenamiento temporal de informaciones.
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El sistema de agenda visuo-espacial tiene un componente visual relacionado con
la region occipital y un componente espacial relacionado con las regiones del
I6bulo parietal. En cuanto al asa fonoldgica, la articulacién subvocal ayuda a la
persistencia de la informacion y cuando se realizan lesiones en los giros
supramarginal y angular del hemisferio izquierdo genera trastornos de la funcién
verbal auditiva de corta duracion. Estas estructuras y procesos del asa fonoldgica
parecen jugar un papel critico en el aprendizaje del lenguaje y de la formacién de
memoria a largo plazo (Baddeley 1995; Damasio et al. 1996; Gathercole et al.
2007; Gathercole y Baddeley 1990).

5.2.3. Memoria a largo plazo
5.2.3.1. Memoria Explicita

Depende de estructuras del I6bulo temporal medial (incluyendo el hipocampo,
corteza entorrinal y parahipocampal) y el diencéfalo; ademas, el septo y los haces
de fibras que llegan del prosencéfalo basal al hipocampo también parecen tener
funciones importantes en este tipo de memoria; no obstante, a pesar que la
memoria episodica y la semantica dependen de estructuras del I6bulo temporal
medial es importante destacar la relacion de estas estructuras con otras. Por
ejemplo, los pacientes con disfuncion de los Iébulos frontales tienen mas
dificultades para la memoria episoddica que para la semantica y las lesiones del
l6bulo  parietal izquierdo  generan  alteraciones en |la  memoria
semantica.(Weiskrantz 1987)

5.2.3.1.1. El Hipocampo

El hipocampo es una estructura que merece una mencion especial y ha sido
extensamente estudiado en ratas, monos y humanos, con diferentes disposiciones
anatomicas propias de cada especie, encontrandosele como una estructura
fundamental para los procesos involucrados en memoria de tipo “declarativa” o
explicita; cumple una funcién de aparato integrador de distintas estructuras y
circuitos distribuidos en el cerebro y la corteza cerebral, que al juntarlos
representan un todo de la memoria; se ha evidenciado que el hipocampo no
desempena un papel critico en los procesos de memoria implicita o “no-
declarativa” pero por ello no dejan de ser sumamente interesantes como son los
procesos que derivan en habitos, habilidades, condicionamiento simple y el
fendmeno de “priming” (imprimacién). (Squire 1992).

5.2.3.2. Memoria Implicita
El aprendizaje de habilidades motoras depende de aferencias corticales de areas

sensoriales de asociacion para el cuerpo estriado y para los nucleos de la base. El
nucleo caudado y el putamen reciben proyecciones corticales y envian unas para
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el globus pallidus y otras estructuras del sistema extrapiramidal, constituyendo un
circuito entre el estimulo y la respuesta. El condicionamiento de las respuestas de
la musculatura esquelética depende del cerebelo y el condicionamiento de las
respuestas emocionales depende de la amigdala. El sitio anatomico del priming se
halla probablemente en la neocorteza segun hallazgos de estudios usando
tomografia con emision de positrones (Squire et al. 1992).
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5.3. EMOCION

Hasta la fecha no existe consenso en la definicion tedrica de las emociones algo
que determine de forma sintética un fendmeno emocional o que permite relacionar
estos fendmenos con unos sustratos neurales (LeDoux 1995).

La palabra emocion puede significar varias cosas; de forma muy general, la
mayoria de veces se refiere a sentimientos positivos o negativos generados por
situaciones concretas. Las emociones consisten en conjuntos o patrones de
respuestas fisiologicas y conductas tipicas de una especie, son respuestas
psicomotoras y neurovegetativas que ocurren como respuesta ante un
determinado estimulo, interno o externo y le permiten responder de forma
adaptativa porque la funcion primaria de las emociones es la adaptacién de la
conducta a las situaciones que terminan siendo relevantes para un individuo
(Aguado 2002; Carlson et al. 2005b)

Una respuesta emocional esta constituida por tres tipos de componentes:
comportamentales, autonémicos y hormonales. El componente comportamental
se evidencia en los movimientos musculares apropiados para responder a la
situacion que los provoca; por ej., el repertorio de movimientos y posturas que
adopta un animal cuando se le presenta un estimulo aversivo. EI componente
autonémico se evidencia en las respuestas neurovegetativas que facilitan las
conductas y aportan una rapida movilizacion de energia para ejecutar los
movimientos acorde a la situacion; por ej., el aumento del flujo sanguineo hacia los
musculos y aumento de la frecuencia cardiaca. EI componente hormonal se
observa en las respuestas fisiologicas a través de sustancias que refuerzan las
respuestas neurovegetativas, por ejemplo, la secrecibn aumentada de
corticosterona, Adrenalina y Noradrenalina en la médula suprarrenal que facilitan
el aumento metabdlico de los musculos. (Carlson et al. 2005b)

Todos estos fendbmenos fisioldgicos se presentan como respuesta a estimulos y
configuran un estado de activacién que facilita la experiencia emocional. En el ser
humano, las emociones basicas pueden acompanarse de expresiones faciales,
movimientos de aproximacién o evasion, fuga, lucha o de comportamientos mas
complejos que pueden ser interpretados como evaluacion del riesgo, agresion,
proteccion, etc. (Blanchard y Blanchard 1988; Cruz et al. 1994; de Gelder 2006)
Las interacciones entre las emociones y las respuestas comportamentales
terminan siendo de tipo adaptativo y hacen parte de los procesos evolutivos, de
esta manera un individuo se adapta a sus experiencias y gracias a ello puede
generar procesos de memoria asociados a emocidén que le provocan reacciones
que pueden llegar a evitar situaciones de riesgo y asi no comprometer la
permanencia de la especie (por ejemplo, la aproximacion de un predador, evitar
las alturas, etc.). Estas respuestas son determinadas por procesos emocionales y
las diferentes respuestas son determinadas por las situaciones a que se ve
expuesto un individuo. (Damasio 1996; Hyman 1998; Svenson et al. 2007).
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5.3.1. Memoria Emocional

Se refiere a los procesos de adquisicion, consolidacion y evocacion de los estados
emocionales asociados a la experiencia de un individuo y pueden evaluarse en los
animales y en los seres humanos a través de aproximaciones experimentales
especificas que representan estos estados emocionales al mismo tiempo que
pueden evaluarse las respuestas comportamentales y fisiologicas del individuo.
Las lesiones en el complejo amigdalino han generado diversas evidencias y todas
fuertemente relacionadas con la emocion: pérdida de los comportamientos de
agresion, reduccion notoria de las respuestas emocionales frente a estimulos
nocivos, disminucién del miedo a los estimulos novedosos y del aprendizaje
basado en el miedo. Por otra parte, la estimulacién de este complejo estructural
puede evocar experiencias emocionales acompafiadas de respuestas
autonémicas (Conde et al. 2001a).

Los estudios realizados en animales y en humanos han evidenciado que la
amigdala juega un papel critico en la adquisicion y retencion de las experiencias
emocionales. Se han utilizado diferentes abordajes en el estudio de los nucleos
del complejo amigdalino que pueden resumirse en dos grandes grupos: primero,
lesiones selectivas de nucleos especificos; segundo, administracion de farmacos
antes y después de protocolos de entrenamiento o exposicion a una prueba
(McGaugh et al. 1996).

Los estudios de memoria emocional realizados en animales han usado
extensivamente a los roedores y en menor proporcion a otros mamiferos
aplicandoles la prueba de evitacién inhibitoria o paradigmas de condicionamiento
al miedo.

En la prueba de evitacion inhibitoria se ha observado que las lesiones de la
amigdala impiden la adquisicion y retencion de respuestas aversivas y también
aplacan las respuestas innatas de miedo. Ademas, las lesiones de los nucleos
central y lateral también pueden bloquear los efectos amnésicos del Diazepam
sobre la retencion de informaciones adquiridas en la prueba, apuntando a que la
amigdala puede estar comprometida en la mediacion de influencias moduladoras
de los sistemas de memoria. Ya se ha evidenciado que la amigdala tiene
funciones relacionadas con la ponderacién de la severidad de los estimulos
aversivos (Tomaz et al. 1991; Tomaz et al. 1992; Tomaz et al. 1993).

En las pruebas de condicionamiento al miedo (“miedo condicionado”) se ha
evidenciado que la amigdala hace parte de circuitos esenciales para la adquisicion
y almacenamiento de memorias condicionadas asi como para la expresion de
respuestas de miedo. Uno de los circuitos mas relevantes esta conformado por el
nacleo lateral, que recibe informacién (“input’) de los sistemas sensoriales
provenientes de la corteza y el talamo, y el nucleo central, que tiene (“output”)
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eferencias al hipotalamo paraventricular y lateral; este circuito interviene en la
expresion de respuestas de miedo como el congelamiento motor (“freezing”) y las
respuestas autondmicas y endocrinas (Phelps y LeDoux 2005).

Se han evidenciado variadas influencias de sistemas neuromoduladores en los
procesos de memoria mediada por el complejo amigdalino, entre ellos se hallan
los sistemas adrenérgico, noradrenérgico, colinérgico, peptidérgico, opioide y
GABAérgico. Ademas, en estudios hechos en animales y en humanos se han
notado indicios interesantes acerca de la interaccion de las hormonas de estrés y
la activacion de la amigdala con efectos en la consolidacion de la memoria.
Estudios en animales y humanos han evidenciado que la sinergia entre los
compuestos [-adrenérgicos y la activacion de la amigdala aumentan la
consolidacion de la memoria (Gold et al. 1984; Sternberg et al. 1982); en el caso
de los B-bloqueadores se ha evidenciado que producen una disminucion del
desempenio en las pruebas de memoria, no obstante, hay que tener en cuenta que
los experimentos se han enfocado en farmacos que cruzan la barrera
hematoencefalica y esto ha dificultado la clara delimitacion del efecto final (Conde
et al. 2001a; McGaugh et al. 1996; McGaugh y Cahill 1997; van Stegeren et al.
1998).

En los seres humanos se han hecho estudios en laboratorio y observaciones de
campo dirigidas a los sistemas de memoria emocional y se han utilizado diferentes
instrumentos como las historias neutras e impactantes en los que se ha visto que
el contenido emocional ejerce un papel facilitador en los procesos de memoria. En
este sentido se ha encontrado que hay relacion entre el alertamiento emocional
referido por los sujetos y la retenciéon de la informacion porque se ha hallado un
mejor desempenfo en las pruebas de recuerdo libre varios dias después en sujetos
a quienes se les presentd una historia de contenido emocional frente a quienes se
les presentd una historia neutra, apuntando a un incremento en la memoria
declarativa a largo plazo debido al contenido emocional de la historia (Botelho et
al. 2004; Cahill y McGaugh 1998; Frank y Tomaz 2000).

5.4. LABERINTO EN CRUZ ELEVADO

Este es un modelo experimental para el estudio de ansiedad generalizada en el
que se usan roedores como sujetos experimentales, en un principio se usaron las
ratas pero después se han ido usando otros: ratones, gerbils (también llamados
‘ratas del desierto”) y cerdos de guinea (File et al. 1988; Rex et al. 1993; Rex y
Fink 1998; Varty et al. 2002). EI LCE ha sido probado desde diversas
aproximaciones: farmacoldgica, fisiologica y comportamental. Su uso se ha
popularizado y ya se tienen experiencias con el modelo que datan de 20 afos
atras (Carobrez y Bertoglio 2005). La evitacion sin ambiguedades de los brazos
abiertos que muestran los roedores es, por supuesto, totalmente consistente con
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el postulado que establece que estas zonas evocan una mayor reaccion de miedo
que los brazos cerrados y de esta forma el modelo adquiere validez facial y validez
de constructo (Rodgers y Dalvi 1997).

La validacion comportamental se evidencié al someter a la prueba a roedores
sin intervencion alguna, los cuales presentaron un comportamiento sistematico
con gran tendencia a permanecer mas tiempo en los brazos cerrados (BC) que en
los abiertos (BA) asi como a realizar menos entradas a los BA que a los BC. La
validaciéon farmacolégica se ha evidencidé por medio de la aplicacion de
farmacos ansioliticos clinicamente efectivos (p. ej., diazepam) a los animales
sometidos a la prueba aumenta el numero y el tiempo de entradas al BA
comparado con los que se les administré placebo y ocurrio viceversa al
administrar un farmaco ansiogénico; la validacién fisiolégica se evidencié al
medir la concentracion de corticosterona plasmatica, una hormona que se libera
en estados de ansiedad, la cual estaba aumentada en los animales confinados al
BA frente a la concentracion de los animales confinados al BC (File et al. 1994;
Pellow et al. 1985)

Los primeros resultados publicados sobre el comportamiento de roedores en
laberintos datan de mas de 50 afos atras, Montgomery publicé un trabajo hecho
con laberintos en “Y” elevados y encontr6 que las ratas mostraban un
comportamiento tendiente a explorar y permanecer mas tiempo en los BC que en
BA vy atribuyé esta tendencia de preferir los BC al hecho que los brazos abiertos
podian estar induciendo elevados estimulos de ansiedad y “miedo” a los animales.
A partir de eso se asumié que el estado innato e incondicionado de miedo a los
espacios abiertos que se halla en las ratas les produce un estado de ansiedad
facilmente reconocible y cuantificable dentro del paradigma de la prueba
(Blanchard y Blanchard 1988; File 1993; Griebel et al. 1993; Montgomery y
Monkman 1955).

Su fundamento se relaciona con el miedo incondicionado y con patrones de
comportamiento espontaneo del animal, partiendo del constructo que hipotetiza
que los roedores tienden a evitar los lugares abiertos y prefieren los lugares
cerrados quizas por considerarlos como “sitios seguros” o donde existe poca
probabilidad de ser atacado por algun depredador, estos hallazgos tienen una
fuerte validez etolégica y ya han sido abordados por otros investigadores
(Blanchard y Blanchard 1988; Rodgers y Dalvi 1997).

Las ventajas de este modelo estatico de ansiedad generalizada son: primera, bajo
costo de instalacion y mantenimiento; segunda, las pruebas son sencillas y
rapidas de ejecutar; tercera, se basa en un comportamiento espontaneo y no
requiere entrenamientos prolongados, ni deprivacién de agua o comida, tampoco
exige el uso de estimulos dolorosos; cuarta, detecta bidireccionalmente los
efectos agudos de farmacos ansioliticos y ansiogénicos, aunque algunos también
los mencionan como panicoliticos y panicogénicos (Rodgers et al. 1997) dentro del
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paradigma construido sobre el laberinto en cruz elevado. Dado éste perfil, el LCE
ofrece bastantes ventajas en el estudio rutinario de farmacos vy el estudio de
mecanismos de ansiedad (Pellow et al. 1985; Rodgers y Dalvi 1997).

A partir de estos hallazgos consistentes se han construido diferentes experimentos
donde se asume que la exposicion a un laberinto con espacios (brazos) abiertos
dispara un mecanismo que genera ansiedad en las ratas y que se puede atenuar
este fendmeno al usar farmacos con efecto ansiolitico administrados antes de
realizar la exposicion al laberinto (Blanchard y Blanchard 1988; Griebel et al.
1993; Treit et al. 1993).

Hasta la fecha se han hecho experimentos con el LCE que implican diversos tipos
de manipulaciones que incluyen: estrés sicosocial, benzodiazepinas, ligandos de
receptores GABA, neuroesteroides, ligandos de receptores 5-HT, farmacos
ansioliticos y ansiogénicos (algunos autores los catalogan como panicoliticos y
panicogénicos) entre otros (Rodgers et al. 1997).

Hay reportes de otras sustancias como el Rolipram que es un inhibidor especifico
de la fosfodiesterasa tipo 4 (PDE,) del AMP ciclico (AMPc) presente en el cerebro,
y que muestra efecto de tipo ansiolitico en ratas sometidas a LCE por primera vez
y sin manipulacion previa, se hall6 aumento en las entradas al BA y tiempo
transcurrido en el BA en el grupo tratado con rolipram y que estos resultados eran
similares a los obtenidos al suministrarle Diazepam a 3mg/kg al otro grupo de
ratas (Silvestre et al. 1999a); no obstante, hubo disminucion del comportamiento
exploratorio comparado con el grupo de DZP pero esto fue independiente de los
hallazgos respecto al BA y al someterles a una prueba de campo abierto, estos
hallazgos quizas se deban a la interferencia en el sistema acetilcolinérgico debida
a los efectos del farmaco (Silvestre et al. 1999b) .

Se han venido evaluando otros factores que inciden en el comportamiento de las
ratas sometidas a la prueba del LCE y se han encontrado hallazgos interesantes
relacionados con la poblacion que se tiene en las jaulas pues los animales
almacenados a baja y alta densidad poblacional (menos de 4 y mas de 16
individuos por jaula) tienen una disminucion en las EBA relativas y en el TBA
relativo que en animales almacenados en grupos de 4 a 12 por jaula (Botelho et al.
2007) ; a partir de estos hallazgos se mantuvo una poblacién usual de 6 animales
por jaula para todos los experimentos de ésta tesis.

También se ha postulado al conflicto generado por las caracteristicas
contrastantes de los BA y los BC como el factor que genera el comportamiento de
la rata dentro del LCE mas que los atributos fisicos aversivos de los BA y este
hallazgo confirm6é un modelo computadorizado disefiado para predecir tal
comportamiento en donde se hicieron experimentos con los 4 brazos cerrados, los
4 brazos abiertos y de forma convencional (2 BC y 2 BA) hallando que en los
modelos con 4 BC y 4 BA no hubo diferencias en la conducta exploratoria en
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relacion a permanencia en extremos y parte media, mientras que el modelo
convencional si hubo preferencia por los 2 BC (Salum et al. 2003).

Asi mismo se han encontrado otros factores que determinan el comportamiento de
las ratas durante la prueba de LCE y estos son dependientes de la informacién
que recibe el animal desde su entorno a través de las vibrisas, por medio de una
funcién sensitiva llamada tigmotaxia que es parte del repertorio defensivo natural
de las ratas y que les genera tendencia a permanecer cerca de las superficies
verticales (Treit y Fundytus 1988); asi mismo, la tigmotaxia confiere una
extraordinaria capacidad para que la rata logre diferenciar entre uno y otro tipo de
superficie que entra en contacto con sus vibrisas (Albarracin et al. 2006). No
obstante, éste no es el unico factor que puede estar relacionado con el origen de
la ansiedad asociada al LCE y se ha evidenciado que la luz puede ejercer un
papel importante porque en ratas a las que se les removieron las vibrisas y fueron
sometidas al LCE con baja iluminacion, estuvieron mas tiempo dentro de los
brazos abiertos que las ratas con sus vibrisas intactas pero bajo condiciones de
alta luminosidad (Cardenas et al. 2001) e incluso cuando se pusieron paredes
transparentes que cerraran los brazos abiertos a diferentes alturas (1, 5, 10, 20 y
40 cm) se encontré que no habia diferencias entre ellas y que las ratas seguian
mostrando menores entradas y tiempos en los brazos “abiertos” (rodeados por
paredes transparentes) comparados con los animales que se asignaron al mismo
tipo de prueba pero con las paredes forradas con papel blanco y papel negro
sugiriendo que la via visual dispara mecanismos de aversion a los espacios
abiertos. Adicionalmente, la exploracién del LCE en condiciones de muy baja
luminosidad (9 Lux en el centro del laberinto) no permite evidenciar diferencias
significativas ni en los tiempos ni en el numero de entradas a los brazos abiertos
comparado con los brazos cerrados, e incluso no fue posible evidenciar el efecto
de tipo ansiolitico del Diazepam (Conde et al. 2001b; Martinez et al. 2002).

Todo esto sugiere que los mecanismos por los que actua la ansiedad dentro del
modelo pueden ser diversos y que justifica la exploracién de nuevas alternativas
farmacolodgicas para ser validadas dentro del modelo con posibilidad de uso clinico
futuro, asi mismo, justifica la busqueda de alternativas terapéuticas que supriman
el fenomeno de “One Trial Tolerance” que se presenta en el LCE cuando se
expone por mas de una vez a las ratas en el laberinto y que se relaciona con un
estado de ansiedad interpretado por algunos como de tipo fobica (File 1993).

5.4.1. Fenomeno de “One Trial Tolerance”

Este fendmeno se relaciona con el comportamiento de las ratas en el LCE cuando
han sido previamente expuestas una vez al mismo, es decir, es dependiente de la
experiencia previa de la rata en tal laberinto. Consiste en que durante una re-
exposicion de los animales al LCE (independiente de si han recibido o no una
benzodiazepina antes de la primera exposicidn) los animales no presentan
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manifestaciones comportamentales de tipo ansiolitico frente a farmacos que en la
primera exposicion si producian tales manifestaciones. Por su semejanza con la
llamada tolerancia farmacoldgica, este fendmeno se ha llamado “One trial
tolerance” (OTT) (File et al. 1990; File et al. 1993; File y Zangrossi, Jr. 1993).

Se ha tratado de esclarecer y controlar las diferentes variables que pueden afectar
el desempeino de los animales y la respuesta ansiolitica del farmaco en la re-
exposicion al LCE, algunos de estos posibles factores a los que han apuntado
diferentes estudios realizados con dicho propédsito son: tiempo de exposicion del
animal al laberinto, tiempo entre sesiones, la manipulacién antes de exponerlo por
primera vez al LCE, la naturaleza del estimulo aversivo que induce el OTT, tipo y
concentracion del farmaco utilizado, manipulacion e inyeccion de tipo crénico
(Bertoglio y Carobrez 2002a; Bertoglio y Carobrez 2002b; Bertoglio y Carobrez
2002c; Cruz-Morales et al. 2002; Escarabajal et al. 2003; File, Mabbutt, y Hitchcott
1990).

El OTT también ha sido descrito en otros modelos animales de ansiedad (Hascoet
et al. 1997; Holmes et al. 2001; McGregor y Dielenberg 1999; Petit-Demouliere et
al. 2007; Petit-Demouliere y Bourin 2007) y parece estar fuertemente relacionado
con la exposicibn o experiencia previa que altera la eficacia del farmaco
ansiolitico, en virtud de estos hallazgos se han sehalado a los factores que
intervendrian en la union de los farmacos con los complejos del receptor GABA(a)
como los principales implicados en el desarrollo del OTT (Bertoglio y Carobrez
2002a).

Las BDZ ademas de ser farmacos con efecto ansiolitico también producen algun
grado de amnesia por su efecto sobre los receptores ubicados en la region
basolateral del complejo amigdaloide y esto puede estar creando alguna
interferencia con la funcion que pondera la intensidad (o severidad) de los
estimulos aversivos que experimenta un sujeto (Bueno et al. 2005; Conde et al.
2001a; Moreira et al. 2007; Pesold y Treit 1994; Salinas y McGaugh 1996; Silva y
Tomaz 1995; Tomaz et al. 1993; Tomaz et al. 2003).

La presencia de esta pérdida del efecto ansiolitico, conocida como OTT, ha sido
postulada como un proceso emocional cuyas manifestaciones podrian
considerarse similares a un fendmeno de taquifilaxia y se manifiesta dentro del
lapso de 1 a 2 semanas posteriores a la primera exposicion al LCE o también ha
sido postulado como un proceso mnemonico persistente por periodos prolongados
entre exposiciones al LCE y que tiene un fuerte efecto en el comportamiento del
animal (File, Mabbutt, y Hitchcott 1990; Pellow y File 1986; Treit et al. 1993).

Los trastornos de ansiedad y dentro de ellos, el estrés post-traumatico, afectan un
porcentaje notable de la poblacion colombiana, en el caso del segundo, las cifras
mas recientes segun el Ministerio de Proteccion Social de Colombia muestran una
alta prevalencia en nuestro medio: 2.5% en mujeres y 0.8% en hombres de la
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poblacion general. Hasta ahora el abordaje terapéutico de estos trastornos incluye
ademas de las medidas psicoterapéuticas el uso de farmacos entre ellos los
bloqueadores [3 adrenérgicos, con resultados variables y en ocasiones con efectos
secundarios que no estimulan su cumplimiento por parte de los pacientes. Dentro
de los criterios diagndsticos clinicos y los criterios sugeridos para los modelos
animales de estrés post-traumatico, se contemplan: Breves exposiciones al
estimulo estresor deben estar asociados al comienzo del cuadro comportamental,
los efectos de la breve exposicion deben ser sostenidos a muy largo plazo, las
reexposiciones al estimulo no producen insensibilizacién ni habituacion e inclusive
llegan a empeorar el cuadro y finalmente, el estado se asocia a reactividades
emocionales asociadas a factores genéticos. Varios de estos criterios parecen
cumplirse en el modelo de exposicién y re-exposicion de las ratas en el LCE
(Yehuda y Antelman 1993).

5.5. ANSIEDAD, MEMORIA y SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO

Hace aproximadamente un siglo, William James y Karl Lange propusieron que las
aferencias viscerales influencian varios procesos comportamentales como la
emocion, aprendizaje y memoria (Kandel et al. 1999b) ; esto va en contraposicion
a lo propuesto por Walter Cannon y Phillip Bard quienes teorizaron que el origen
de las expresiones emocionales se estableceria en el sistema nervioso central
donde ocurre la experiencia emocional y que estos fendmenos luego se
traducirian en las respuestas autonomicas entre otras manifestaciones (Berntson
et al. 2003; Kandel, Schwartz, y Jessell 1999b).

Hoy es ampliamente aceptado, que durante estados de activacion emocional, no
s6lo se pueden identificar las manifestaciones subjetivas de quien esta sometido a
tal estado, sino que existen manifestaciones fisiolégicas tangibles asociadas al
comportamiento del individuo, sea humano o animal (repertorios de aproximacion
o evitacion), manifestaciones fisiolégicas autondémicas y glandulares
(modificaciones de la frecuencia cardiaca, respiratoria, niveles de hormonas
suprarrenales etc.) y respuestas especificas a farmacos (Laborit 1975; LeDoux
1995; Tornatzky y Miczek 1994).

La ansiedad es un estado emocional subjetivo desencadenado por un estimulo
potencialmente peligroso o que genera incertidumbre. Cuando un individuo se
enfrenta a una situacion desagradable o a una amenaza a su integridad fisica,
bienestar o su supervivencia, se producen alteraciones en su comportamiento
como la fuga o evitacién, también se producen posturas y vocalizaciones que
pueden alertar a otros individuos sobre la situacién peligrosa; estas respuestas
comportamentales se acompafian de cambios fisioldégicos del sistema nervioso
auténomo, tales como aumento de presién arterial y de la frecuencia cardiaca y
respiratoria entre otros. Y también se puede acompafar de alteraciones
hormonales por la activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenales que produce
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respuestas como aumento de niveles de hormona adrenocorticotropica, cortisol y
aumento de noradrenalina en la sangre (de Kloet et al. 2006; de Kloet et al. 2005;
Labar y Cabeza 2006).

En algunas patologias psiquiatricas como las crisis de angustia que estan
catalogadas en el DSM-IV-TR dentro de los trastornos de ansiedad aunque no se
les considera como un diagnédstico especifico sino como manifestaciones de otros
trastornos como el Trastorno de ansiedad generalizada (F41.1) o el Trastorno de
ansiedad con agorafobia (F40.01), se hallan descritos sintomas de activacion (de
predominio simpatico) del sistema autdbnomo que acompafian la aparicion
temporal y aislada de miedo, estos sintomas autondmicos deben aparecer
subitamente y alcanzan su maxima expresion en los primeros 10 minutos, entre
ellos estan: palpitaciones y elevacion de la frecuencia cardiaca, sudoracioén,
nauseas, inestabilidad, parestesias, escalofrios, entre otros. Se ha evidenciado
que un cierto grado de ansiedad puede motivar un buen desempeio en tareas
cognitivas, pero una ansiedad exagerada puede ser deletérea y termina
perturbando notoriamente el desempeno del sujeto, en este ultimo caso podriamos
hablar de una ansiedad patologica (American Psychiatric Association 2000; Kalueff
2007).

En humanos, se han dado reportes que sefialan que el bloqueo B adrenérgico
desmejora la memoria asociada a experiencias emocionales (Cahill et al. 1994)
pero otros investigadores usando bloqueadores B no selectivos hallaron que no
hubo diferencias significativas respecto al placebo en una prueba de recuerdo libre
de memoria asociada a contenido emocional (O'Carroll et al. 1999a) ; sin embargo,
el mismo grupo investigador hallé que al brindar un medicamento estimulante
noradrenérgico se aumentaba el recuerdo y el reconocimiento de material
emocional (O'Carroll et al. 1999b). Hasta el momento persiste la controversia
sobre el tema y es nuestro propdsito contribuir con resultados que ayuden a
esclarecer los mecanismos basicos asociados.

Hay extensa evidencia que sugiere que el complejo amigdaloide tiene un papel
critico en los procesos de memoria basada en emociones (Davis 1994; LeDoux
1993). En la amigdala cerebral se ha encontrado activacion noradrenérgica como
resultado de “adecuacién” visceral para funciones de memoria (Power et al. 2002;
ston-Jones et al. 1991) y esta se ha abolido farmacolégicamente (Clayton vy
Williams 2000) o al hacer vagotomias bloqueando la potenciacién de la memoria
inducida por epinefrina o al remedar sus efectos estimulando el nervio vago (Clark
et al. 1998). Otros autores han propuesto que la amigdala cerebral ejerce una
funcién en la orquestacion de las propiedades emocionales del estimulo (Tomaz,
Frank, y Conde 2003) y que las hormonas relacionadas con el estrés modulan la
consolidacion de la memoria de manera que al lesionar la amigdala, estos efectos
mnemonicos se bloquean (McGaugh 2000). A partir de esto se podria deducir que
las aferencias autondmicas desde el sistema nervioso periférico pueden estar
jugando un papel importante en la memoria asociada a emociones al brindar unos
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atributos que permiten discriminar los estimulos que se reciben acorde a
diferentes “grados” de emocion que pueden generar en un individuo.

Experimentos con ratas sometidas al laberinto en cruz elevado (LCE) y tratadas
con benzodiazepinas han reportado un fendmeno llamado “One Trial Tolerance”
(OTT) (Cruz-Morales, Santos, y Brandao 2002; File y Zangrossi, Jr. 1993; Frussa-
Filho y Ribeiro 2002) el cual consiste en una eliminacion del efecto ansiolitico de
las benzodiazepinas después de la primera exposicion al LCE y ha sido
interpretado como una memoria emocional asociada al tipo de reforzamiento
presentado durante la sesion de aprendizaje. Hasta ahora no hay explicacion
contundente de éste hallazgo (Carvalho et al. 2005; File y Zangrossi, Jr. 1993;
Frussa-Filho y Ribeiro 2002). Este fendmeno, probablemente esté relacionado con
el impacto emocional de la primera exposicion mediado por la activacion
simpatica. Si esto es asi, se puede postular la hipotesis que propone bloquear las
aferencias autonémicas mientras se somete a un animal a un modelo de ansiedad
generalizada como el LCE, y esto puede atenuar o abolir la ocurrencia de un
efecto tipo ansiogénico y en consecuencia el impacto mnemodnico de la
experiencia.

La Adrenalina es una molécula polar, cruza muy poco la barrera hematoencefalica
y la inyeccion de ésta en ratas puede actuar, por si sola, como un estimulo
condicionado aversivo que genera respuestas de “congelamiento” por
estrés(Morris et al. 2005). De esta forma se esperaria un aumento de las
respuestas de evitacion de un ambiente potencialmente aversivo en las ratas
inyectadas con Adrenalina, e incluiria una mejor consolidacién de la memoria
emocional. Por el contrario, en las ratas inyectadas con Propanolol (PPNL) se
disminuye la ocurrencia del comportamiento de “congelamiento” (10); sin
embargo, podria inferirse que existe algun sustrato neuroanatémico donde el
PPNL altere el proceso emocional y mnemonico porque éste cruza la barrera
hematoencefalica (Kurihara et al. 1987; Pardridge et al. 1984).

Se han hecho estudios en humanos que evaluan funciones cognitivas hallando
que los beta bloqueadores atenuan en proporcion similar la ansiedad producida
por las pruebas, sin importar si cruzan la barrera hematoencefalica, lo cual
apuntaria a favor de una regulacion “intrinseca” de la ansiedad (Schweizer et al.
1991); asi mismo existen evidencias experimentales de la manipulacion de los
receptores beta-adrenérgicos en ratones que se expusieron a la prueba del LCE
usando el L-propanolol como farmaco bloqueador y el Isoproterenol como
estimulante, los resultados muestran que los animales tratados con Isoproterenol
presentaron en mayoria el repertorio comportamental de tipo ansioso de forma
dosis-dependiente mientras que en los animales tratados con L-propanolol este
repertorio se atenud significativamente como consecuencia de un efecto de tipo
ansiolitico (Gorman y Dunn 1993). A partir de estos hallazgos, se podria inferir que
al atenuar las respuestas autondmicas del sistema nervioso se puede generar un
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efecto ansiolitico mucho mas marcado y en el caso del Atenolol, con escasas
consecuencias farmacologicas a nivel del sistema nervioso central.

Se ha demostrado con suficiente claridad el mecanismo por el cual el propanolol
cruza dicha barrera y que tiene efectos en la remodelacién de estructuras
cerebrales (Kurihara et al. 1987). Considerando el problema a tratar en este
proyecto, uno de los inconvenientes de este tipo de farmaco es que como el
Propranolol cruza la barrera hematoencefalica, sus efectos comportamentales y
mnemonicos son el resultado de mecanismos de accion tanto central como
periférica. De esta manera, no se puede avanzar en conclusiones que apunten a
la discusion sobre el papel del nivel de activacion autondmica periférica. El
Atenolol es un bloqueador adrenérgico hidrofilico que en condiciones normales
cruza muy poco la barrera hematoencefalica (Agon et al. 1991; de Lange et al.
1995; McAinsh y Cruickshank 1990).

5.6. ANALISIS DE VARIABILIDAD Y SISTEMAS BIOLOGICOS COMPLEJOS.

Con el reciente desarrollo de las computadoras se ha facilitado el analisis de los
ritmos, los cuales son patrones caracteristicos de variaciones en un determinado
tiempo y que a pesar de su dinamica intrinseca y las relaciones interdependientes
y no lineales de sus partes exhiben una robusta estabilidad si se les aborda como
un solo sistema (Seely y Macklem 2004). El sistema nervioso autbnomo es un
ejemplo de un sistema complejo que se autorregula dependiendo de los estimulos
externos que recibe. Es frecuente encontrar resultados experimentales que hacen
alusién a valores de tendencia central de grupos de datos, sin embargo, las
oscilaciones de la variable medida, pueden indicar estados correspondientes a
cambios instantaneos o sugerir estados de regulacién de un sistema dinamico.

El término sistema nervioso autbnomo fue presentado por J. N. Langley a
principios del siglo 20 para designar a aquellos nervios relacionados con la
regulacion de las funciones corporales. Los nervios autondmicos comprenden a
los simpéaticos (ramas toracolumbares) y los parasimpaticos (ramas craneales y
del sacro); los nervios aferentes y eferentes contienen fibras mielinizadas y no
mielinizadas, que se implantan en los distintos érganos en los que ejercen su
accion (Hainsworth 1998).

El sistema nervioso auténomo (SNA) es el sistema de neuronas que controla
organos viscerales, efectores en la piel y el sistema cardiovascular. Por definicién,
los efectos del SNA no estan bajo el control voluntario incluyendo a todos los
organos Yy tejidos inervados del cuerpo excepto el musculo estriado, aunque hay
algunas excepciones a ésta afirmacion como puede considerarse con el esofago y
los musculos de la respiracion; en el primero no hay control voluntario a pesar de
ser un musculo estriado y en el segundo el patron habitual de actividad de los
musculos obedece a reflejos automaticos cuyos centros neuronales se hallan en el
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tallo cerebral y se comportan de forma similar a los que gobiernan el sistema
cardiovascular, sin embargo, se puede ejercer un control voluntario de los
movimientos respiratorios (Furness 2006).

El SNA inerva a los 6rganos de las cavidades esplacnicas (pulmones, corazon,
rinones, vejiga, organos digestivos y gonadas). Ademas de estos organos y
tejidos, también se responsabiliza de la secrecién de glandulas exocrinas y
endocrinas (pancreas, salivales, sudoriparas, lacrimales, suprarrenales) actuando
en sinergia con el sistema endocrino, y desde este enfoque podria considerarse
que son un solo sistema al que se le ha zanjado una brecha desde hace largo
tiempo para simplificar el estudio de estos érganos.

5.6.1. Aplicacién a los sistemas biolégicos

Los sistemas bioldgicos son sistemas complejos, desde el punto de vista espacial
y temporal, pues estan construidos por una red dinamica de circuitos
retroalimentados que son interdependientes, redundantes y con diversas
manifestaciones (Seely y Macklem 2004). Las propiedades del sistema son
diferentes a las de sus componentes, muchas veces no pueden distinguirse por
separado sino en una interaccion que les permite mantener un equilibrio dinamico
conocido como homedstasis (Cannon 1932) con el fin de mantener la constancia
en la composicidon, propiedades, estructura y/o rutinas del medio interno de un
organismo o sistema influido por agentes externos (en su mayoria) e internos .

Cuando se presenta un quebrantamiento o una modificacion de las propiedades
del sistema, hay alteraciones de las funciones que varian en severidad, estabilidad
y duracion lo cual deriva en una disfuncion fisiolégica que se reconoce como
enfermedad. En este contexto, el estudio de las variaciones en las
manifestaciones bioldgicas reguladas por el sistema nervioso autonomo, permite
tener una idea dinamica de los cambios en la regulacion de cada uno de ellos y
por tanto, una idea del estado o las condiciones de los reguladores autonémicos
en los momentos de activacion o de interés del investigador.

5.6.2. Analisis de la variabilidad de la Frecuencia Cardiaca

El analisis de la variabilidad que presenta la frecuencia cardiaca (HRV) permite
adentrarse en el control neurolégico del corazén, dando paso a una nueva
disciplina, la neurocardiologia (Natelson 1985) la cual estudia las interacciones
entre el corazén y el cerebro y las ha estudiado en diversas situaciones como las
arritmias, la apoplejia, la muerte subita cardiaca, epilepsia y estrés ambiental
(Davis y Natelson 1993). El corazén responde a los estimulos que sobre el ejerce
el sistema nervioso autonomo, si hay aumento de la actividad vagal entonces se
reduce la frecuencia cardiaca (FC) y aumentara la HRV, mientras que el estimulo
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simpatico producira un aumento de la FC y disminuira la HRV (Berger et al. 1989;
Randall y Ardell 1988).

El analisis puede realizarse en segmentos cortos de trazado electrocardiografico
(EKG) en periodos que van desde 0.5 a 5 minutos y en los realizados durante 24
horas o periodos mas prolongados como los que pueden obtenerse con un
examen Holter. El analisis en el dominio del tiempo usando métodos estadisticos
permite medir parametros de la HRV derivados directamente de los intervalos R-R
del electrocardiograma (van Ravenswaaij-Arts et al. 1993).

El analisis en el dominio de la frecuencia, representado por el analisis espectral de
la variacion de la frecuencia cardiaca en un conjunto de intervalos, provee
marcadores del tono simpatico y parasimpatico, ademas ha contribuido con
nuevas aproximaciones sobre la regulacion autonémica cardiovascular (Akselrod
et al. 1981; Akselrod et al. 1985; Cerutti et al. 1991; Pagani et al. 1993; Pomeranz
et al. 1985) . Sin embargo éste es un analisis mucho mas exigente en los datos
que necesita, puesto que requiere cierto grado de inmovilidad del sujeto y que la
sefal en estudio que se registra sea estable (estos dos atributos son definidos
comunmente como stationarity) para que se registren unicamente las condiciones
0 cambios del proceso fisiologico que se encuentra en curso (Hartikainen et al.
1998).

5.6.2.1. Analisis de HRV en el dominio del tiempo

Se distinguen 2 tipos de analisis de variabilidad, los de corto plazo (STV) que
representan los cambios rapidos de la frecuencia a través del analisis de latido a
latido y los de largo plazo (LTV) que muestran fluctuaciones mas lentas que en
humanos no van mas alla de 6 por minuto por lo general.

Una medicion de STV muy utilizada es la desviacion estandar de la diferencia de
los intervalos R-R (SDNN) latido a latido dentro del periodo de tiempo
seleccionado, habitualmente menor a 1 minuto. Hay otras mediciones
desarrolladas con la finalidad de aislar las fluctuaciones de corto y largo plazo, los
calculos que permiten evaluar estas ultimas son: SDANN, RMSSD, pNNx, NNX,
SDSD que se presentan en la Tabla 1 (Hartikainen, Tahvanainen, y Kuusela 1998;
Seely y Macklem 2004).

Para la medicion de indices de LTV se realiza la SD de todos los intervalos R-R o
a diferencia de la duracién entre el maximo y minimo intervalo R-R dentro del
periodo seleccionado (de minutos a horas); a través de estos calculos se pueden
detectar los ritmos ultradianos de la frecuencia cardiaca, es decir, aquellos que se
presentan en intervalos mayores a una hora.
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Tabla 1. Pardmetros de andlisis de variabilidad en dominio del tiempo para el electrocardiograma.

Pardmetro Unidad Definicion
SDNN ms Célculo de la desviacion estandar de todos los intervalos R-R normales
registrados durante cierto periodo de tiempo del EKG.
Célculo la desviacion estandar del promedio de los todos intervalos R-R
SDANN ms . . : .
normales registrados durante cierto periodo de tiempo del EKG.
Evaluacion de todos los registros de EKG para contar los intervalos R - R
normales con diferencia mayor de 5, 10, 20 y 25 milisegundos. Este calculo se
PNNX % , . . : -
realiza a partir de los valores absolutos de la diferencia obteniéndose un
porcentaje de eventos de determinada diferencia en milisegundos.
Célculo de la raiz cuadrada del promedio de la suma de los cuadrados de las
RMSSD ms . . :
diferencias entre cada intervalo R-R con su predecesor.
NNx 0 Conteo de intervalos R-R mayores de X cantidad de milisegundos en la
muestra.
SDSD ms Desviacion estandar de las diferencias entre intervalos R — R adyacentes.

5.6.2.2 Analisis de HRV en el dominio de la frecuencia

Estos métodos requieren de gran cantidad de datos y sobretodo exigen que la
senal tenga el atributo de “estacionalidad” (stationarity) puesto que es sensible a
las fluctuaciones. Los métodos mas utilizados son la Transformada Rapida de
Fourier (FFT) y la Transformada de Wavelet (TW), esta ultima es mucho mas
flexible y probablemente mas adecuada para sefales no estacionarias. Debido a
que en el presente trabajo de investigacion se hicieron registros cortos de EKG y
no se utilizé este tipo de analisis no se profundizara en el tema; no obstante, para
el lector interesado existen 2 excelentes revisiones sobre este tema (Hartikainen,
Tahvanainen, y Kuusela 1998; Seely y Macklem 2004).

5.6.2.3. Otros métodos de analisis de variabilidad

Se han desarrollado otros métodos que pueden permitir la obtencion de factores
pronosticos de utilidad sobretodo en aplicaciones clinicas, ellos son el analisis de
fractales (Power Law), el analisis de entropia (ApEN) y el andlisis de
fluctuaciones desligadas (DFA). Estos métodos requieren enormes cantidades de
datos para producir resultados significativos, los autores de una excelente revision
proponen unos parametros estimados para poder realizar calculos confiables
(Seely y Macklem 2004).
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6. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en 3 fases: primera, explorar
los hallazgos de variables fisioldgicas y electrocardiografia en ratas Wistar
(experimentos 1y 2) sin intervenciones ni manipulacién, asi como con la inyeccién
intraperitoneal del vehiculo con que después se inyectarian los diferentes
farmacos a estudiar; segunda, determinacién de los efectos fisiologicos de
diferentes dosis de Adrenalina, un farmaco agonista adrenérgico de accién
periférica, a utilizar para decidir en cual de ellas se observaban mas claramente
los efectos y a partir de esto decidir la dosis a utilizar en los experimentos que
involucrarian evaluacidon del comportamiento en el LCE (experimento 3, etapas 1y
2), o para corroborar los reportes ya existentes en las publicaciones de otros
grupos investigadores; tercera, estudio de las variables fisiologicas y del
comportamiento de las ratas sometidas a la prueba de LCE con diferentes
intervenciones farmacoldgicas y sus respectivos grupos de control (experimento 4,
etapas 1y 2) en las que se evalud también la presentacion del fenémeno de One
Trial Tolerance.

6.1. DISENO

Estudio ciego y experimental.

6.2. CONDICIONES GENERALES DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas Wistar macho provenientes del Bioterio de la Facultad de Salud
de la Universidad Industrial de Santander, en Bucaramanga, Colombia. Se
alojaron en grupos de 6 ratas por jaula, con periodos de iluminacion controlados
(ciclos de luz/oscuridad de 12 horas cada uno, desde las 07 hasta las 19 h), con
acceso controlado al alimento (1 racion al dia) y libre acceso al agua; las
condiciones ambientales fueron controladas (ambiente de bajo ruido; temperatura
de 20,5 + 1,5°C; humedad relativa de 62% * 5 %).

Los animales fueron trasladados del bioterio de reproduccién al de
experimentacion un dia antes de la primera sesion de cada experimento donde
permanecieron hasta culminar cada uno de ellos. La sala de experimentacion
estaba contigua al bioterio experimental y las condiciones ambientales de
temperatura y humedad de ambas salas, fueron semejantes a las del bioterio de
origen. La ubicacion de los animales en el bioterio experimental se realizo
cuidadosamente procurando que hubiera una distribucién balanceada entre los
grupos y los niveles de los estantes donde fueron colocadas las jaulas. Esto ultimo
con la intencién de balancear entre los grupos, los niveles de luminosidad durante
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su permanencia en este lugar. Se realizaron las sesiones experimentales entre las
13 y 18 horas con condiciones de iluminacion, temperatura y humedad similares a
las del bioterio experimental. Todos los experimentos fueron aprobados por el
Comité de Etica de la Direccién de Investigaciones de la Universidad Industrial de
Santander. Los animales utilizados en el presente proyecto de investigacién fueron
manejados acorde a las disposiciones del Animal Welfare Act' y acorde a las
normas colombianas vigentes?.

6.3. CONSIDERACIONES GENERALES DEL LABERINTO EN CRUZ ELEVADO

El Laberinto en Cruz Elevado (LCE) es un dispositivo fabricado en madera con
cuatro brazos distribuidos en forma de cruz teniendo 90° de angulo entre los ejes
de cada uno de sus brazos, es decir, se encuentran opuestos entre si por pares
como puede observarse en la Figura 2. Cada brazo mide 500 x 120 mm desde su
salida y esta ubicado sobre unos soportes que lo sostienen a 500 mm. del piso. El
centro se forma al unirse la prolongacion de los 4 brazos, tiene un area de 14400
mm2 que resulta de los 120 mm correspondientes a cada brazo.

Tiene 2 “brazos cerrados” (BC) cuyas paredes laterales son de 400 mm. de altura,
fabricadas en madera y dispuestas en los 3 lados que se exponen al vacio
quedando libre el centro del laberinto, siendo éste el sitio por donde se tiene
acceso a los BC.

Los otros 2 brazos son llamados “brazos abiertos” (BA), los cuales tienen las
mismas dimensiones que los cerrados pero carecen de paredes laterales y en
lugar de ello dispone de unas pestafias de acrilico transparente de 13 mm. de
altura.

Las superficies del laberinto carecen de irregularidades u otra alteracion, esta
forrado en un material sintético y liso llamado féormica para brindarle resistencia al
uso y a las sustancias de limpieza.

El laberinto fue situado en un cuarto de experimentacion con condiciones
ambientales similares a las del bioterio donde fueron mantenidas las ratas, estas
son: humedad relativa de 62% £ 5 %, temperatura de 20,5 £ 1°C; luminosidad en
el centro 300 lux.

! Disponible en  http://www.nal.usda.gov/awic/legislat/regsga.htm
2 Resolucion 8430 de 1993 y Ley 84 de 1989.
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Figura 2. Disefio esquematico del Laberinto en Cruz Elevado (LCE) con sus respectivas
dimensiones.

400 mm

120 mm

N\
500 mm
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Figura 3. Fotografia de una sesion experimental en el Laberinto en Cruz Elevado.
i [
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6.4. FARMACOS Y REACTIVOS

Para éste estudio se utilizaron las siguientes preparaciones farmacoldgicas:
Adrenalina (Labs. Baxter; Colombia) ampollas de 1 mg/mL; Midazolam
(Dormicum®, ROCHE) ampollas de 5 mg/5mL; Solucion Salina Fisioldgica
(concentracion 0,9% P/V; Labs. Quibi; Colombia); Atenolol (A7655-5G; Sigma
Aldrich; St. Louis, MO, U.S.A.); Lidocaina al 2% (Junicaina®; Labs. Junin,
Colombia). Se utilizaron jeringas (Ind. Rymco; Colombia) de 1 mL, 3mL, 10 mL.
Se utilizaron agujas de 24G y 30G (Ind. Rymco; Colombia). Para hacer los
implantes que transmitirian la sefal de EKG en el dorso de las ratas se usaron
hilos de cobre (Ind. Centelsa; Colombia). Ademas, se utilizaron los siguientes
reactivos quimicos: Cal Sodada, granulada (Soda Lime®; Reactivos RD,
Colombia); alcohol antiséptico (Labs. Tecnoquimicas, Colombia)

6.5. ADQUISICION DE DATOS DE VARIABLES FISIOLOGICAS
6.5.1. Electrocardiografia y medicion de frecuencia cardiaca (FC).

Para poder comunicar los electrodos puestos en las ratas con los terminales de
registro electrocardiografico, se construyeron unos “conductores” pasando unas
agujas metalicas a través del tapdén de caucho que cerraba el tubo donde se
alojaba al animal durante esta parte del experimento. A estas agujas conductoras
se les unia con soldadura a unos cables aislados que terminaban en unas pinzas
de sierra que se ajustaban al hilo de cobre implantado en la rata; la resistencia del
sistema conductor construido nunca fue mayor a 1 mOhm (mQ). Al probarse la
resistencia desde las pinzas de sierra hasta el contacto del cable conector con el
equipo de registro, siempre se encontré por debajo de 1 mQ.
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Inicialmente se utilizé un poligrafo analogo (Nihon Kohden, modelo VC 640G;
Japon) para el registro de la frecuencia cardiaca y los electrocardiogramas. Se
tomaron registros impresos sobre papel milimetrado (Evertrace; Nihon Kohden,
Japon) a 25 milimetros por segundo (mm/seg.) y una sensibilidad de 0,5 mV/cm,
los cuales fueron digitalizados después con un escaner de imagenes (HP2300,
Hewlett Packard, U.S.A) para su posterior medicién a través de un programa de
analisis de imagenes (Image Tools, desarrollado en el Health Science Center de
San Antonio, Texas perteneciente a la Universidad de Texas y disponible en
Internet por FTP anénimo desde maxrad6.uthscsa.edu).

A partir del experimento numero 3 en la etapa 2 se tomaron los registros de
electrocardiografia a través de un equipo digital (PowerLab® 16/30;
ADInstruments, Australia) y se grabaron en una estacion de trabajo para su
analisis posterior. El equipo PowerLab viene acompanado de un software (Chart©
v5.2; ADInstruments, Australia) para el procesamiento de sefales adquiridas, lo
que hizo posible generar en tiempo real el calculo de la diferencia en los intervalos
R — R y el calculo de la frecuencia cardiaca.

El dia previo a la primera sesion del experimento se colocaron implantes de hilo de
cobre en el dorso de las ratas utilizando anestesia local con Xylocaina a 2% sin
adicién de epinefrina y ubicados en los puntos correspondientes para obtener una
derivacion tipo DIl puestos asi: region escapular izquierda, regién escapular
derecha y region lumbar izquierda. Esta disposicién se hizo con la finalidad de
registrar una derivacion tipo DIl a partir del hecho que las ratas en su mayoria
tienen el corazén en la regidén izquierda del térax y su apice estd dirigido
ligeramente hacia abajo, a partir de esto se genero el supuesto que pregonaba
porque presentase un eje cardiaco similar al del humano y en éste ultimo, la
derivacion DIl es la que mejor muestra las ondas que se registran en
electrocardiografia. El dia del experimento los hilos de cobre se conectaban a las
pinzas de sierra que conducirian la sefial hasta el aparato de registro.

6.5.2. Medicién del consumo de Oxigeno (VO2)

Se realiz6 dentro de un tubo acrilico de con cierre hermético, el cual se logro al
ponerle un tapén de caucho que tenia un unico orificio donde se colocaba a
presion una pipeta de 10 mL (No. 7085; Pirex, U.S.A.) de forma que no se perdiera
el hermetismo del sistema. Se hizo registro del tiempo transcurrido para que se
desplazara una burbuja de agua jabonosa a lo largo de 9 mL aforados en la
pipeta, se tomo registro de la temperatura y humedad relativa del ambiente
cuando se ejecutaba el experimento en condiciones ATPS (Ambient Temperature
and Pressure Saturated air with water vapor) para luego poder convertir los datos
del consumo de Oxigeno a condiciones STPD (Standard Temperature and
Pressure, Dry Air) y expresarlos como mililitros de Oxigeno consumidos por
kilogramo de peso corporal por unidad de tiempo (mL/Kg/min).
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Figura 5. Fotografia del montaje de la camara hermética para registrar el consumo de
oxigeno.

El registro del consumo de oxigeno a través del desplazamiento de una burbuja
de jabon en la pipeta. Asi mismo, se observan los cables para registro de
electrocardiograma.

Para asegurar que el movimiento de la burbuja de agua jabonosa en la pipeta
correspondiera a la demanda de oxigeno desde el interior del sistema se colocd
una bolsa de malla conteniendo cal sodada, se hizo esto con la finalidad de

realizar la sustraccion del CO2 generado por la respiracion de la rata fuera retirado
del sistema y permitir la ocurrencia de la siguiente reaccion quimica:

2(Ca(OH)2+NaOH) + 4C02 > CaCO3 + Ca(HCO3)2 + 2(H20) + Na2CO3 + Calor

Se realizaron 3 mediciones del consumo de Oxigeno por cada animal en cada una
de las fases de registro.

6.5.3. Medicidn de la frecuencia respiratoria (FR)

Se realiz6 inspeccion visual de los movimientos del abdomen del animal estando
dentro del tubo hermético, se tomo el registro de estos movimientos durante 1
minuto.

6.6. MANIPULACION Y OTRAS CONSIDERACIONES

6.6.1. Pesaje de los animales
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En una bascula mecanica (Ohaus; NJ, U.S.A.) se pesaron los animales utilizados
en el experimento, los cuales iban dentro de una cesta metalica. Siempre de taré
la bascula antes de pesar cada animal. El pesaje se realiz6 dentro de las
instalaciones del laboratorio de experimentacién y con los animales en ayuno del
mismo dia. Las raciones de comida se administraban a las 17 horas, pero el dia
del experimento solo se administraban hasta que éste hubiese concluido.

6.6.2. Manipulacién

No se hizo manipulacién alguna de las ratas antes de someterlas al experimento.

6.7. PROCEDIMIENTOS DETALLADOS

6.7.1. EXPERIMENTO NUMERO UNO.
6.7.1.1. Objetivo

Estandarizar una técnica de adquisicion de electrocardiograma, consumo de
oxigeno y variables fisiologicas en ratas Wistar en “estado basal’.

6.7.1.2. Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho, con peso de 254 * 14 gramos (n= 18)
provenientes del Bioterio de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de
Santander, en Bucaramanga, Colombia. Se alojaron en grupos de 6 ratas por
jaula, con periodos de iluminacién controlados (ciclos de luz/oscuridad de 12 horas
cada uno, desde las 07 hasta las 19 h), con acceso controlado al alimento (1
racion al dia) y libre acceso al agua; las condiciones ambientales fueron
controladas (ambiente de bajo ruido; temperatura de 20,5 £ 1°C; humedad relativa
de 62% 5 %).

6.7.1.3. Metodologia

Se prepararon los animales para tomarles el EKG como se describio
anteriormente; el dia del experimento se tomd6 cada animal y se conectd a los
cables para tomar el registro de EKG. Después se introdujo al animal en la camara
para aislarlo del ambiente y tomar los datos de consumo de oxigeno.

Se tomaron registros de la FC y la FR asi como el VO2 acorde a la metodologia
anteriormente descrita. No se tomaron registros impresos de EKG en éste
experimento; se leyd la frecuencia cardiaca desde la pantalla del poligrafo de
registro (Nihon Kohden). Todos los datos fueron ingresados en una hoja de
calculo para analisis posterior.
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6.7.2. EXPERIMENTO NUMERO DOS.
6.7.2.1. Objetivo

Evaluacion de los parametros fisioldgicos (FC, FR, VOZ2) en condiciones basales y
después de la inyeccion de Solucién Salina Normal (SSN)

6.7.2.2. Animales

Se utilizaron ratas Wistar de 223 + 9 gramos (n= 6) con las condiciones uniformes
arriba descritas; los animales no habian sido manipulados previamente. Todos los
animales se alojaron en la misma jaula.

6.7.2.3. Procedimiento

Se prepararon los animales para la evaluacion electrocardiografica si como para
tomar los registros de FC, FR y VO2 acorde a la metodologia ya descrita. Se hizo
un registro basal de cada uno de ellos y después de eso se les administré SS al
0,9% por via intraperitoneal (i.p.). en dosis de 1 mL x Kg , acto seguido se
procedié a tomar un nuevo registro de las variables fisiologicas; después se alojo a
los animales en su respectiva jaula y 30 minutos después de haberles inyectado la
SSN se les tomd un nuevo registro de EKG y variables fisiologicas. Una vez hecho
esto se retiraron los implantes y se regresaron a la jaula donde estaban alojados.

Figura 6. Disefio operativo del experimento numero 2.
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@ 30 minutos

»
»

@ 0 minutos

Basal v[ Post-Inyeccion ] [ Minuto 30 post-I ]

v [P >[ Recopilacion de datos ]

[ Registro de datos } ------- - _

Disefio operativo del experimento niumero 2, en linea punteada se presenta la
linea de tiempo.
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No se tomaron registros impresos de EKG en éste experimento pues no se
contaba con un aparato que registrara en papel la sefial impresa. Todos los datos
fueron ingresados en una hoja de calculo para analisis posterior.

6.7.3 EXPERIMENTO NUMERO TRES, ETAPA 1.
6.7.3.1. Objetivo

Evaluacion del efecto de la inyeccion de Adrenalina (ADR) i.p. en diferentes
concentraciones sobre los parametros fisioldgicos y electrocardiograficos en ratas
Wistar.

6.7.3.2. Animales

Se utilizaron ratas Wistar de 223 + 9 gramos (n= 15) con las condiciones
uniformes arriba descritas; los animales no habian sido manipulados previamente.
Cada animal fue asignado a uno de los 3 grupos del experimento usando una
tabla de numeros aleatorios. Los animales fueron alojados en grupos de 5 por
cada jaula.

Tabla 2. Distribucion de los grupos de animales acorde a la dosis de Adrenalina utilizada en el
experimento 3, etapa 1.

grupo n Dosis Adrenalina
A 5 0,05 mg/Kg
B 5 0,01 mg /Kg
C 5 0,1 mg/Kg

6.7.3.3. Procedimiento

Se prepararon los animales para tomar registros de EKG, FC, FR y VO2 acorde a
la metodologia ya descrita. Se hizo un registro basal de cada uno de ellos y
después de eso se les administrdo Adrenalina por via i.p. en la dosis asignada para
su respectivo grupo acorde a lo presentado en la Tabla 2, acto seguido se
procedié a tomar un nuevo registro de EKG asi como de las demas variables
fisiologicas; después se alojo a los animales en su respectiva jaula y 30 minutos
después de haberles inyectado la Adrenalina se les tom6 un nuevo registro de
EKG vy variables fisiologicas. Una vez hecho esto se retiraron los implantes y se
regresaron a la jaula donde estaban alojados.
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Figura 7. Disefio operativo del experimento numero 3, etapa 1.
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Disefio operativo del experimento niumero 3 etapa 1, la linea de tiempo se
presenta punteada.

Se tomaron registros impresos de EKG que luego fueron escaneados (HP2300,
Hewlett Packard, U.S.A.) y procesados con el software Image Tools (Health
Science Center; San Antonio, Texas) en una computadora (HP DV1015LA;
Hewlett Packard, U.S.A.) para medicion de los intervalos R-R; los demas datos
fueron almacenados en una hoja de calculo para analisis posterior.

6.7.4. EXPERIMENTO NUMERO TRES, ETAPA 2.
6.7.4.1. Objetivo

Determinacion del efecto agudo de la inyeccion intraperitoneal de Adrenalina
(ADR) en ratas sometidas a la prueba de Laberinto en Cruz Elevado (LCE)

6.7.4.2. Animales

Se utilizaron ratas Wistar de 240 + 20 gramos (n= 20) con las condiciones
uniformes arriba descritas; los animales no habian sido manipulados previamente.
Cada animal fue asignado a uno de los 2 grupos del experimento usando una
tabla de numeros aleatorios. Se alojaron en grupos de 5 animales por caja.

Tabla 3. Distribucién de los grupos de animales acorde a la sustancia utilizada en el experimento
3, etapa 2.

grupo n Farmaco y Dosis
A 11 Adrenalina-0,1 mg/Kg
B 9 SS0,9% —-1mL/Kg
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6.7.4.3. Procedimiento

En éste experimento se prepararon los animales al dia anterior para tomar
registros de EKG, FC, FR y VO2 acorde a la metodologia ya descrita. El dia de la
prueba (Figura 8), 10 minutos antes de someterles al LCE se les administré por
via i.p. la dosis de la sustancia a la que habian sido asignados para su respectivo
grupo acorde a lo presentado en la Tabla 3; al terminar la sesién en el LCE se
tomo un registro de EKG asi como de las demas variables fisiologicas, después se
alojo a los animales en su respectiva jaula y 30 minutos después de haber salido
del LCE se les tom6 un nuevo registro de EKG y variables fisioldgicas. Después se
regresaron a la jaula donde estaban alojados y fueron trasladados al bioterio
experimental.

Figura 8. Disefio operativo del experimento numero 3, etapa 2.
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Diseno operativo del experimento niumero 3 etapa 2, se presenta el tiempo
predeterminado entre las etapas.

Tres dias después se ejecutd la segunda sesidon del experimento, se les aplicoé SS
a todos los animales en la misma dosis que recibieron durante la primera sesion y
con igual periodo de anticipacion; después fueron sometidos nuevamente al LCE y
al terminar el tiempo de 300 segundos fueron retirados del LCE y se regresaron a
la jaula donde estaban alojados.

6.7.5. EXPERIMENTO NUMERO CUATRO, ETAPA 1.

6.7.5.1. Objetivo
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Determinar el efecto en las variables fisioldgicas de la premedicacion con
Midazolam (MDZ) seguida de la inyeccion con Solucion Salina 0,9% p/v (SS) o
Atenolol (AT).

6.7.5.2. Animales

Se utilizaron ratas Wistar de 280 £ 18 gramos (n= 24) con las condiciones
uniformes arriba descritas; los animales no habian sido manipulados previamente.
Cada animal fue asignado a uno de los 4 grupos (Tabla 4) del experimento usando
una tabla de numeros aleatorios. Se alojaron en grupos de 6 animales por caja.

Tabla 4. Distribucion de los grupos de animales acorde a la sustancia utilizada en el experimento 4
etapa 1, con sus respectivas dosis.

Grupo n Primer Farmaco Segundo Farmaco
MA 6 Midazolam 0,5 mg/Kg Atenolol -3 mg/Kg
SA 6 SS0,9% —1mL/Kg Atenolol — 3 mg/Kg
SM 6 Midazolam 0,5 mg/Kg SS0,9% —1mL/Kg
SS 6 SS0,9% —1mL/Kg SS0,9% —1mL/Kg

6.7.5.3. Procedimiento

Se prepararon los animales al dia anterior para tomar registros de EKG, FC, FR y
VO2 acorde a la metodologia ya descrita. El dia de la prueba (Figura 9) se pesé a
cada animal antes de hacerle un registro basal de sus variables fisiolégicas y
EKG; después de haber tomado el registro basal, se les administré una inyeccion
via i.p. de cada farmaco referenciado en la Tabla 4, en total cada animal recibi6 2
pinchazos en sitios separados y fue regresado a la jaula donde estaba alojado
durante 15 minutos y después de haber pasado ese tiempo se volvié a tomar
registro de sus variables fisiologicas y de EKG. Al terminar el registro de la etapa
de recuperacion, es decir, el que fue realizado 15 minutos después de inyectar las
sustancias se retiraron los implantes de las ratas y fueron regresadas a su
respectiva jaula de alojamiento.

El propdsito de hacer un registro 15 minutos después de haber inyectado los
farmacos fue tener un conjunto de datos similar al que se generaria al realizar el
experimento numero 4 etapa 2, en dicho experimento se le inyect6 a las ratas los
mismos grupos de soluciones 10 minutos antes de someterlas a la prueba de LCE
durante 5 minutos y al terminar la prueba se haria un registro de EKG vy variables
fisiologicas, teniendo entonces que el registro posterior a la prueba de LCE
ocurriria 15 minutos después de haber inyectado las soluciones por via i.p. a las
ratas del experimento.

Figura 9. Disefio operativo del experimento numero 4, etapa 1.
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Disefio operativo del experimento numero 4 etapa 1, se presentan los tiempos
entre las etapas criticas.

No se realizaron registros de 30 minutos después de la inyeccion de las
soluciones porque en experimentos preliminares se halld6 que no habia diferencias
en los registros de EKG vy variables fisioldgicas obtenidos a 15 y 30 minutos de la
etapa de recuperacion (datos no presentados).

6.7.6. EXPERIMENTO NUMERO CUATRO, ETAPA 2.
6.7.6.1. Objetivo

Determinar el efecto del bloqueo beta-adrenérgico (AT) en asociacion con
ansiolitico (MDZ) o con placebo (SS) en la prueba de LCE en 2 sesiones
experimentales y en las variables fisiolégicas.

6.7.6.2. Animales

Se utilizaron ratas Wistar de 229 + 20 gramos (n= 36) con las condiciones
uniformes arriba descritas; los animales no habian sido manipulados previamente.
Cada animal fue asignado a uno de los 4 grupos (Tabla 5) del experimento usando
una tabla de numeros aleatorios. Se alojaron en grupos de 6 animales por jaula.

Tabla 5. Distribucion de los grupos de animales acorde a la sustancia utilizada en el experimento 4
etapa 2, con sus respectivas dosis.

Grupo n Primer Farmaco Segundo Farmaco
MA 9 Midazolam 0,5 mg/K Atenolol -3 mg/Kg
SA 9 SS0,9% —1mL/Kg Atenolol -3 mg/Kg
SM 9 Midazolam 0,5 mg/K SS0,9% —1mL/Kg
SS 9 SS0,9% —-1mL/Kg SS0,9% —-1mL/Kg

6.7.6.3. Procedimiento
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En éste experimento se prepararon los animales al dia anterior para tomar
registros de EKG, FC, FR y VO2 acorde a la metodologia ya descrita. El dia de la
prueba (Figura 10), 10 minutos antes de someterles al LCE se les administré por
via i.p. la dosis farmacos correspondientes al grupo que habian sido asignados
para su respectivo grupo acorde a lo presentado en la Tabla 5, cada animal recibid
en total 2 pinchazos y fue regresado a la jaula donde estaba alojado durante 10
minutos y después de haber pasado ese tiempo fue sometido a la prueba del LCE
permitiéndosele la libre exploracion durante 5 minutos; al terminar la primera
sesion en el LCE se tomo6 un registro de EKG asi como de las demas variables
fisiologicas, después se alojo a los animales en su respectiva jaula y fueron
trasladados al bioterio experimental.

Tres dias después se ejecutd la segunda sesion del experimento, pero se les
aplic6 MDZ a todos los animales con la misma dosis por peso que se habia
administrado en la primera sesion e igual periodo de anticipacion (10 minutos);
después fueron sometidos nuevamente al LCE durante 5 minutos para que lo
exploraran libremente y al terminar la prueba fueron retiradas del LCE y de nuevo
se alojo a los animales en su respectiva jaula y regresados al bioterio
experimental.

Figura 10. Esquema operativo del experimento numero 4 etapa 2.
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Esquema operativo del experimento nimero 4 etapa 2; se presentan los
tiempos entre las etapas criticas.

(__ pa—

El propésito de la segunda etapa del experimento fue evaluar el efecto de las
mismas asociaciones farmacolégicas de la primera etapa en el comportamiento de
las ratas Wistar UIS en la prueba de exploracién libre del LCE durante 5 minutos
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por 2 sesiones espaciadas entre si por 3 dias para evaluar el efecto mnemoénico y
la presencia (o abolicion) del efecto de One Trial Tolerance (OTT). Asi mismo, se
pretendia evaluar los hallazgos de variables fisioldgicas en las ratas sometidas al
LCE después de la primera sesion (PL) y en virtud de evitar la manipulacidon
adicional antes de la prueba del LCE no se hizo registro basal de estas ratas tal
como sucedié en el experimento que se hizo premedicacion con Adrenalina para
evaluar su efecto en la prueba del LCE. Se tuvieron los mismos 4 grupos
experimentales y en la Tabla 6 se presenta el esquema general de las sustancias
administradas para cada sesion experimental.

Tabla 6. Descripcion de sustancias y dosis utilizadas en la etapa 2 del experimento 4.

Sesion 1 Sesion 2 (3 dias después)
Farmacos n Farmacos
Solucién Salina + Solucién Salina 9
Midazolam + Atenolol 9 | Midazolam 0,5 mg/Kg + Solucion
Solucién Salina + Atenolol 9 | Salina 1 mL/Kg
Solucién Salina + Midazolam 9

6.7. ANALISIS DE DATOS

6.7.1. Consideraciones generales

Como aproximacion inicial se realizé promedio y desviacion estandar (DE) de los
datos obtenidos en las variables fisiologicas asi como los de la prueba
comportamiento (LCE); para todos se calculé el error estandar de la media (EEM).
Para el caso de analisis de electrocardiografia y del comportamiento en el LCE se
hicieron analisis de variabilidad en el dominio del tiempo los cuales se describen a
continuacion.

6.7.2. Analisis de electrocardiografia

Se hicieron analisis en dominio del tiempo de fragmentos de 1 minuto de
electrocardiograma (EKG) de cada una de las ratas. Se calcularon los siguientes
indices que se presentan en la Tabla 7 con sus correspondientes definiciones.
6.7.3. Analisis de variables de comportamiento

Para el analisis de los datos de comportamiento en el LCE se tuvieron en cuenta
las siguientes variables presentadas en la Tabla 8 con su respectiva definicién. Se

utilizé el programa PROSTCOM (Conde et al. 2000) para el registro de las
sesiones experimentales en el LCE .
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Tabla 7. Parametros de analisis de variabilidad en los electrocardiogramas de las ratas.

Parametro Definicion
SDNN Célculo de la desviacion estandar de todos los intervalos R-R normales en todos los EKG
registrados.
Célculo la desviacion estandar de la diferencia de cada uno de los intervalos R-R
SDANN ) )
normales respecto al promedio general de los intervalos R-R.
Evaluacion de todos los registros de EKG para contar los intervalos R — R normales con
diferencia mayor de 5, 10, 20 y 25 milisegundos. Este célculo se realiza a partir de los
PNNXx . d s . .
valores absolutos de la diferencia obteniéndose un porcentaje de eventos de determinada
diferencia en milisegundos.
Célculo de la raiz cuadrada del promedio de las diferencias elevadas al cuadrado de cada
RMSSD .
intervalo R-R con su predecesor.
MIN y MAX Valor minimo y maximo de intervalo R-R en la muestra analizada.
Valores absolutos y porcentuales del nimero de intervalos mayores a 100 milisegundos
RANGO FIJO | con incrementos de 1,5 mseg. en cada rango hasta llegar a un rango maximo de 250

mseg. (se crearon 100 rangos en total).

Tabla 8. Pardmetros de andlisis de variabilidad en los registros de comportamiento de las ratas

Variable Descripcion
EBA Valores absolutos (EBA) y relativos (%EBA) de las entradas a los brazos abiertos.
TBA Tiempo de permanencia en los brazos abiertos medido en segundos, presentados en
valores absolutos (TBA) y relativos (%TBA).
aDISM Conteo de veces en que disminuyo el tiempo de permanencia en un lugar del LCE (1 a 7)
en comparacion con en el lugar anterior sin importar la secuencia.
%DISM Valor porcentual de la ocurrencia de aDISM con respecto al total de eventos (disminuciones
+ aumentos + estables)
aAUM Conteo de veces en que aumentd el tiempo de permanencia en un lugar del LCE (1 a 7) en
comparacion con en el lugar anterior sin importar la secuencia.
%AUM Valor porcentual de la ocurrencia de aAUM con respecto al total de eventos (disminuciones
+aumentos + estables)
aESTB Conteo de veces en que tuvo igual tiempo de permanencia en un lugar del LCE (1 a 7) en
comparacién con en el lugar anterior sin importar la secuencia.
%ESTB Valor porcentual de la ocurrencia de eESTB con respecto al total de eventos (disminuciones
+ aumentos + estables)
fSEQ NUmero de veces que realizd un cambio de ubicacion dentro de las posibles secuencias del
LCE. Es una medida de frecuencia.
tSEQ Sumatoria del tiempo empleado para cada una de las secuencias, se agrupan los eventos
de cada categoria secuencial y se suma su tiempo.
PNNX Es el valor porcentual de eventos con diferencia de tiempo mayor a 5 milisegundos, se

estratificd en 5, 10, 20 y 30 milisegundos.
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Para el analisis de las secuencias de comportamiento se dividié el LCE en 7 zonas
de igual tamafo asignando un numero a cada una, en la Figura 11 se presenta
esta subdivision y cada una de las secuencias posibles.

Figura 11. Divisiones del LCE para el analisis de comportamiento.
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Las secuencias se muestran con flechas que indican el sentido en que se
presenté el movimiento.

6.7.4. Pruebas de significancia estadistica

Se hicieron analisis de varianza paramétricos (ANOVA) de una y dos vias para la
evaluacion de las diferentes variables entre los grupos y seguidos por pruebas t para
correlaciones multiples post hoc (Bonferroni) segun el requerimiento necesario; en
algunas variables cuya distribucion no fue de tipo normal, se hicieron analisis de
varianza no paramétricos (Kruskal-Wallis) seguidos por pruebas de t correlaciones
multiples post hoc (Student-Newman-Keuls) segun la exigencia. También se hicieron
pruebas T pareadas y no pareadas (Student) para la comparacién de variables en las
que los ANOVA no hallaron diferencias no atribuibles al azar pero que tenian un bajo
poder en la prueba (valor de B menor a 0,8) y el valor de a era cercano a 0,05; asi
mismo, cuando se evalud la correlacion entre 2 variables se usé una correlacion de
Pearson para distribucion de tipo normal. Para todas las pruebas estadisticas se
estableciéo como nivel de significancia, p < 0,05. En los casos en que se encontré un
valor de p mayor a 0,05 el poder de la prueba debia ser mayor de 0,8 para rechazar
de plano la ausencia de diferencias significativas no debidas al azar, esta situacion
particular se hara referencia cuando sea necesario dentro de los resultados que se
presentan en el siguiente apartado.
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7. RESULTADOS

7.1. CONSIDERACIONES GENERALES DE LOS RESULTADOS

Los resultados fueron analizados teniendo en cuenta las tres fases experimentales
en las que se llevd a cabo el presente estudio. En cada fase se analizé el impacto
de diferentes factores sobre las mediciones de las variables fisioldgicas y el
registro electrocardiografico. Respecto al analisis del comportamiento en la prueba
de LCE se hicieron los abordajes correspondientes en cada una de las etapas
respectivas.

A nivel general, las preguntas formuladas sobre las variables fisiologicas y el
registro electrocardiografico podrian resumirse en el impacto (aumento o
disminucién) de las diferentes intervenciones (farmacos, laberinto) en cada uno de
los parametros evaluados; asi mismo se realizd con las variables del
comportamiento en el LCE y algunos de los fendmenos que se presentaron en el
experimento estan minuciosamente descritos en la literatura cientifica.

7.2. RESULTADOS EXPERIMENTO NUMERO 1

El propdsito de este experimento fue evaluar los parametros fisiolégicos en
condiciones basales de las ratas Wistar UIS y se realizaron registros de la
frecuenta cardiaca (FC), frecuencia respiratoria (FR) y consumo de oxigeno (VO2).
En la Tabla 9 se presenta el resumen de las variables evaluadas.

Tabla 9. Resumen de las variables y sus correspondientes mediciones estadisticas.

FC FR VO2
Media 404.17 135.11 21.54
Error Estandar 4.61 1.67 0.63
Mediana 406.35 136.00 22.36
Desviacion estandar 19.57 7.10 2.69
Minimo 365.40 125.00 15.59
Maximo 433.70 148.00 25.84

FC, frecuencia cardiaca (ciclos/min.); FR, frecuencia respiratoria (ciclos/min.);
V02, consumo de oxigeno en condiciones STPD (mL/Kg/min).

Para la FC se hicieron 10 mediciones espaciadas cada 20 segundos, cuando se
analizaron los datos de esta variable se encontré que habia una tendencia lineal
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pero con muy poca tendencia al aumento o a la disminucion acorde iba
transcurriendo el tiempo experimental ademas que el indice de correlacion fue
bajo (y = 0.2215x + 402.95; R* = 0.0178). Debido a este hallazgo se decidio
continuar con los 10 registros en iguales condiciones para los experimentos
ulteriores.

Con relacion al VO2 en condiciones STPD se hicieron 10 medidas por cada animal
de experimentacion y se observé que hay una tendencia a la disminucion del VO2
a medida que la rata permanecia mas tiempo dentro de la camara hermética (y = -
0.2793x + 23.081; R? = 0.7275), por tal razén se decidid que en los experimentos
ulteriores se harian sélo 3 mediciones del parametro de VO2 teniendo en cuenta el
anterior hallazgo para no afectar la reproducibilidad de la técnica por un fendmeno
de adaptacion de la rata a la camara hermética donde se hizo la medicion.

7.3. RESULTADOS EXPERIMENTO NUMERO 2

El propdsito de este experimento fue evaluar el efecto de la inyeccién de Solucién
Salina 0.9% p/v (SS) sobre las variables fisioldgicas: Frecuencia cardiaca (FC),
frecuencia respiratoria (FR) y consumo de oxigeno (VO2) de las ratas Wistar-UIS.
Para esto se compararon los promedios de las variables fisiologicas obtenidas de
tres momentos diferentes del experimento, basal (BAS), inmediatamente después
de la inyeccion (Pl) y a los 30 minutos de la misma (M30).

Los resultados de un ANOVA de una via para cada variable por separado, indicé
que en este experimento no se pudo evidenciar ningun cambio significativo de las
variables fisiolégicas asociadas a la inyeccion de Solucion Salina. Los resultados
se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Resumen de las variables analizadas en el experimento con inyeccion de Solucion
Salina.

Variable | Valor de la prueba | Valor de p
FC F [2,10]= 2.348 0.146
VO2 F [2,10]= 1.81 0.21
FR F [2,10]= 1.549 0.25

FC, frecuencia cardiaca (ciclos/min.); FR, frecuencia respiratoria (ciclos/min.);
VO2, consumo de oxigeno en condiciones STPD (mL/Kg/min).

Los resultados del experimento se analizaron enfocandose en la respuesta
a las siguientes preguntas:

Hay retorno a condiciones basales después de 30 minutos post-inyeccion de SS
via i.p. a las ratas o persiste algun cambio en las variables fisioldgicas?: Se puede
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concluir que no hubo diferencias significativas cuando se comparo los datos de
estas variables fisioldgicas a 30 minutos post-inyeccion con los registros basales;
no hubo diferencias en la FC (F [1,5] = 0.370; p = 0.56), FR (F [1,5] = 0.002; p =
0.96) y VO2 (F [1,5] = 0.352; p = 0.11).

Hay alguna diferencia cuando se compara la FC post-inyeccion con la FC 30
minutos después de aplicar la SS teniendo en cuenta su diferencia con el basal (Pl
— BAS vs. M30 — BAS)?: Para abordar esta pregunta se hizo una prueba t que
mostré que a pesar de existir diferencias en el promedio de cada periodo
comparados con su registro basal (diferencia= 28.8 vs. 5.43; pi-bas y m30-bas) no
hubo diferencia estadisticamente significativa (t= 1.403 con 10 grados de libertad;
p= 0.191) entre estos 2 momentos del experimento. También se hizo un ANOVA
que no hallé diferencias dependientes de cada etapa [F 1,10= 1.969; p = 0.191].

Existe alguna correlacion entre las variables evaluadas (FC, FR y VO2) en el
experimento que permitan construir algun modelo de interaccion entre ellas?: Se
hizo una correlacion de Pearson encontrandose correlacién unicamente entre el
VO2 y la FC después de la inyeccion (Pl) de SS en donde ambas variables
tienden a incrementarse juntas (coeficiente = 0.879; p = 0.02) y al realizar un
analisis de regresion lineal se confirmo la correlacion [VO2 PI = -31.669 + (0.130 *
FC PI); R? ajustado = 0.716] [F [1,4] = 13.594; p = 0.021].

7.4. RESULTADOS EXPERIMENTO NUMERO TRES, ETAPA 1.

Este experimento se realizd con la finalidad de evaluar los efectos de la inyeccién
i.p de diferentes dosis de Adrenalina (AD) en las variables fisioldgicas: frecuencia
cardiaca (FC), frecuencia respiratoria (FR) y consumo de oxigeno (VO2) medidos
en diferentes periodos (BAS, basal; PI, post-inyeccion; M30, 30 minutos después
de la inyeccion).

Comparacién _de la FC para cada una de los periodos y tratamientos:
Tomando en consideracion que se trabajo con una tamafo de muestra pequefio
para efectos de obtener una orientacion sobre la dosis que deberia utilizarse con
los animales expuestos al laberinto, en esta oportunidad se compardé mediante
pruebas t pareadas el valor de la FC post-inyeccién menos la FC basal y la FC al
minuto 30 menos la basal para cada dosis evaluada. Los resultados se muestran
en la Tabla 11 y en la Figura 12.
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Tabla 11. Valores de prueba “t” pareada y de “p” para las diferencias de la frecuencia cardiaca.

DOSIS PI-BAS M30-BAS
t p t p
0.01 285 | 0.046 ] 2.3 0.08
0.05 4.2 0.014 | 0.24 0.82
0.1 6.178 | 0.003 | 1.52 0.2

PI-BAS, post-inyeccion menos basal; M30-BAS, minuto 30 post-inyeccién menos
basal; dosis en mg/Kg. en un volumen de 1 mL/Kg.; t, valor de prueba; p, valor de
probabilidad.

Figura 12. Diferencias pareadas de la FC durante los periodos post inyeccion (PI) y minuto
30 (M30) con respecto a la FC basal para cada dosis de adrenalina evaluada.

Evolucidn de la frecuencia cardiaca post adrenalina
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0.01mg/Kg 0.05mg/Kg 0.1mg/Kg

Dosis de Adrenalina

*, p < 0.05; PI-BAS, post-inyeccion menos basal; M30-BAS, minuto 30 post-
inyeccion menos basal.

Comparacion de la FR para cada una de los periodos y tratamientos:
Se hizo con la frecuencia respiratoria un analisis semejante al realizado con FC,
los resultados se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Valores de prueba “t” pareada y de “p” para las diferencias de la frecuencia respiratoria.

DOSIS PI-BAS M30-BAS
t p t p
0.01 7.894 | 0.001 | 8.629 | <.001
0.05 3.91 | 0.017 | 4.67 | 0.009
0.1 6.827 | 0.002 | 1.62 | 0.183
PI-BAS, post-inyeccion menos basal; M30-BAS, minuto 30 post-inyeccion

menos basal; dosis en mg/Kg. en un volumen de 1 mL/Kg.; t, valor de prueba;
p, valor de probabilidad.

64



Comparacién del VO2 para cada una de los periodos y tratamientos: Se hizo
un analisis similar al realizado con la FC, se compardé mediante pruebas t
pareadas el valor del VO2 post-inyeccion menos el VO2 basal y el VO2 al minuto
30 menos el VO2 basal para cada dosis evaluada. Los resultados se muestran en
la Tabla 13.

Tabla 13. Valores de prueba “t” pareada y de “p” para las diferencias del consumo de oxigeno.

DOSIS PI-BAS M30-BAS
t p t p
0.01 3.2 0.033 | 3.508 | 0.025
0.05 1.658 | 0.17 | 0.492 | 0.648
0.1 1.649 | 0.17 2.45 0.07

PI-BAS, post-inyeccion menos basal; M30-BAS, minuto 30 post-inyeccion
menos basal; dosis en mg/Kg. en un volumen de 1 mL/Kg.; t, valor de prueba;
p, valor de probabilidad.

7.5. RESULTADOS EXPERIMENTO NUMERO TRES, ETAPA 2.

Tal como se ha mencionado, este experimento se realizé en 2 etapas, la primera
consistié en la exploracion de varias dosis de AD y sus efectos sobre las variables
fisioldgicas y para la segunda etapa se seleccioné la dosis de AD considerada
como la mas adecuada de la etapa 1, es decir, la dosis de 0,1 mg/Kg porque fue la
que mostré efecto significativo no debido al azar en relacion al promedio de la FC
y la FR al momento después de haberla inyectado y que mantuvo dicho aumento
de la FC 30 minutos después de haber sido inyectada a diferencia de las otras
dosis que no generaron incrementos (0,01 mg/Kg) de la FC o si lo hicieron el
efecto no fue sostenido (0,05 mg/Kg).

Para la segunda etapa del experimento se aplicé la dosis elegida de AD o de SS
10 minutos antes de someter a las ratas a la prueba del laberinto, alli se les
permitié la exploracion libre por 5 minutos y al terminar fueron retirados y se les
midieron las variables fisiologicas. Tres dias después fueron sometidas por
segunda vez al laberinto pero 10 minutos antes se les habia inyectado SS via i.p.
en la dosis estandar de los experimentos.

Resultados del analisis de las variables fisiolégicas en ratas sometidas al
LCE a las que se les aplicé AD 0.1 mg/kg. Comparadas con las que se les
aplico SS.

Se hizo un ANOVA de dos vias (Tratamiento, TTO y Periodo, PDO) sobre las
variables: FC, FR, VO2. Se hallaron diferencias significativas atribuibles a los

65



factores para algunas las variables analizadas Tabla 14, para todos los ANOVA
que tuvieron diferencias significativas se hizo una prueba de Bonferroni post hoc
para las comparaciones multiples corregidas (p < 0.05). En ningun caso se
encontraron interacciones significativas entre los factores.

Tabla 14. Resultados significativos de ANOVA de 2 vias (periodo y tratamiento) para cada una de
las variables fisioldgicas.

Item Factor Valor de la prueba | Valor de p Bonferroni
FC TTO F[1,36] = 11.316 0.002 AD > SS
FR PDO F[1,36] = 5.818 0.021 PL > M30
FR TTO F [1,36] = 10.824 0.002 AD > SS

VO2 PDO F[1,36] =5.13 0.03 PL > M30

FC = frecuencia cardiaca; FR = frecuencia respiratoria; VO2 = consumo de
oxigeno; TTO= tratamiento; PDO= periodo; AD= adrenalina; SS= solucion
salina. PL=Post-Laberinto; M30= Minuto 30 después de la inyeccion
intraperitoneal; AD= Adrenalina (0.1 mg/kg); SS=Solucién salina (0.9% p/v).

Resultados del andlisis de electrocardiografia en ratas sometidas al LCE
con AD 0.1 mg/kg comparadas con ratas a las que se les aplicé SS.

Comparacion de los promedios de los intervalos R-R de ambos grupos sometidos
al LCE: Se hizo un ANOVA de 2 vias (TTO y PDO) que encontré diferencias
significativas entre los promedios de los intervalos RR atribuibles al tratamiento
farmacoldégico (F [1,36] = 11.572; p= 0.002) pero no se encontraron diferencias
significativas atribuibles al factor “periodo” ni se encontraron interacciones
significativas. Una prueba de Bonferroni post hoc confirmé que el promedio de
intervalos R-R era mayor en el grupo de SS que en AD (t = 3.402; p < 0.05).
Considerando que el poder de prueba de este ANOVA de dos factores fue
pequefio (0.1), se procedié a comparar los intervalos R-R entre tratamientos para
cada etapa por separado. Separando ambos grupos en una misma etapa del
experimento, post-S1 del LCE y M30 post inyeccién (PL y M30 respectivamente),
una prueba t mostré diferencias significativas siendo mayores los intervalos en SS
que en AD (t = 2.47; p = 0.024) en la etapa PL; asi mismo, cuando se compararon
ambos tratamientos 30 minutos después de la inyeccion una prueba t encontro
diferencias siendo SS > AD (t = 2.34; p = 0.031), (Figura 13).
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Figura 13. Promedio de los intervalos R-R + EEM de los diferentes grupos y etapas del
experimento.
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SS= solucién salina; AD= adrenalina; PL= post LCE; M30= minuto 30. *,
Promedio de los intervalos del grupo SS mayor que AD después de S1 en el
LCE (t=2.47, p=0.024). **, Promedio de intervalos mayor para SS que AD en
M30 (t = 2.34; p = 0.031).

Comparacién de la mediana de los intervalos entre los grupos sometidos al LCE:
Tomando en consideracion de que la mediana de los intervalos R-R se constituye
en el valor que divide la muestra de intervalos en frecuencias acumuladas del 50%
(Figuras 14 y 15) y que este seria un buen parametro para identificar la tendencia
del efecto global de los farmacos sobre la FC, se estim6 este valor para cada
animal y se hizo un ANOVA de dos vias (TTO y PDO) sobre los promedios de las
medianas de los intervalos R-R. Se encontraron diferencias significativas
atribuibles a TTO (F [1,36] = 11.189; p = 0.002) confirmado por analisis de
Bonferroni post hoc donde se hallé que las medianas de los animales tratados con
SS fue mayor que las de los animales tratados con AD (t = 3.345; p <0.05),
(Figura 14).

Cuando se quiso comparar la mediana de los intervalos R-R de cada farmaco
administrado dentro de un mismo periodo experimental se hicieron pruebas t que
hallaron diferencias significativas entre las medianas de los dos tratamientos
farmacoldgicos dentro del periodo PL siendo SS > AD (t = 2.527; p = 0.021) y en
M30 siendo SS> AD (t = 2.196; p = 0.041), (Figura 15).
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Figura 14. Comparacioén de la frecuencia relativa acumulada de los distintos intervalos R-R
entre los 2 grupos de tratamientos.
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*, Promedio de las medianas de los intervalos AD < promedio de las medianas
de los intervalos SS (ANOVA dos vias, p =.002). Note que el punto de corte en
50% corresponde a los analisis descritos en el texto acerca de los promedios de
las medianas.

Figura 15. Comparacion de la mediana de los intervalos R-R dentro de cada periodo
experimental.
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SS= solucién salina; AD= adrenalina; PL= post LCE; M30= minuto 30.
Mediana de los intervalos R-R es SS > AD en el periodo PL (t = 2.527; p
0.021); **, Mediana de los intervalos R-R es SS> AD en el periodo M30 (t
2.196; p = 0.041).

[
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Comparacién de la FC entre diferentes etapas del experimento (Pl y PL) y los
diferentes farmacos utilizados (AD_y SS): De frente al hecho que en los
experimentos previos en los que se evalud el efecto de la inyeccion intraperitoneal
de SS en ratas que no fueron sometidas al LCE no pudo obtenerse un registro
fisico o digital del EKG que permitiera hacer el analisis del promedio de los
intervalos R-R y sus medidas derivadas como la mediana y las de analisis de
variabilidad, se encontré6 que la comparacion del promedio de la FC entre los
grupos era la unica opcion para evaluar el efecto de la exposicion al LCE en la FC
de ratas a las que les inyectd SS con las que no fueron expuestas al LCE (grupo
control) y también para poder comparar las que fueron inyectadas con Adrenalina
y fueron expuestas o no al LCE. Se hizo un ANOVA de dos factores (TTO y PDO)
sobre el promedio de FC, se hallaron diferencias significativas dependientes de
interacciones (F [3,30] = 3.794; p =0.022). Una prueba Bonferroni post hoc
encontro a Adrenalina en post-LCE > SS en post-inyeccion (t = 3.054, p <0.05). No
hubo diferencias entre Pl vs. PL en AD (p >0.05), (Figura 16).

Figura 16. Promedio + EEM de la FC para las diferentes etapas y sustancias administradas
a las ratas.
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SS= Solucién Salina, AD= Adrenalina, Pl= post-inyeccién, PL= post-LCE. *,
Promedio de la frecuencia cardiaca en AD-PL > promedio de la frecuencia
cardiaca SS-PIl (ANOVA, p = 0.022).

Comparacion del promedio de los intervalos R-R entre diferentes etapas del
experimento (Pl y PL) vy los diferentes farmacos utilizados (AD y SS): Ante la
inexistencia de un registro electrocardiografico posterior a la inyeccion de SS sin
pasar por el LCE no se pudo establecer alguna comparacion con los demas
grupos dentro de este analisis. Con el propdsito de valorar si el LCE ejercia en
efecto acelerador de la FC per se, se eligidé la comparacion del promedio de los
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intervalos R-R del grupo al que se inyectdé SS (SS-PL) y se expuso al LCE con los
intervalos R-R de los grupos que recibieron adrenalina y no fueron expuestos al
laberinto (AD-PI) o que recibieron adrenalina y fueron expuestos al LCE (AD-PL).;
para esto se hizo un ANOVA de una via (GRUPO) sobre el promedio de los
intervalos R-R, se hallaron diferencias significativas dependientes de GRUPO (F
[2,42] = 6.18; p = 0.004); una prueba Bonferroni post hoc encontré que el
promedio de los intervalos R-R del grupo SS-PL fue mayor que el del grupo AD-PL
(t=3.282, p <0.05), (Figura 17).

Figura 17. Promedio + EEM de los intervalos R-R para las diferentes etapas y sustancias
administradas a las ratas.
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SS= Solucién Salina, AD= Adrenalina, Pl= post-inyeccién, PL= post-LCE. *,
Promedio de los intervalos R-R fue mayor en SS en el periodo Pl que el
promedio de los intervalos R-R para AD en el periodo PL (ANOVA, p = 0.022).

Comparacion de la FR entre diferentes etapas del experimento y los diferentes
farmacos utilizados: Se hizo un ANOVA de dos vias (TTO y Etapa) sobre el
promedio de FR entre los diferentes TTO con y sin exposicion al LCE, no se
hallaron diferencias significativas (p > 0.05) atribuibles a alguno de los factores ni
a las interacciones entre ellos.

Comparacién del VO2 entre diferentes etapas del experimento y los diferentes
farmacos utilizados: Se hizo un ANOVA de dos vias (TTO y Etapa) sobre el
promedio VO2 entre los diferentes TTO con y sin LCE, se hallaron diferencias
significativas dependientes de cada factor y adicionalmente dependientes de
interacciones. Estos resultados al igual que los de las comparaciones multiples
corregidas (Bonferroni) se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Valores de la prueba de comparaciones multiples (Bonferroni) para el VO2.
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Item Factor Valor de la prueba | Valor de p Bonferroni
TTO F [1,27] = 7.947 0.009 AD > SS
VO2 Etapa F [1,27] = 20.225 < 0.001 PL > PI
TTO x Etapa F [1,27] = 10.009 0.004 SS-PI > SS-PL
TTO x Etapa F [1,27] = 10.009 0.004 SS-PI > AD-PI

SS= Solucién Salina, AD= Adrenalina, PI= post-inyeccién, PL= post-LCE.

Analisis de variabilidad de intervalos R-R en las ratas sometidas al LCE.

Comparacién de la diferencia en los indicadores pNN5, 10, 15, 20 y 25 entre los
dos grupos (valores Relativos): Se hizo un ANOVA de dos vias (TTO y PDO)
teniendo como cada pNNx como variable dependiente y se hallaron diferencias
significativas para algunas de ellas que se resumen en la Tabla 16, cuando los
ANOVA indicaron diferencias significativas, se hizo una prueba de Bonferroni post
hoc para las comparaciones multiples corregidas (p <0.05). En ningun caso se
encontraron interacciones significativas entre los factores.

Tabla 16. Resultados del analisis de los pNNx (ANOVA de dos vias).

item | Factor| Valor de la prueba | Valor de p | Bonferroni
pNN5 | PDO F [1,36] = 5.847 0.021 PL > M30
pNN10| PDO F [1,36] = 4.852 0.034 PL > M30

pNN10| TTO | F[1,36]=5.123 0.03 SS > AD
pNN15| PDO | F [1,36] = 4.68 0.037 | PL>M30
pNN15| TTO F [1,36] = 4.23 0.047 SS > AD
pNN20| - - >0.05 -
pNN25| - - >0.05 -

SS= Solucién Salina; AD= Adrenalina; Pl= post-inyeccion; PL= post-LCE; M30=
minuto 30 posterior a la inyeccion.

Comparacién del RMSSD entre los grupos: Se hizo un ANOVA de 2 vias (TTO y
PDO) sobre el RMSSD como variable dependiente, se hall6 diferencia significativa
entre los grupos atribuibles al TTO (F [1,36] = 4.142; p 0.049), una prueba de
Bonferroni post hoc para las comparaciones multiples encontré diferencias siendo
el RMSSD mayor en el grupo que se le inyectd SS que en el que se le inyectdé AD
(t=2.035; p <0.05).

Comparacién del porcentaje de %nPOS vy %NEG: Estos indicadores se refieren a
la ocurrencia de 2 despolarizaciones ventriculares (ondas R) del corazén de la rata
y al intervalo de tiempo que existe entre estos 2 eventos; cuando ocurre una
desaceleracion inmediata de un intervalo respecto al anterior se produce una
diferencia positiva y cuando ocurre una aceleracién inmediata se produce una
diferencia negativa.
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El indicador %nPOS se refiere al valor relativo de intervalos RR adyacentes que
tienen una diferencia mayor que su intervalo precedente dentro de todo el conjunto
de intervalos R-R del registro; al contrario, el %nNEG se refiere al valor relativo de
intervalos RR adyacentes que tienen una diferencia menor que su intervalo
precedente. Para el grupo tratado con SS el analisis de T pareada entre PL y M30
mostré diferencias significativas para el %nPOS [PL > M30 (t = 2.724; p = 0.026)] y
para el %nNEG encontré también diferencias significativas [PL < M30 (t = 2.677; p
= 0.028)]. Para el grupo tratado con AD no hubo diferencias significativas entre los
valores. No obstante, por existir un bajo poder de la prueba se procedio a separar
los datos por TTO y se hallaron diferencias significativas que se resumen en la
Tabla 17.

Tabla 17. Comparaciones de los %nNEG y %nPOS entre Tratamiento y Periodo.

Item Factor | Resultado Valor de la prueba Valor de p
%nPOS | TTO SS>AD t=2.780 [18 gl] 0.012
%nNEG| TTO SS>AD t=2.782 [18 gl] 0.012

%nPOS | PDO | PL>M30 | T pareada = 2.724 [8 gI] 0.026
%nNEG | PDO | PL<M30 | T pareada = 2.677 [8 gI] 0.028

SS= Solucién Salina; AD= Adrenalina; M30= minuto 30 posterior a la inyeccion;
PL= post-LCE; gl= grados de libertad.

Comparacién entre Maximo intervalo R-R y Minimo intervalo R-R entre los grupos
de tratamiento: Un ANOVA de dos vias (TTO y PDO) sobre la duracion del
maximo intervalo encontré diferencia significativa dependiente de TTO (F [1,36] =
6.191; p = 0.018) se hizo una prueba Bonferroni post hoc que hallé SS > AD (t =
2.488; p <0.05) indicando que los mayores intervalos se registraron en el grupo de
SS. Cuando se cambié la variable dependiente para evaluar la duracién del
minimo intervalo hizo un ANOVA de 2 vias (TTO y PDO) que encontré diferencias
significativas dependientes de TTO (F [1,36] = 5.458; p = 0.025) y una prueba
Bonferroni post hoc encontré a SS > AD (t = 2.336; p < 0.05) indicando que los
menores intervalos se registraron en el grupo de AD.

De una manera global, los resultados apuntan que en todos los parametros
indicadores de variabilidad R-R los animales tratados con AD presentan una
menor variabilidad de tales intervalos que los tratados con SS. Adicionalmente, la
variabilidad disminuye a los 30 minutos post-inyeccién.

Resultados del analisis de comportamiento en el LCE
Comparacion de la actividad motora de las ratas sometidas al LCE: Se hizo un

ANOVA de 2 vias (TTO y SES) (SES= sesion) para evaluar el parametro de
CRUZAMIENTOS (Numero de cambios de los lugares virtuales en que se dividié
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el LCE al momento de realizar los registros. Ver materiales y métodos) del LCE
entre los grupos y no se hallaron diferencias, es decir, las ratas tuvieron
comportamiento exploratorio similar independiente del farmaco y la sesion.

Comparacién del Tiempo en el Brazo Abierto (TBA) para cada sesion (SES) y
tratamiento en ratas sometidas al LCE: Se hizo un ANOVA 2 vias (TTO y SES)
que encontré diferencias significativas dependientes de interacciones (F [1,36] =
5.357; p = .026) en donde la prueba de Bonferroni post hoc presentd los
resultados que se ilustran en la Tabla 18.

Tabla 18. Comparacién de TTO y SES en relacion al TBA.

Factores | ltem | Valor de la prueba | Valor de p | Bonferroni
PDO en SS| TBA t= 2.362 <0.05 S1>S2
TTOen S1| TBA t= 2.631 <0.05 SS > AD
PDO en AD| TBA t=0.84 > (0.05
TTO en S2 | TBA t=0.642 > (0.05

PDO, periodo; TTO, tratamiento; TBA, tiempo en brazos abiertos (valor
absoluto); S1, sesion 1; S2, sesion 2; SS, solucidn salina; AD, adrenalina.

Para la evaluacion de los tiempos relativos en el brazo abierto (%TBA) se hizo
un ANOVA de 2 vias no paramétrico (TTO y SES) comparando el porcentaje de
tiempo dentro del brazo abierto con relacidon a la suma de los tiempos de
permanencia en cualquiera de los brazos (se excluye el tiempo en el centro del
LCE) se hallaron diferencias significativas dependientes de interacciones (F [1,36]
= 5.358; p = 0.026); se hizo una prueba Bonferroni post hoc que se resume en la
Tabla 19.

Tabla 19. Comparaciéon de TTO y SES en relacion al %TBA.

Factores | Item | Valor de la prueba | Valor de p | Bonferroni
PDO en SS| %TBA t= 2.362 <0.05 S1>82
TTO en S1| %TBA t= 2.631 <0.05 SS>AD
PDO en AD| %TBA t=0.84 > (.05
TTO en S2 | %TBA t= 0.642 > (0.05

PDO, periodo; TTO, tratamiento; %TBA, tiempo en brazos abiertos (valor
relativo); S1, sesion 1; S2, sesion 2; SS, solucion salina; AD, adrenalina.

Comparacién de las Entradas en el Brazo Abierto (EBA) para cada sesion y
tratamiento en ratas sometidas al LCE: Se hizo un ANOVA de 2 vias (TTO y SES)
para comparar las EBA entre los diferentes grupos de ratas pero no se
encontraron diferencias significativas, a pesar de que hubo un poder bajo en la
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prueba (1-a = .15). Por tal motivo, se procedié a comparar las EBA a través de un
ANOVA de 2 vias (SES y LUGAR) para cada TTO y se encontrd para el grupo de
SS que hubo diferencias por SES (F [1,48] = 6.415 ; p = 0.015) con andlisis
separado por prueba de Bonferroni post hoc S1 > S2 (t = 2.533 ; p < 0.05) y por
LUGAR (F [1,48] = 3.374 ; p = 0.043) con andlisis separado por prueba de
Bonferroni post hoc que encontré L5 > L7 (t = 2.574 ; p < 0.05). Para el grupo de
AD no hubo diferencias significativas (Figuras 18 y 19).

Figura 18. Promedio + EEM de EBA para los diferentes tratamientos y sesiones.
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PDO, periodo; TTO, tratamiento; S1, sesion 1; S2, sesién 2; SS, solucion
salina; AD, adrenalina. *, Numero de entradas en S1 > S2 para el grupo de SS
(ANOVA, p =0.015).

Para la evaluacién de las entradas relativas en el brazo abierto (%EBA) se
hizo un ANOVA de 2 vias (SES y LUGAR) para cada TTO y se encontr6 para el
grupo de SS que hubo diferencias por SES (F [1,48] = 6.415 ; p = 0.015) con
analisis separado por prueba de Bonferroni post hoc S1 > S2 (t = 2.533 ; p <.05) y
por LUGAR (F [1,48] = 3.374 ; p = 0.043) con analisis separado por prueba de
Bonferroni post hoc que encontré L5 > L7 (t = 2.574 ; p < 0.05). Para el grupo de
AD no se hallaron diferencias significativas aunque el valor de la prueba se ubico
en un valor limitrofe (F [1,48] = 3.144; p = 0.05) pero con un poder bajo (1-a =
0.41).
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Figura 19. Promedio + EEM de EBA para los diferentes tratamientos y sesiones
discriminado por lugares.
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PDO, periodo; TTO, tratamiento; S1, sesion 1; S2, sesidon 2; SS, solucion salina;
AD, adrenalina. *, Numero de entradas en L5 > L7 para el grupo de SS en
ambas sesiones (ANOVA, p = 0.043).

7.6. RESULTADOS DEL EXPERIMENTO NUMERO 4

Andlisis de las variables fisiologicas

Este experimento se desarroll6 en 2 etapas, la primera tuvo la intencién de evaluar
el efecto de distintas combinaciones de farmacos (atenolol, midazolam y salina)
sobre las variables fisioldgicas de las ratas Wistar UIS y se realizaron registros de
la frecuenta cardiaca (FC), frecuencia respiratoria (FR) y consumo de oxigeno
(VO2); la segunda etapa se encamindé a evaluar el efecto de las mismas
combinaciones farmacoldgicas sobre el comportamiento en el laberinto en cruz
elevado (LCE) asi como sobre las variables fisiolégicas registradas (FC, FR y
VO2) justo después de someter las ratas a la prueba del LCE. La decision de las
dosis de cada sustancia a aplicar se fundamentdé en datos de experimentos
previos fundamentados en la literatura cientifica disponible y en ensayos de
evaluacion realizados dentro del proceso de estandarizacién de la técnica del
experimento.

Efecto de las distintas asociaciones farmacolégicas sobre la FC en ratas
sometidas al LCE y no sometidas al LCE: Se hizo un ANOVA de 2 vias
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(tratamiento, TTO y periodo, PDO) sobre la FC en las distintas mediciones que se
hicieron en las 2 etapas experimentales y se hallaron diferencias significativas
atribuibles a TTO y PDO, asi mismo se detectaron diferencias significativas
debidas a interacciones. Se hizo un analisis de Bonferroni post hoc para las
comparaciones multiples que resultaron significativas. Los resultados significativos
se resumen en la Tabla 20 y se presentan en la Figura 20.

Tabla 20. Diferencias significativas en la frecuencia cardiaca entre las diferentes etapas y periodos
del experimento 4.

ltem Factor Valor de la prueba Valor de p Bonferroni
TTO F [3,72] = 8.033 <0.001 SS > MA; SM>MAy SA
PDO F[2,72] = 3.263 0.044 BAS > M15
FC PDO en SA F[6,72] =4.195 0.001 BAS > PL y M15
TTO en M15 F[6,72] =4.195 0.001 MA <SSy SM; SA<SSySM
TTO en PL F [6,72] = 4.195 0.001 SA<SMySS

SS, solucién salina; MA, midazolam + atenolol; SM, solucion salina +
midazolam; SA, soluciéon salina + atenolol; BAS, basal; PL, post-LCE; M15,
minuto 15 post-inyeccion.

Figura 20. Promedio + EEM de la frecuencia cardiaca entre las diferentes etapas y periodos
del experimento 4.
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SS, solucion salina; MA, midazolam + atenolol; SM, soluciéon salina +
midazolam; SA, solucién salina + atenolol; BAS, basal; PL, post LCE; M15,
minuto 15 post-inyeccion. *, Frecuencia cardiaca en periodo BAS > PL y M15
en el grupo SA. **, Frecuencia cardiaca en el grupo MA < SS y SM el periodo
M15. £, Frecuencia cardiaca en el grupo SA < SM y SS en el periodo PL. §,
Frecuencia cardiaca en el grupo SA < SM y SS en el periodo M15. (ANOVA de
2 vias, p < 0.05).
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Efecto de las distintas asociaciones farmacoldgicas sobre la FR en ratas
sometidas al LCE y no sometidas al LCE: Se hizo un ANOVA de 2 vias
(tratamiento, TTO y periodo, PDO) sobre la FR en las distintas mediciones que se
hicieron en las 2 etapas experimentales y se hallaron diferencias significativas en
TTO y PDO, asi mismo se detectaron diferencias significativas debidas a
interacciones. Se hizo un analisis de Bonferroni post hoc para las comparaciones
multiples que resultaron significativas. Los resultados significativos se resumen en
la Tabla 21 y se presentan en la Figura 21.

Tabla 21. Diferencias significativas en la frecuencia respiratoria entre las diferentes etapas y

periodos del experimento 4.
Item Factor Valor de la prueba | Valor de p Bonferroni
TT0 F[3,72] = 35.786 <0.001 SS>SA, MAy SM; SA>MAy SM
PDO F[2,72] = 16.93 <0.001 M15 < PLy BAS
PDO en MA F [6,72] = 4.359 <0.001 M15 < PL y BAS
FR PDO en SA F [6,72] = 4.359 <0.001 M15 < BAS
PDO en SM F [6,72] = 4.359 <0.001 BAS > PL y M15
TTO en BAS F [6,72] = 4.359 <0.001 SS>MA
TTO en M15 F [6,72] = 4.359 <0.001 SS>SA, MAySM
TTO en PL F [6,72] = 4.359 <0.001 SS > SA, MAy SM; SA>SM

SS, solucion salina; MA, midazolam + atenolol; SM, solucién salina + midazolam;
SA, solucién salina + atenolol; BAS, basal; PL, post-LCE; M15, minuto 15 post-
inyeccion.

Figura 21. Promedio + EEM de la frecuencia respiratoria entre las diferentes etapas y
periodos del experimento 4.
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SS, solucion salina; MA, midazolam + atenolol; SM, solucién salina +
midazolam; SA, solucion salina + atenolol; BAS, basal; PL, post-LCE; M15,
minuto 15 post-inyeccion. *, Frecuencia respiratoria en el grupo SS > SA, MA'y
SM en el periodo PL. **, Frecuencia respiratoria en el grupo SA > SM en el
periodo PL. £, Frecuencia respiratoria en el grupo SS > SA, MA y SM en el
periodo M15. (ANOVA de 2 vias, p < 0.001).
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Efecto de las distintas asociaciones farmacolégicas sobre el VO2 en ratas
sometidas al LCE y no sometidas al LCE: Se hizo un ANOVA de 2 vias
(tratamiento, TTO y periodo, PDO) sobre el VO2 en las distintas mediciones que
se hicieron en las 2 etapas experimentales y se hallaron diferencias significativas
en TTO y PDO, asi mismo se detectaron diferencias significativas debidas a
interacciones. Se hizo un analisis de Bonferroni post hoc para las comparaciones
multiples que resultaron significativas. Los resultados significativos se resumen en
la Tabla 22 y se presentan en la Figura 22.

Tabla 22. Diferencias significativas en el consumo de oxigeno entre las diferentes etapas y
periodos del experimento 4.

Item Factor Valor de la prueba | Valor de p Bonferroni
TTO F [3,72] = 167.061 < 0.001 SS >SAy MA; SM > SAy MA; MA > SA
PDO F [2,72] = 488.452 < 0.001 BAS <PL y M15; PL > M15
PDO en MA F [6,72] = 60.835 <0.001 PL > BAS y M15
VO2 PDO en SA F [6,72] = 60.835 < 0.001 BAS < PL y M15; PL <M15
PDO en SM F [6,72] = 60.835 < 0.001 BAS < PL y M15; PL > M15
PDO en SS F [6,72] = 60.835 < 0.001 BAS < PL y M15; PL > M15
TTO en M15 F [6,72] = 60.835 < 0.001 SM > SA, MAy SS; SS > SAy MA
TTOen PL F [6,72] = 60.835 <0.001 SS >SAy MA; SM>SAy MA; MA > SA

SS, solucién salina; MA, midazolam + atenolol; SM, solucién salina + midazolam;
SA, solucion salina + atenolol; BAS, basal; PL, post-LCE; M15, minuto 15 post-
inyeccion.

Figura 22. Promedio + EEM del consumo de oxigeno entre las diferentes etapas y periodos
del experimento 4.
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SS, solucién salina; MA, midazolam + atenolol; SM, solucién salina +
midazolam; SA, solucién salina + atenolol; BAS, basal; PL, post-LCE; M15,
minuto 15 post-inyeccion. *, Consumo de oxigeno en el grupo SM > SA, MA 'y
SS en el periodo PL. **, Consumo de oxigeno en el grupo SS > SAy MA en el
periodo M15. ¥, Consumo de oxigeno en el grupo SM > SA y MA en el periodo
M15. (ANOVA de 2 vias, p < 0.001).

78



Andlisis de los registros electrocardiograficos.

Evaluacion del promedio de intervalos R-R entre los diferentes grupos de ratas
sometidas al LCE comparado con las que no fueron sometidas al laberinto: Se
hizo un ANOVA de 2 vias (TTO y PDO) que encontré diferencias significativas
dependientes de TTO e interacciones. Para todos los ANOVA que tuvieron
diferencias significativas se realizé una prueba de Bonferroni post hoc para las
comparaciones multiples (p < 0.05). Los resultados se presentan en la Tabla 23 y
Figura 23.

Tabla 23. Diferencias significativas en el promedio de los intervalos R-R para los grupos del
experimento 4.

Item Factor Valor de la prueba | Valor de p Bonferroni
. TTO F [3,72] = 6.386 < 0.001 MA >SSy SM
Inz:v?:)d:- r [TOenPL| F6,72]=3912 0.002 SA>SM
TTO en M15 F[6,72] = 3.912 0.002 MA >SS y SM; SA > SM

SS, solucion salina; SA, soluciéon salina + atenolol; SM, solucién salina +
midazolam; MA, midazolam + atenolol; BAS, basal; PL, post-LCE; M15, minuto
15 post-inyeccion.

Figura 23. Promedio de los intervalos R-R para los grupos del experimento 4.
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SS, solucion salina; SA, solucion salina + atenolol; SM, solucién salina +
midazolam; MA, midazolam + atenolol; BAS, basal; PL, post-LCE; M15, minuto
15 post-inyeccion. *, Promedio de los intervalos R-R es mayor en SA que SM
en los periodos PL y M15; ** Promedio de los intervalos R-R es mayor en MA
que SS y SM en el periodo M15.
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Evaluacion del promedio de las medianas de los intervalos R-R entre los diferentes
grupos de ratas sometidas al LCE comparado con las que no fueron sometidas al
laberinto: Se hizo un ANOVA de 2 vias (TTO y PDO) sobre la mediana de los
intervalos R-R, entendiéndose esta medicion como el valor que divide la muestra de
intervalos en frecuencias acumuladas del 50% y que este seria un buen parametro
para identificar la tendencia del efecto global de los farmacos sobre la FC, se estim6
este valor para cada animal. Se hallaron diferencias significativas dependientes de
TTO e interacciones. Para todos los ANOVA que tuvieron diferencias significativas se
realizd una prueba de Bonferroni post hoc para las comparaciones multiples (p <
0.05). Los resultados se presentan en la Tabla 24 y en las Figuras 24 y 25.

Tabla 24. Diferencias significativas en la mediana de los intervalos R-R para cada grupo y periodo
del experimento 4.

Item Factor Valor de la prueba | Valor de p Bonferroni
Mediana TT0 F[3,72]=5.82 0.001 MA >SSy SM
Intervalo R-R TTO en PL F[6,72] =4.129 0.001 SA > SM
TTOen M15[ F[6,72] =4.129 0.001 MA >SSy SM; SA > SM

SS, solucion salina; SA, solucidn salina + atenolol; SM, soluciéon salina +
midazolam; MA, midazolam + atenolol; PL, post-LCE; M15, minuto 15 post-
inyeccion.

Figura 24. Diferencias significativas en la frecuencia relativa acumulada de los distintos
intervalos R-R entre los grupos de tratamiento durante el periodo de minuto 15 pos-
inyeccion.
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SS, solucion salina; SA, solucion salina + atenolol; SM, solucién salina +
midazolam; MA, midazolam + atenolol; *, Promedio de las medianas de los
intervalos en el grupo MA es mayor que en los grupos SS y SM; **, Promedio
de las medianas de los intervalos en el grupo SA es mayor que en el grupo SM.
Note que el punto de corte en 50% corresponde a los analisis descritos en el
texto acerca de los promedios de las medianas. (ANOVA 2 vias, p = 0.001)
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Figura 25. Diferencias significativas en la frecuencia relativa acumulada de los distintos
intervalos R-R entre los grupos de tratamiento durante el periodo post-laberinto en cruz
elevado.

Frecuencias acumuladas de intervalos R-R para el periodo PL

120

100 -
80 -
60 -

% ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ —0—SA

40 -

—a— SM

20 -

0

-20

100 120 140 160 180 200 220

SA, solucién salina + atenolol; SM, solucién salina + midazolam; *, Promedio
de las medianas de los intervalos en el grupo SA es mayor que en el grupo SM.
Note que el punto de corte en 50% corresponde a los analisis descritos en el
texto acerca de los promedios de las medianas. (ANOVA 2 vias, p = 0.001)

Andlisis de variabilidad de los intervalos R-R

Comparacién del RMSSD entre los grupos: Se hizo un ANOVA de 2 vias (TTO y
PDO) sobre el RMSSD y se hall6 diferencia significativa entre los grupos
atribuibles al PDO (F [2,72] = 3.489; p 0.036), una prueba de Bonferroni post hoc
para las comparaciones multiples encontré que el RMSSD fue mayor en el periodo
BAS que en M15 (t = 2.59; p < 0.05).

Comparacién del porcentaje de %nPOS y %NEG: En la evaluacion del %nPOS se
hizo un ANOVA de 2 vias (TTO y PDO) sobre esta variable y se encontraron
diferencias significativas dependientes de PDO (F [2,72] = 4.279; p=0.018) y TTO
(F [3,72] = 3.902; p = 0.012); se hizo una prueba de Student-Newman-Keuls post
hoc para las comparaciones multiples que hallé el %nPOS mayor en el periodo
BAS que en M15 (q = 4.132; p < 0.05) y también hallé el %nPOS menor en el
grupo tratado con MA que en el grupo de SA (q = 4.558; p < 0.05) y que en el
grupo de SS (q = 3.956; p < 0.05). A partir de estos hallazgos se concluye que en
el periodo BAS hubo una tendencia a diferencias de intervalos R-R mayores a
cero debido a la desaceleracién entre los mismos comparados con los hallazgos
del periodo M15; al contrario, en el grupo tratado con MA hubo menor proporcion
de diferencias mayores a cero lo cual indicaria una tendencia al acortamiento del
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tiempo entre intervalos R-R adyacentes, es decir, a la aceleracion de la frecuencia
cardiaca cuando se le compara con los grupos tratados con SA y SM.

Para la evaluacion del %nNEG se hizo un ANOVA de 2 vias (TTO y PDO) sobre
esta variable y no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05).

Comparacién de la diferencia en los indicadores pNN5, 10, 15, 20 y 25 entre los
dos grupos (valores Relativos): Se hizo un ANOVA de dos vias (TTO y PDO)
teniendo como cada pNNx como variable dependiente y se hallaron diferencias
significativas para algunas de ellas que se resumen en la Tabla 25; cuando los
ANOVA indicaron diferencias significativas, se hizo una prueba de Student-
Newman-Keuls post hoc para las comparaciones multiples corregidas (p <0.05).
En ningun caso se encontraron interacciones significativas entre los factores.

Para los indicadores pNN5 y pNN25 no se hallaron diferencias significativas (p >
0.05); en el indicador pNN10 no se encontro diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos pero hubo un valor limitrofe en el factor PDO (p=
0.051), no obstante el poder de la prueba estadistica fue bajo (1-a = 0.408) para
dicho factor.

Tabla 25. Resultados del analisis de los pNNx del experimento 4 (ANOVA de dos vias).
item |Factor| Valor de la prueba | Valor de p S-N-K

pNN15] PDO F[2,72] = 3.145 0.037 BAS > PL

pNN20| PDO F[2,72] = 3.99 0.023 BAS > Ply PL

S-N-K, Student-Newman-Keuls; BAS, basal; PL, post-LCE; M15, minuto 15
post-inyeccion.

Evaluacion del maximo y minimo intervalo R-R entre los diferentes grupos de ratas
sometidas al LCE comparado con las que no fueron sometidas al laberinto: Un
ANOVA de dos vias (TTO y PDO) sobre la duracion del maximo intervalo encontré
diferencia significativa dependiente de interacciones (F [6,72] = 2.528; p = 0.028),
para las comparaciones multiples se hizo una prueba Bonferroni post hoc que
hall6 MA > SM en el periodo M15 (t = 2.732; p <0.05) indicando que los mayores
intervalos se registraron en el grupo de Midazolam + Atenolol para dicho periodo;
en los restantes grupos y periodos no se encontraron diferencias significativas (p >
0.05). Cuando se cambié la variable dependiente por la duracion del minimo
intervalo se hizo un ANOVA de 2 vias (TTO y PDO) que encontré diferencias
significativas dependientes de PDO, TTO y de interacciones; el resumen de los
resultados para esta ultima variable se presenta en |la Tabla 26.
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Tabla 26. Diferencias significativas en el promedio del minimo intervalo R-R para cada grupo y
periodo del experimento 4.

Item Factor Valor de la prueba | Valor de p Bonferroni
PDO F [2,72] = 8.527 < 0.001 BAS <PlyPL
Promedio del 170 F [3,72] = 10.742 < 0.001 MA > SS y SM; SA > SM
minimo TTO en PL F [6,72] =4.704 < 0.001 MA > SM; SA>SMy SS
intervalo R-R TTO en M15 F [6,72] =4.704 <0.001 | MA>SSySM; SA>SMySS
PDO en MA F [6,72] = 4.704 < 0.001 M15>BAS y PL
PDO en SA F [6,72] = 4.704 < 0.001 BAS <PlyPL

SS, soluciéon salina; SA, soluciéon salina + atenolol; SM, solucién salina +
midazolam; MA, midazolam + atenolol; BAS, basal; PL, post-LCE; M15, minuto
15 post-inyeccion.

A partir de los resultados se concluye que en los grupos a los que se les inyecto
Atenolol (SA y MA) tuvieron un promedio de minimo intervalo de mayor duracion
respecto al basal, mientras que en el grupo tratado con SM y en el grupo tratado
con SS el promedio de los minimo intervalos R-R se mantuvo sin diferencias
significativas respecto a la cifra basal (Figura 26).

Figura 26. Diferencias significativas en el promedio del intervalo minimo para cada uno de
los grupos del experimento 4.
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SS, solucion salina; SA, solucion salina + atenolol; SM, solucién salina +
midazolam; MA, midazolam + atenolol; BAS, basal; PL, post-LCE; M15, minuto
15 post-inyeccion. *, Promedio del intervalo minimo en el grupo SA fue menor
en el periodo basal que en PL y M15; ** Promedio del intervalo minimo en el
grupo MA fue mayor en el periodo M15 que en BAS y PL.

Resultados del analisis de comportamiento en el LCE
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Al final del experimento, del grupo MS se descarté un animal de acuerdo a los
criterios de Chauvenet. Con este procedimiento, los valores de las entradas
(absolutas y relativas) y las permanencias (absolutas y relativas) a los brazos
cerrados y al centro fueron significativamente diferentes de los otros animales de
su grupo. Este animal permanecié toda la primera sesién en el lugar 4 (centro)
posiblemente debido a un efecto sedante o a alguna patologia no detectada.

Comparacion de la actividad motora de las ratas sometidas al LCE: Se hizo un
ANOVA de 2 vias (TTO y SES) (SES, sesién) para evaluar el parametro de
CRUZAMIENTOS (paso de un brazo al otro sin importar si es abierto o cerrado)
del LCE entre los grupos y se hallaron diferencias significativas dependientes del
tratamiento, de la sesion y de interacciones entre ellos. Los resultados de resumen
en la Tabla 27. No hubo diferencias significativas en SES para el grupo MA ni en
los diferentes TTO durante la sesion 1 (p > 0.05). En cambio con los demas
grupos la actividad locomotora fue mayor en la sesiéon 1 que en la sesion 2 (Figura
27).

Figura 27. Efectos “mneménicos” y actividad locomotora expresados por los
cruzamientos dentro del LCE para el experimento nimero 4.

Actividad locomotora por sesién

100

oo}
*
sof 1"
oy i 777777777777777777777777
[")]
g 0+----4-----—--"--"-+L - A
5 © Sesién 1
To50 e _
I @ Sesion 2
§ 40 [ — % 7777777777777777777777777
o

30 g o W ——

0] % ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

10 |y iy

SS SA SM MA

SS, solucion salina; SA, solucion salina + atenolol; SM, solucién salina +
midazolam; MA, midazolam + atenolol. *, Actividad locomotora fue mayor en el
grupo MA en sesion 2 respecto a los demas grupos (ANOVA 2 vias, p < 0.001).
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Tabla 27. Diferencias significativas en la actividad motora durante el experimento numero 4.

ltem Factor Valor de la prueba | Valor de p Bonferroni
SES F[1,62] = 10.278 0.002 S1>82
. TTO F [3,72] = 3.564 0.019 MA > SS
on‘t:::gizdel TTOenS? | F[3.62)=4674 | <0001 MA > SS, SMy SA
laberinto SES en SA F [3,62] = 4.674 <0.001 S1>82
SES en SM F[3,62] = 4.674 <0.001 S1>82
SES en SS F [3,62] = 4.674 <0.001 S1>82

SS, solucién salina; SA, solucion salina + atenolol; SM, solucién salina +
midazolam; MA, midazolam + atenolol; SES, sesion experimental; TTO,
tratamiento.

Comparacién de las Entradas al brazo abierto (EBA) y del Tiempo en el Brazo
Abierto (TBA) para cada sesion (SES) y tratamiento: Pretendiendo verificar el
efecto de los farmacos sobre la exploracién que hicieron los animales a los lugares
de los brazos abiertos durante la primera sesidon, se realizaron ANOVA de 2
factores (TTO y LUGAR de Brazos Abiertos) sobre las variables: entradas (EBA),
tiempo (TBA), porcentajes de entradas (%EBA) y porcentajes de tiempo (%TBA)
de los lugares 5, 6 y 7 del LCE (correspondientes a lugares de los brazos abiertos;
ver Figura 11).

Los resultados se describen en la Tabla 28. En todos los casos las comparaciones
multiples (Tukey con el grupo SS como control) indicaron que el grupo SS
presentd menor exploracion de los lugares de los brazos abiertos que los otros
grupos y adicionalmente, que el lugar 5 (entrada a los brazos abiertos), fue mas
explorado que los lugares 6 6 7 (p < 0.05).

Tabla 28. Resultados de ANOVA de 2 factores sobre las variables comportamentales del
experimento numero 4.

ITEM | FACTOR| Valor de la Prueba |Valor de p Tukey
EBA TTO F[2,93] = 3.047 0,033 |SS <SA, SMy MA
LUGAR F[3,93] = 9.305 <0.001 |L5>L6yL7
%EBA TTO F[2,93] = 4.357 0,006 |SS <SA, SMyMA
LUGAR F[3,93] = 17.939 <0.001 |L5>L6yL7
TBA TTO F[2,93] = 2.436 0,07 SS < SA, SMy MA
LUGAR F[3,93] = 4.468 0,014 |L5>L6yL7
%TBA TTO F[2,93] = 2.436 0,07 SS < SA, SMy MA
LUGAR F[3,93] = 4.468 0,014 |JL5>L6yL7

SS, solucion salina; SA, solucién salina + atenolol; SM, soluciéon salina +
midazolam; MA, midazolam + atenolol; SES, sesion experimental; TTO,
tratamiento; %EBA, entradas al brazo abierto (valor relativo); EBA, entradas al
brazo abierto (valor absoluto); %TBA, tiempo en el brazo abierto (valor relativo);
TBA, tiempo en el brazo abierto (valor absoluto).
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Con el fin de evaluar el fendbmeno de “One trial tolerance” se realizaron
comparaciones pareadas entre los valores de cada variable obtenida en la primera
sesion (EBA,%EBA, TBA y %TBA) con las correspondientes de la segunda sesion.
Los resultados se presentan en la Tabla 29.

Tabla 29. Resultados de las pruebas t pareadas comparando entradas y tiempo en el brazo abierto
del laberinto en el experimento numero 4.

FACTOR SS SA SM MA
t p t p t P t p
TBA 2,721 0,026] 2,524| 0,036] 3,253| 0,014] 0,724| 0,49
%TBA 2,721 0,026] 2,524 0,036 3,253 0,014} 0,723| 0,49
EBA 2,771 0,024 2,234| 0,056] 2,828| 0,025 0,224| 0,82
%EBA 2,734| 0,026] 1,085 0,31] 4,641| 0,002} 0,463| 0,65

SS, solucion salina; SA, solucion salina + atenolol; SM, solucién salina +
midazolam; MA, midazolam + atenolol; SES, sesidon experimental; TTO,
tratamiento; %EBA, entradas al brazo abierto (valor relativo); EBA, entradas al
brazo abierto (valor absoluto); %TBA, tiempo en el brazo abierto (valor relativo);
TBA, tiempo en el brazo abierto (valor absoluto).

En el grupo de SM la prueba t pareada hall6 diferencias significativas siendo el
TBA en la sesion 1 mayor que en la sesion 2 (t = 3.253 con 7 grados de libertad; p
= 0.014). Para el grupo SA la prueba t pareada hall6 diferencias significativas
siendo el TBA en la sesién 1 mayor que en la sesion 2 (t = 2.524 con 8 grados de
libertad; p = 0.036). Para el grupo SS la prueba t pareada hallo diferencias
significativas siendo el TBA en la sesion 1 mayor que en la sesion 2 (t = 2.721 con
8 grados de libertad; p = 0.026). En el grupo de MA la prueba t pareada no halld
diferencias significativas entre ambas sesiones sobre el TBA (Figura 28).

El analisis de las pruebas t pareadas sobre las EBA de ambas sesiones para cada
grupo se presenta en la Tabla 29. En el grupo de SM la prueba t pareada halld
diferencias significativas siendo mayor el numero de EBA en la sesion 1 que en la
sesion 2 (t = 2.828 con 7 grados de libertad; p = 0.025). Para el grupo SS la
prueba t pareada hallé diferencias significativas siendo el TBA en la sesién 1
mayor que en la sesién 2 (t = 2.771 con 8 grados de libertad; p = 0.024). Para el
grupo SA la prueba t pareada tampoco hallé diferencias significativas en el numero
de EBA pese a que el valor de p fue limitrofe (p = 0.056) pero también hubo un
poder bajo en la prueba (1-a= 0.412).En el grupo de MA la prueba t pareada no
hallé diferencias significativas entre ambas sesiones sobre el TBA (Figura 29).
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Figura 28. Diferencias significativas y efectos “mneménicos” expresados en el tiempo en el
brazo abierto (TBA) del experimento nimero 4.

Tienpo en el brazo abierto por sesion

¢ Sesion 1
@ Sesion 2

SS SA SM MA

SS, soluciéon salina; SA, soluciéon salina + atenolol; SM, solucién salina +
midazolam; MA, midazolam + atenolol; *, TBA en el grupo MA fue mayor en la
sesion 2 que en los demas grupos (Kruskal-Wallis, p < 0.001); g, TBA en el
grupo SS fue menor en que en los demas grupos durante la sesion 1 (ANOVA
de 1 via, p <0.001).

Figura 29. Diferencias significativas y efectos “mnemonicos” expresados en las entradas al
brazo abierto (EBA) del experimento nimero 4.

Entradas a los Brazos Abiertos

12

[ e

¢ Sesion 1
@ Sesion 2

Eventos
o

Ss SA SM MA

SS, soluciéon salina; SA, soluciéon salina + atenolol; SM, solucién salina +
midazolam; MA, midazolam + atenolol; *, EBA en el grupo SM fue mayor en la
sesién 1 que en la sesién 2 (t pareada, p = 0.025); g, EBA en el grupo SS fue
mayor en la sesion 1 que en la sesion 2 (t pareada, p = 0.024).
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8. DISCUSION

El presente proyecto tiene por objetivo evaluar los efectos mnemonicos vy
ansioliticos de la aplicacién de diferentes farmacos dentro del paradigma de la
prueba de Laberinto en Cruz Elevado considerada un modelo experimental de
ansiedad generalizada. Las diferentes intervenciones hechas han perseguido el
objetivo de actuar como moduladores de las respuestas emocionales de los
animales sometidos a la prueba del laberinto. El propdsito principal fue intervenir
sobre el Sistema Nervioso Autonomo periférico (SNAP) de la rata Wistar-UIS,
activandolo o inhibiéndolo con distintos farmacos, para explorar de acuerdo a la
teoria del origen periférico de las emociones acorde a lo postulado por James y
Lange (Ellsworth 1994) sus efectos en la emocionalidad y la memoria emocional.
Esta teoria en principio fue relegada porque iba en contraposiciéon a la teoria
propuesta por Cannon y Bard quienes planteaban con su teoria del origen central
de las emociones al Sistema Nervioso Central (SNC) como el érgano donde se
originaban las emociones (experiencia emocional) y a partir de ello se producian
las respuestas emocionales (somaticas y viscerales); no obstante, con el paso del
tiempo se han venido encontrando evidencias que respaldan la teoria del origen
periférico de las emociones o las contribuciones periféricas a tales emociones
(Carlson et al. 2005a; Critchley et al. 2005; Gray et al. 2007; Pollatos et al. 2005;
van Stegeren et al. 1998).

Se han hecho intervenciones en el presente estudio para activar e inhibir el
Sistema Nervioso Autonomo periférico puesto que existe una amplia evidencia de
efectos deletéreos sobre la memoria asociada a emociones cuando se administran
farmacos inhibidores de las respuestas del SNA pero los estudios previos en su
mayoria han utilizado preparaciones que se aplican directamente a nivel de
algunas estructuras del SNC o que cruzan facilmente la barrera hematoencefalica.
Asi mismo, la administracion de sustancias activadoras del SNA ha mostrado
mejoria del desempefio en las pruebas que evaluan la memoria asociada a
emociones pero los resultados tienen la misma limitacion que los obtenidos por el
uso de inhibidores pues de una u otra forma terminan actuando sobre estructuras
del SNC. La Adrenalina es una molécula polar y por tal razén no cruza la barrera
hematoencefalica en condiciones normales; por su parte el Atenolol es una
molécula hidrofilica y s6lo puede superar la barrera hematoencefalica en
condiciones muy especiales que no son las fisioldégicas (Abrahamsson et al. 1989;
Agon, 1991; Goodman et al. 2006; Muller et al. 2005).

Hay reportadas varias evidencias de las influencias [-adrenérgicas en los
procesos de memoria dentro del complejo amigdaloide. La inyeccion intra-
amigdala post-entrenamiento de Propanolol, antagonista B-adrenérgico, bloquea
los efectos facilitadores de memoria de la Adrenalina y asi mismo ocurre cuando
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se emplea la Noradrenalina en protocolo similar (Liang et al. 1986). El
almacenamiento de la memoria se mejora cuando se administra Clenbuterol,
agonista B-noradrenérgico, bien sea intra-amigdala o sistémico (Introini-Collison et
al. 1991). Ademas la lesion de la stria terminalis, una via aferente/eferente
principal del complejo amigdalino, genera bloqueo de las mejoras de memoria
cuando se administra Adrenalina y Clenbuterol via sistémica o Noradrenalina via
intra-amigdala (Introini-Collison, Miyazaki, y McGaugh 1991; Liang y McGaugh
1983).

Se ha evidenciado que la administracion sistémica o intra-amigdala de agonistas
de GABA y opiaceos producen desmejora de la memoria (Castellano et al. 1989;
Castellano et al. 1990; Izquierdo y Graudenz 1980; McGaugh et al. 1993) pero
estos efectos son bloqueados al administrar antagonistas (-adrenérgicos intra-
amigdala (Ammassari-Teule et al. 1991; Introini-Collison et al. 1989). Tomando en
conjunto estas evidencias sugieren que los sistemas neuromoduladores de la
memoria a nivel de la amigdala dependen de la liberacion de Noradrenalina y la
consiguiente activacion de receptores B-adrenérgicos (McGaugh et al. 1993),
siendo las interacciones de estos receptores dentro de la amigdala las que
determinan los efectos de estas sustancias en el almacenamiento de la memoria
(Introini-Collison et al. 1996).

Podrian agruparse los experimentos en 3 bloques grandes acorde a los
parametros que se evaluaron: primero, variables fisiolégicas (FC, FR, VO2);
segundo, analisis de variabilidad de la frecuencia cardiaca (HRV); tercero, analisis
del comportamiento de las ratas durante la prueba del LCE.

Hallazgos generados del estudio de las variables fisioldgicas.

Los resultados experimentales evidenciaron que la cepa de ratas Wistar UIS
posee unos parametros basales similares a los de otras cepas de ratas Wistar ya
referenciadas en la literatura cientifica y que han sido sometidas a experimentos
(Aubert et al. 1999) que incluyen analisis de variables fisiolégicas y de variabilidad
de frecuencia cardiaca (HRV); por otra parte, se pudo establecer una correlacion
entre el VO2 y el tiempo experimental transcurrido en la cual se hizo evidente que
las ratas presentan un fenédmeno de habituacidén a la camara hermética donde se
hicieron los registros de manera que presentan una tendencia a disminuir el VO2 a
medida que permanecen mas veces dentro de la camara hermética. (Fauchier et
al. 2006; Kuo y Yang 2004).

Se han descrito mecanismos de analgesia dependientes de opioides enddgenos y
otros neurotransmisores en las ratas cuando se les somete a pruebas que
generan ansiedad (Coderre y Rollman 1984; Cristea et al. 1995; Haulica et al.
1995; Terman et al. 1984; Vitale et al. 2005). A partir de estos se consider6 como
hecho importante la evaluacién del efecto de la inyeccién de SS por via i.p. y si
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habia retorno a las condiciones basales 30 minutos después de aplicar la
inyeccion de manera tal que pudiera definirse el impacto de la inyeccién en las
variables fisiolégicas, para tener esto en cuenta cuando se administraran
farmacos, puesto que dicho efecto se podria considerar como un factor de
interferencia que podria tener algun peso a la hora de evaluar e interpretar los
resultados teniendo presente que esta serie de experimentos se habria de ejecutar
en ratas no anestesiadas donde el dolor se mantiene en condiciones similares a
las habituales para una rata enclaustrada en un bioterio experimental. En nuestro
estudio la inyeccién intraperitoneal de SS no ejercié efecto alguno a largo plazo en
las variables fisiologicas de las ratas.

El propdsito de evaluar las ratas sin anestesiarlas fue encaminado por la
necesidad de analizar las variables fisiolégicas y de variabilidad de la frecuencia
cardiaca en las condiciones habituales usadas para la prueba del LCE, de forma
tal que puedan instaurarse como parametros adicionales de evaluacion a los ya
existentes (TBA absoluto y relativo; EBA absolutas y relativas; actividad
locomotora; valoracién del riesgo).

Se evidencié que la inyeccion via i.p. del vehiculo no generd alguna diferencia
significativa en las variables fisioldgicas de las ratas para cada uno de los periodos
evaluados: basal, post-inyeccion (inmediato) y 30 minutos después de la
inyeccion. Tampoco se evidenciaron diferencias significativas al comparar los
periodos Pl y M30 con el BAS. Se hizo evidente una correlacién entre la FC y el
VO2 después de la inyeccion del vehiculo en la que ambas variables tienden a
incrementarse juntas y esto se confirmd por medio de un andlisis de regresion
lineal, esta correlacion puede validarse a través de la medicién del gasto
energético (1 mL de Oxigeno aporta 4.86 Kcal) al convertirlos en equivalentes
metabdlicos (MET) la cual es una medida inferida del VOZ2 a partir de la FC, dando
certeza que los registros de ambas variables son confiables no obstante deben
hacerse algunas correcciones para estimarlo adecuadamente (3,5 Kcal por mL. de
Oxigeno consumido) segun sea el caso (Ainsworth et al. 2000; Moral 2007). A
partir de estos hallazgos se determin6 que el efecto de la inyeccion per se no era
crucial como para tener que realizar algun ajuste especial para los protocolos
experimentales futuros.

Las diferentes dosis de Adrenalina (AD) utilizadas en el experimento 3 etapa 1
permitieron evidenciar los cambios en las variables fisioldgicas generados por la
administracion de este estimulante del SNAP. En general, para la FC se observo
un aumento independiente de la dosis porque con la dosis considerada como
intermedia (0.05 mg/Kg) se hizo evidente una FC mayor; no obstante, los efectos
de las dosis a los 30 minutos después de haberlas inyectado persistieron aunque
en menor grado en los grupos de dosis menor (0.01 mg/Kg) y mayor (0.1 mg/Kg)
mientras que en la dosis intermedia no hubo diferencia con el basal. Estos
hallazgos reproducen el comportamiento descrito de la Adrenalina en los libros
clasicos de farmacologia (Goodman et al. 2006).
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Respecto a la FR se evidenciaron diferencias significativas al comparar los valores
de PI con el basal para todos los grupos, pero en la comparacion del valor en M30
con el basal los cambios persistieron en los grupos de las dosis 0.01 y 0.05
mg/Kg. Con relacion al VO2 sélo hubo diferencias significativas en el grupo de
0.01 mg/Kg para los periodos Pl y M30 comparados con el basal; en los demas no
hubo diferencias significativas. Con los hallazgos presentes se concluye que la
Adrenalina tiene un efecto dependiente de la dosis en el consumo de oxigeno
puesto que en dosis bajas y altas produjo una disminucion del VO2 a expensas de
activacion de vias anaerobias del metabolismo energético; hallazgos similares
fueron reportados por Mallefet y Baguet quienes midieron el VO2 en células de los
fotoforos abdominales de peces los cuales tienen un consumo de oxigeno estable
en condiciones de reposo y cuando se les puso en contacto con Adrenalina
redujeron en 78% la captaciéon de oxigeno, igualmente cuando en presencia de
Adrenalina estimularon los fotéforos para que emitieran luz el VO2 no super6 al
registro de las condiciones de reposo sin Adrenalina. En ratas, Bihler y
colaboradores hallaron que las dosis bajas de Adrenalina produjeron disminucion
en el transporte basal de azucar del musculo diafragma, el cual fue aislado intacto
para los experimentos mientras que las dosis altas produjeron aumento del
transporte basal de azucar, pero esto podria cambiar las condiciones respecto a
un sistema complejo como lo es un ser vivo cuando se le compara con un érgano
aislado (Bihler et al. 1978; Mallefet y Baguet 1987; Sloan et al. 1978).

Para el experimento 3 etapa 2 se tuvo como punto de partida los hallazgos de la
primera etapa que consistié en la exploracién de varias dosis de AD y sus efectos
sobre las variables fisiologicas y para la segunda etapa se seleccion¢ la dosis de
AD considerada como la mas adecuada de la etapa 1, es decir, la dosis de 0,1
mg/Kg porque fue la que mostré efecto significativo no debido al azar en relacidon
al promedio de la FC y la FR justo después de haberla inyectado y mantuvo dicho
aumento de la FC 30 minutos después, a diferencia de las otras dosis que no
generaron incrementos (0,01 mg/Kg) de la FC o si lo hicieron el efecto no fue
sostenido (0,05 mg/Kg) (ver Figura 12). Debido al hecho que el analisis de HRV
era el pardmetro que tendria mayor utilizacién dentro del abordaje de los datos
que produjera el experimento se decidié preferir la dosis que mantenia su efecto
en el tiempo sobre la variable FC para poder valorar mas fielmente los efectos de
la intervencion farmacologica (Seely y Macklem 2004).

En general se hall6 aumento de los promedios de FC, FR y VO2 en el grupo
tratado con Adrenalina comparado con el grupo de Solucién Salina, siendo
evidentes los aumentos de estas variables fisiologicas en el periodo PL y en M30
(ver Tabla 14 y Figura 15). Este es un hallazgo que esta acorde a lo esperado
puesto que la prueba del LCE es un modelo de ansiedad generalizada y per se
condiciona a la generacién de una emocion (miedo) y las emociones producen
respuestas de adecuacion (comportamentales, autonémicas y hormonales) acorde
a la situacion en que se convierten, siendo en este caso el miedo un activador de
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respuestas fisioldgicas asociadas al SNA que preparan al animal para una
confrontacién potencial con algun depredador (Blanchard y Blanchard 1988;
Carlson et al. 2005b; Cruz, Frei, y Graeff 1994). Consecuentemente, se espera
que la prueba de LCE produzca igual influencia sobre las ratas de ambos grupos
en relacion a la produccion endoégena de Adrenalina y que la diferencia entre
grupos en sus variables fisioldgicas esté dada por el farmaco inyectado, siendo la
Adrenalina un activador del SNA se espera que existan mayor frecuencia cardiaca
y respiratoria comparados con el grupo al que solo se le inyecté el vehiculo porque
el LCE estaria aumentando aun mas los niveles séricos de Adrenalina en las ratas
que recibieron el farmaco, estos hallazgos se evidenciaron en el presente
experimento donde hubo diferencias significativas de FC y FR asociadas al TTO
(ver Tabla 14). Con relacion al consumo de oxigeno, se esperaria que no
existieran diferencias porque con hallazgos previos con Adrenalina en las dosis
elegidas no se evidenciaba aumento del VO2 y en nuestro experimento se hall6
aumento del VO2 pero dependiente del periodo experimental mas no del TTO (ver
Tabla 14).

En el experimento numero 4 cuando se quiso evaluar el efecto del Atenolol en el
promedio de la FC, se observd exclusivamente en el periodo post-LCE, una
diferencia estadisticamente significativa del grupo SA y MA comparado con los
grupos SM y SS, teniendo frecuencias menores para el grupo SA y esto confirma
el efecto beta-bloqueador del Atenolol y se mantiene a pesar de haber sometido
las ratas al LCE; no obstante no hubo diferencias significativas entre SA y MA que
sugirieran la existencia de un efecto aditivo en la disminucion de la FC al adicionar
un ansiolitico al tratamiento, por el contrario, se hallé una tendencia al aumento en
la FC en el grupo al que se aplico Midazolam y esto puede deberse al efecto
parasimpaticolitico del farmaco que ha sido descrito en estudios anteriores que
han sido realizados sobre benzodiazepinas (Adinoff et al. 1992; DiMicco 1987;
Vogel et al. 1996). A pesar de haberse evidenciado esta tendencia al aumento de
FC, en el presente estudio no se encontro diferencias significativas al comparar la
FC de los grupos SAy MA en un ANOVA de 2 vias.

Con relacion a la frecuencia respiratoria en estos grupos de experimentacion en el
periodo post-LCE, se evidencié una diferencia estadisticamente significativa del
grupo SS donde el promedio fue mayor al compararlo con los demas grupos y de
particular interés es el hallazgo del grupo SM en el que se encontré la mayor
disminucién de la FR seguido por los grupos MA y SA; la exposicion al LCE
produjo hallazgos divergentes en relacidn al farmaco administrado pues en el caso
del grupo tratado con Midazolam se hallé6 predominio del efecto farmacoldgico
(disminucion de la FR) que no fue revertido por la exposicion al LCE, por el
contrario, en los grupos tratados con Atenolol si hubo aumento de la FR después
del LCE sugiriendo que la administracion de Atenolol puede estar interfiriendo con
la bradipnea ocasionada por el Midazolam. A partir de esto podria deducirse que
el efecto depresor del Midazolam en la FR no se potencia al adicionarle un
farmaco betabloqueador y sumando este hallazgo con el de la frecuencia cardiaca
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se podria proponer que el Midazolam y el Atenolol estan actuando por
mecanismos diferentes no sinérgicos o pueden estar teniendo un efecto de
antagonismo parcial entre las sustancias; sin embargo, la exploracién de estas
posibilidades dentro de la farmacocinética de estos medicamentos supera el
alcance del presente estudio.

Es de notoria trascendencia el hallazgo del aumento del consumo de oxigeno
(VO2) en el grupo tratado con SM el cual fue mayor que el de los demas grupos
tanto en los registros hechos post-LCE como en los realizados 15 minutos
después de inyectar las sustancias evidenciandose un efecto paradodjico pues
disminuyd la FR pero aumentd el VO2 en ambos periodos dentro del mismo grupo,
y dentro de los aumentos de VO2 lo hizo de forma mas acentuada en el grupo de
post-LCE lo cual apuntaria a que la prueba de ansiedad generalizada ejerceria un
efecto activador del metabolismo aerobio de los animales expuestos a al LCE que
bien podria deberse al aumento en la actividad del sistema simpatico o al simple
aumento sostenido de la FC; no obstante, en el grupo de MA hubo menor VO2
que en el de SM y esto podria estar a favor del aumento de la FC como factor
decisivo en el aumento del VO2 para los grupos tratados con Midazolam pese al
hecho de que en el presente estudio no pudo evidenciarse diferencias
significativas de la FC durante el periodo post-LCE entre estos 2 grupos (MA y SA)
y no es posible atribuirle la causa del aumento del VO2 a este unico factor aislado
sin perder de vista el hallazgo de una muy discreta tendencia a mayores cifras de
FC en el grupo SM durante los periodos PL y M15.

También merece mencion en el experimento 4 el aumento del VO2 en los
diferentes grupos de tratamiento donde se evidencid por regla general un
incremento mayor para el periodo PL comparado con el M15 en una proporcién
muy similar entre los grupos excepto para el grupo SA donde se observo que en
M15 era mayor que PL pero no hubo diferencia significativa entre estas dos etapas
(ver Figura 22); en relacion a esto se podrian plantear hipdtesis que expliquen tal
hallazgo: primero, debido a la activacién simpatica que podria ejercer la prueba
del laberinto y que fue contrarrestada con la administracion de Atenolol (B-
bloqueador), segundo, un menor VO2 en PL por la menor actividad locomotora en
el LCE dentro del grupo SA pues no se le administrd ansiolitico no obstante se
hallé actividad similar entre los cuatro grupos cuando se evalué por el parametro
de cruzamientos (ver Figura 27).

Hallazgos generados del estudio de la variabilidad de la frecuencia cardiaca.

La evaluacién de la variabilidad de la frecuencia cardiaca (HRV) se ha convertido
en una herramienta util para la valoracion de los diferentes parametros que indican
activaciéon o atenuacién del SNA (Friedman y Thayer 1998), a través de los
diferentes abordajes que se han desarrollado dentro del analisis de HRV en seres
humanos se ha podido establecer la presencia de algunos atributos que son
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considerados normales dentro del grueso de la poblacidn y algunos que son
caracteristicos de ciertos estados considerados como enfermedad, tanto organicos
como mentales (Buchanan et al. 1993; Dishman et al. 2000; Landen et al. 2004;
Lavoie et al. 2004; Tulen et al. 1994). También se ha utilizado en la exploracion de
estados de activacion del SNA en humanos cuando se les expone a una prueba
de memoria asociada a emociones encontrando que el bloqueo [(-adrenérgico
produce desmejora en el recuerdo libre de una prueba de memoria emocional (van
Stegeren et al. 1998) o evaluaciones de memoria no asociada a emociones
hallando patrones caracteristicos, por ejemplo, los trabajos de Hansen hallaron
que en grupos de humanos con mayor variabilidad de frecuencia cardiaca tuvieron
mejor desempefio en una prueba ejecutiva de memoria de trabajo, por otra parte
Redondo y Del Valle encontraron que la variabilidad disminuia a medida que
aumentaba la complejidad de la tarea en una prueba de memoria no asociada a
emociones (Hansen et al. 2003; Hansen et al. 2004; Redondo y Del Valle-Inclan
1992).

En ratas se han hecho progresos sobre este mismo tépico, lograndose hallazgos
que son utiles en la evaluacion de terapéutica farmacoldgica, por ejemplo el
bloqueo B-adrenérgico con Propanolol produce depresion en el poder del espectro
de baja frecuencia (escala linear) y no modifica el estudio de escala no linear,
mientras que el bloqueo a-adrenérgico no modifica el poder espectral pero si
modifica los hallazgos del estudio de escala no linear (Beckers et al. 2006;
Howarth et al. 2005), estados de enfermedad cardiovascular y de otros 6rganos
(Fauchier et al. 2006; Ponard et al. 2007) y también para evaluar los efectos de
exposicion de sustancias contaminantes (Elder et al. 2007; Kuznetsov et al. 2007;
Rowan, Il et al. 2007). En sintesis, se ha determinado que la activacién simpatica
reduce variabilidad, la activacion parasimpatica aumenta variabilidad y a partir de
ello se pueden construir herramientas de analisis adaptables a la necesidad del
investigador (Hartikainen et al. 1998).

No obstante, también se ha utilizado como un sistema de evaluacién de estados
de activacion del SNA en respuesta a paradigmas de experimentacion de
contenido emocional, tal es el caso de los hallazgos de Depino y Gross, quienes
expusieron ratones BALB/c y C57BL/6 a una exploracion libre en un campo abierto
hallando comportamientos tipo-ansioso aumentados, menor FC y HRV aumentada
en la cepa BALB/c, realizaron un analisis de regresion y hallaron correlacion
significativa entre la FC y la HRV medida a largo plazo (componentes de baja y
muy baja frecuencia) con la actividad locomotora y el tiempo en el centro del
campo; Takeuchi y colaboradores hallaron algunos patrones de disminucién del
exponente [ calculado a partir del promedio de los intervalos R-R cuando
sometian ratas Wistar a estrés cronico por 2 semanas, mientras que la
temperatura corporal y la FC aun no mostraban cambios (Depino y Gross 2007,
Takeuchi et al. 2001). Pero dentro del paradigma del LCE hasta el momento no se
han abordado este tipo herramientas hasta el momento; existen trabajos previos
que han abordado el comportamiento de variables como frecuencia cardiaca y
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presion arterial sin hacer estudio de su variabilidad ademas confinando las ratas a
los brazos abiertos o cerrados lo cual no se asemeja a la presente serie
experimentos y dentro de los hallazgos de estos investigadores se puede resaltar
que la inyeccion intraperitoneal de Atenolol+Atropina no interviene en el efecto de
los agonistas GABA inyectados en el hipotalamo (Shekhar 1993; Shekhar et al.
1993), es evidente que hace falta precisar detalles sobre estos hallazgos pues las
intervenciones farmacologicas fueron varias y no es el protocolo habitual del
laberinto en cruz elevado para medir el efecto ansiolitico de un farmaco.

En concordancia con lo anteriormente expuesto sobre las variables fisiologicas en
el experimento 3 etapa 2, los parametros del electrocardiograma relacionados con
la duracion promedio de los intervalos R-R, a la mediana y el promedio de las
medianas sufren cambios similares a los presentados por las restantes variables
fisiologicas. La Adrenalina ejerce un efecto acelerador de la frecuencia cardiaca y
por ese motivo estos parametros sufrieron una disminucion de su valor en tiempo
(milisegundos) en el grupo tratado con esta sustancia comparados con el grupo al
que solo se le inyecto el vehiculo (ver Figuras 13, 14, 15y 17).

En el experimento numero 4 se observd que el promedio del tiempo de los
intervalos R-R en los 3 periodos de medicion para el grupo tratado con SS no
presentd diferencias significativas, lo cual sugiere que el estimulo doloroso y la
manipulacion durante las 2 inyecciones de Solucion Salina al 0,9% p/v via i.p.
puede ser equivalente con someter las ratas por 5 minutos a la prueba del LCE (y
viceversa) desde el punto de vista del analisis de la frecuencia cardiaca y ante la
ausencia de una intervencion farmacolégica el retorno a la condiciéon basal es
rapido comparado con los hallazgos de los demas grupos, es importante aclarar
en este punto que los datos correspondientes a los periodos BAS y M15
pertenecen al grupo al que se hizo la titulacion de los farmacos pues en el
protocolo de LCE no se hizo registro basal para no estresar a los animales en
grado mayor al producido por manipularlos e inyectarlos con el propoésito de
ajustar el ensayo a los protocolos clasicos de evaluacion del LCE (ver Figura 20).
Ademas, en los grupos tratados con Atenolol se evidencié un aumento del
promedio de tiempo de los intervalos R-R después de haber sido inyectados con el
farmaco (periodos PL y M15), en virtud de esto se hace evidente desde el punto
de vista de la farmacodinamica el efecto bloqueador de la sustancia sobre los
receptores [-adrenérgicos y por tal razén no hay aumento de la frecuencia
cardiaca; no obstante, hubo un mayor promedio en los intervalos R-R del grupo
tratado con Midazolam + Atenolol en el periodo M15 comparado con los grupos
SM y SS lo cual es resultado del efecto del B-bloqueador y del efecto
cardioacelerador del midazolam. Es de notorio interés que la aplicacion de
Midazolam sin Atenolol produjo una disminucion del intervalo R-R en las ratas de
ese grupo apuntando a un probable efecto inhibitorio del sistema parasimpatico
sobre el cual en el presente estudio no es posible determinar si es de origen
central o de origen periférico (Figura 23). Sobre este fendmeno, con la evidencia
actual hay mas factores a favor que en contra de un bloqueo a nivel central por
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medio de un efecto cardioacelerador por bloqueo nucleos centrales del
parasimpatico; hasta la fecha no se ha descrito efecto a antagonista en el
Midazolam, no obstante se han descrito efectos tocoliticos del mismo y otras
benzodiazepinas a través de la posible modulacidn de receptores a1- adrenérgicos
(Zupko et al. 2003).

Estos hallazgos también se hacen evidentes en el cambio del promedio de la
mediana de las frecuencias relativas acumuladas de intervalos R-R, a través de
esta técnica de analisis donde se pueden reconstruir a través de imagenes los
perfiles de los efectos farmacoldgicos de las sustancias y evidenciar graficamente
los cambios que hacen parte de la farmacodinamica de una sustancia (Figuras 14,
24 y 25).

Ya propiamente sobre el terreno del analisis de HRV dentro del presente
experimento se evidenciaron cambios en las variables evaluadas; una de ellas fue
el RMSSD en donde se evaluo la raiz cuadrada de las diferencias de los intervalos
R-R adyacentes (actual con el previo) lo cual le da una mayor solidez desde el
punto de vista estadistico (Seely y Macklem 2004) y genera un resultado en
unidades de milisegundos; en este parametro se hallaron diferencias en el periodo
siendo mayor en los periodos BAS que en los periodos M15 evidenciando que en
los periodos basales hay una mayor fluctuacion entre los intervalos R-R y esto es
algo que se disminuye cuando existen intervenciones (vg. farmacos, dolor debido
a la inyeccion, manipulacion como factor generador de ansiedad entre otros) que
de alguna forma modulan la frecuencia cardiaca generando una menor fluctuacion
entre los intervalos R-R. En el presente estudio no se hallaron diferencias en el
RMSSD entre el periodo PL comparado con el basal.

En el ambito clinico hoy en dia es de amplia utilizacién los indicadores pNNx para
la construccion de indicadores predictivos de desenlace en ciertos estados
patolégicos que tienen relacion con el sistema cardiovascular (Abe et al. 2002;
Govindan et al. 2007; Uehara et al. 1999; Wennerblom et al. 2000) y en afos
recientes se han empezado a explorar este tipo de hallazgos en patologias de
sustrato mental como la esquizofrenia, trastornos del animo bipolar y trastornos de
ansiedad entre otros (Boettger et al. 2006; Carpeggiani et al. 2005; Pieper et al.
2007; Voss et al. 2006). En humanos, se ha establecido como un criterio predictivo
el indicador pNN50, que representa la proporcidon de diferencias de los intervalos
R-R consecutivos mayores a 50 milisegundos, como indicador de prondstico para
enfermedades como el infarto agudo del miocardio y la falla cardiaca (Mietus et al.
2002; Ponikowski et al. 1997; Yildirim et al. 2007).

Evidentemente, en las ratas este nivel de diferencias de 50 milisegundos es
practicamente improbable de hallar en condiciones normales pues el corazon de la
rata late en promedio 300 a 350 veces por minuto (aproximadamente 6 Hz)
mientras que el de un humano adulto lo hace 70 a 90 veces por minuto y no
supera los 200 a 220 latidos por minuto (menos de 4 Hz). Los hallazgos del
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presente experimento han evidenciado al indicador pNN15 como uno sensible a
los cambios de HRV que podrian estar indicando cambios debidos a activacién del
sistema simpatico en ratas puesto que se evidenciaron diferencias (por tratamiento
farmacologico en el 3 y por etapa experimental en el 4) entre los grupos de los
mencionados experimentos cuando se hizo el analisis de este indicador, el cual
cuenta los intervalos consecutivos mayores de 15 milisegundos y los reporta como
un porcentaje respecto al numero total de las diferencias R-R. Es probable que en
futuros experimentos se pueda instaurar esta medida como una de las que pueden
tener algun valor predictivo en el analisis de HRV en ratas. A pesar que se
hallaron otros indicadores de pNNx con diferencias significativas en los diferentes
experimentos, no estuvieron presentes en ambos lo cual les resta atribucién como
una medida robusta de HRV en ratas.

Con el calculo de indicadores como el %nPOS y %nNEG se puede valorar la
desaceleracién y aceleracién inmediata respectivamente entre los intervalos R-R;
de forma que si existe una intervencion que genera una aceleracion en la
frecuencia cardiaca tendra mayor cantidad de diferencias menores que cero y en
general con un aumento del %nNEG. Sucede al contrario con el indicador de
%nPOS donde se evidencia que hay poca ocurrencia de acortamiento de los
intervalos R-R y por eso se presentan principalmente diferencias mayores a cero
en los intervalos adyacentes.

Sobre el %nPOS y %nNEG en experimento 3 etapa 2 se encontraron diferencias
significativas en el grupo tratado con SS el %nPOS fue mayor en el periodo PL
que en M30 y como complemento el %nNEG fue menor en el PL que en M30, esto
podria explicarse por un mecanismo compensatorio de la taquicardia generada por
la activacion adrenérgica originada por la exposicion al laberinto que deriva en una
tendencia a la desaceleracién de la FC y por ende a un aumento en %nPOS al
salir del laberinto; de forma contraria, cuando se realiza el registro en M30 hay una
tendencia a la aceleracion de la FC originada por la manipulacion de la rata
acortandose los intervalos R-R y derivando en un aumento del %nNEG.

En el grupo tratado con AD no se presentaron diferencias en estos parametros
arriba mencionados, puesto que el farmaco esta ejerciendo su efecto y evita que
se presente el mecanismo compensatorio de la taquicardia al salir del LCE, asi
mismo, como persiste en su efecto a los 30 minutos después de la inyeccion se
encontrara un predominio de intervalos R-R cortos y habra poca oportunidad de
aumento de la FC porque el tejido miocardico y el sistema de conduccion eléctrica
del corazén tienen unas propiedades intrinsecas y un periodo refractario que
deben obedecer entre cada evento de despolarizacion.

Para el experimento numero 4, a partir de los hallazgos se concluye que en el
periodo BAS hubo una tendencia a diferencias de intervalos R-R mayores a cero
debido a la poco frecuente aceleracion entre los mismos comparados con los
hallazgos del periodo M15; por el contrario, en el grupo tratado con MA hubo

97



menor proporcion de diferencias mayores a cero lo cual indicaria una tendencia al
acortamiento de las diferencias de tiempo entre intervalos R-R adyacentes, es
decir, a la aceleraciéon de la frecuencia cardiaca cuando se le compara con los
grupos tratados con SAy SS.

Los mecanismos fisiologicos responsables de cambios rapidos e instantaneos de
la frecuencia cardiaca son principalmente parasimpaticos (Levy 1990; Thayer y
Ruiz-Padial 2006). En condiciones normales, cuando se estimula las fibras
vagales (colinérgicas) que llegan al tejido nodal se produce una hiperpolarizacion
por el aumento en la conductancia de potasio en la membrana derivada de la
liberacion de acetilcolina, esta accidén esta mediada por receptores muscarinicos
(M2) ademas que disminuye el AMPc en las células y esto ocasiona una reduccion
en la abertura de los canales lentos de calcio, como resultado se produce un
descenso en la frecuencia de descarga. Por el contrario, cuando se produce
estimulaciéon en los nervios simpaticos, la noradrenalina secretada se une con los
receptores B1 y produce un aumento del AMPc intracelular que facilita la abertura
de los canales lentos de calcio, esto genera un aumento de la corriente de calcio y
de la rapidez de la fase de despolarizacion de la célula del nodo. (Ganong 2006).
A partir de esto se deduce que un posible bloqueo de las aferencias
parasimpaticas cardiacas ejercido por el Midazolam genera el aumento de la FC
observado y se correlaciona con la disminucion del %nPOS evidenciado.

En sintesis, si hay una menor frecuencia cardiaca se esperaria que hubiese mayor
variabilidad en la ocurrencia de estos 2 eventos puesto que dentro del caos que
gobierna los sistemas biolégicos pueden ocurrir intervalos mas largos o cortos
respecto a su antecesor y de todas formas el sistema cumple eficientemente con
su labor dentro de ciertos rangos de frecuencia de operacién en el caso del latido
cardiaco, cuando hay alguna situacion que genere alteracion que caiga fuera de
estos rangos se producira una alteracion en el equilibrio del sistema que puede
desencadenar consecuencias de diversos grados de severidad, produciendo
estados catalogados como enfermedad e incluso poner en riesgo la supervivencia
del sistema.

La duracion de los intervalos es una forma indirecta de estimar las variaciones en
la frecuencia cardiaca en un registro electrocardiografico, porque la duracién de
los intervalos tienen una relacion inversamente proporcional con la frecuencia
cardiaca, es decir, a menor duracion de los intervalos la frecuencia cardiaca es
mayor y viceversa. Con el proposito de establecer una medida de tendencia de la
frecuencia cardiaca en los diferentes registros electrocardiograficos se hizo una
técnica de analisis que contempl6 la duracion del maximo intervalo en cada
electrocardiograma y también se hizo analisis contemplando la duracion del
minimo intervalo. Los hallazgos para el experimento numero 3 se manifestaron
con la presencia de diferencias significativas para la duracion promedio del
maximo intervalo el cual fue mayor en el grupo de SS y el promedio del minimo
intervalo tuvo una duracion mas corta en el grupo de Adrenalina. A partir de esto
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se evidencia que en el grupo de SS los intervalos R-R fueron de mayor duracion y
esto se traduce en una tendencia a presentar una FC menor, mientras que en el
grupo de AD se tuvo una tendencia a que los intervalos R-R fueran de menor
duracion, es decir a que se presente una mayor FC; el propdsito de esta medida
era construir una herramienta adicional (o alternativa a los ya descritos; ver Seely
y Macklem 2004) que permitiera validar los efectos de los farmacos sobre la FC.

Para las ratas del experimento numero 4 los hallazgos con relacién al indicador
maximo intervalo se refieren al hallazgo de diferencias significativas en el
promedio del tiempo del intervalo R-R maximo para el grupo MA donde fue mayor
que en el grupo SM durante el periodo M15; este hallazgo esta a favor del efecto
cronotropico negativo que ejerce el Atenolol y logra establecer una diferencia entre
los dos grupos tratados con Midazolam cuando se les hace registro en este punto
del experimento, el bloqueo (1-adrenérgico del Atenolol no se evidencia de forma
inmediata en este caso, lo cual esta favor del predominio del sistema
parasimpatico en el control rapido de la FC (Thayer y Ruiz-Padial 2006) El
indicador de minimo intervalo en el experimento numero 4 permite, a partir de las
diferencias estadisticamente significativas, concluir que los grupos a los que se les
inyecté Atenolol (SA y MA) tuvieron un promedio de minimo intervalo de mayor
duracion respecto al basal, mientras que en el grupo tratado con SM y en el grupo
tratado con SS el promedio de los minimos intervalos R-R se mantuvo sin
diferencias significativas respecto a la cifra basal (ver Figura 26); esto da evidencia
del efecto B1-antagdnico del Atenolol y que se hace mas acentuado a medida que
progresa el tiempo después de haberlo inyectado en las ratas Wistar-UIS, y a su
vez es otra evidencia a favor de que el control rapido del cronotropismo cardiaco
se relaciona predominantemente con el sistema parasimpatico.

Hallazgos generados del estudio del comportamiento de las ratas en la
prueba del Laberinto en Cruz Elevado (LCE).

Nuestra aproximacién al fenémeno propuso que la memoria asociada a emociones
tiene un componente periférico importante a través de unos 6rganos y receptores
que tienen unas respuestas caracteristicas ante los estimulos que reciben (de tipo
aversivo en el caso del LCE) y que a través del sistema nervioso auténomo (SNA)
envian informaciones aferentes que llevan un registro de su estado y que estas
informaciones actuan como un refuerzo que ayuda a consolidar en la memoria de
largo plazo a ese evento especifico; si se ejerce un bloqueo sobre estas
aferencias es posible que el resultado fuese una atenuaciéon o la abolicion de
fendmenos como el OTT que son bien descritos y reproducibles a la vez que se ha
evidenciado que persisten en el tiempo, es decir, es un efecto mnemaonico pues
aparece en los animales expuestos por segunda vez al LCE en un periodo que
dura hasta 2 semanas entre la primera y segunda exposicién (File, Mabbutt, y
Hitchcott 1990; Vargas et al. 2006).
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En el experimento numero 3 etapa 2 se encontraron diferencias en el TBA
(absoluto y relativo) en relacion al tratamiento y a la sesion experimental, siendo
mayor el TBA en el grupo de SS durante la primera sesiéon que en el grupo AD
(Adrenalina) siendo esto lo esperado al administrar un farmaco con efecto de tipo
ansiogénico como la Adrenalina, ademas el TBA en el grupo con SS fue mayor en
la sesion 1 que en la 2 (ver Tablas 18 y 19).

El parametro de EBA (absoluto y relativo) en el grupo al que se administrd
Adrenalina no tuvo diferencias significativas al comparar este indicador entre
ambas sesiones lo cual es concordante con el resultado esperado al administrar
un farmaco que tiene efecto tipo ansiogénico en dosis altas y puede estar
generando interferencia en la consolidacion, mientras que en el grupo al que no se
le inyectd farmaco (SS) si presentd diferencias significativas entre ambas sesiones
siendo mayor las EBA en la primera sesion. En conjunto, estos hallazgos orientan
en la misma direccion que va la presentacion de un fendmeno dependiente de la
memoria llamado “One Trial Tolerance”, en el cual ocurre una disminucion
sistematica de los parametros de EBA y TBA (absolutos y relativos) en la segunda
sesion después de haber sometido las ratas al laberinto en cruz elevado; en el
grupo de SS, cuando se evalué con mayor detalle las EBA por sectores en que fue
dividido el BA se observo que las entradas al lugar 5 fueron mayores que en el
lugar 7 en ambas sesiones, esto podria utilizarse como un posible indicador de la
evaluacion del riesgo que hace la rata cuando va a explorar el brazo abierto (ver
Figuras 18 y 19) y fue un hallazgo similar al del experimento numero 4 en donde
también siempre hubo mayor EBA y TBA (absolutos y relativos) en el lugar 5
comparado con los demas lugares del BA (ver Tabla 28). A diferencia del
experimento numero 3 en donde no se utilizaron farmacos ansioliticos, en el
experimento numero 4 las EBA y TBA fueron menores en el grupo tratado con SS
(ver Tabla 28).

En el experimento numero 3 no hubo diferencias en el comportamiento
exploratorio en ambas sesiones y esto da evidencia al hecho que no hubo
diferencias entre los grupos que indicaran algun sesgo dependiente de los
animales, farmacos o la prueba en si misma. En el experimento numero 4 las ratas
tuvieron comportamiento exploratorio similar durante la primera sesion (S1) pero
en la segunda estuvo notablemente disminuido para todos los grupos excepto el
de Midazolam + Atenolol (ver Figura 27). A partir de este parametro se puede
evaluar el efecto mnemonico del laberinto ya que la prueba en si misma genera un
estado de ansiedad en el animal de experimentacion, esto le genera un estimulo
para codificar y fijar de forma mas intensa la experiencia que esta viviendo en el
laberinto en sus sistemas de memoria asociada a emociones y en la proxima
ocasion en que sea expuesto a la prueba los circuitos de evocacion de la memoria
pondran presente el estado emocional que tuvo el animal con la primera sesion de
la prueba y produciran un repertorio de respuestas “defensivas” (“evitativas”) que
le haran explorar menos el laberinto y visitar menos los brazos abiertos; es por
este mecanismo que usualmente en la sesion 2 hay disminucién de entradas y
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tiempo en los BA en las ratas sometidas a la prueba, asi mismo en la actividad
locomotora. En el presente trabajo, en el grupo MA no se evidencio este fenomeno
en la segunda exposicion al laberinto mientras que en los demas si ocurrié.

Se ha descrito la existencia de un fendmeno particular llamado One Trial
Tolerance (OTT) (tolerancia por la primera prueba) descrito inicialmente por File y
sus colaboradores (File 1990; File, Mabbutt, y Hitchcott 1990). El OTT consiste en
que al utilizar farmacos de tipo ansiolitico como las benzodiazepinas (Diazepam,
Midazolam, etc.) inyectados a los animales antes de ser sometidos por primera
vez al LCE se obtiene un efecto de tipo ansiolitico pues aumenta la actividad
locomotora, las salidas al BA (absolutas y relativas) y el tiempo transcurrido
(absoluto y relativo) en el BA cuando se les compara con animales que solo
reciben el vehiculo inyectado, pero cuando se reexpone a estos animales al
laberinto previa aplicacion de la benzodiazepina disminuyen notoriamente la
actividad locomotora, las salidas al BA y el tiempo transcurrido en el BA a un nivel
similar al de los animales que fueron inyectados con vehiculo en la primera sesion.
Se han hecho hipétesis variadas sobre el origen del OTT y hasta el momento no
ha habido datos concluyentes que soporten las diferentes teorias que se han
construido a partir de datos experimentales (Bertoglio y Carobrez 2002a;
Calzavara et al. 2005; Cruz-Morales, Santos, y Brandao 2002).

En los experimentos realizados en el presente trabajo se evidencid la evidencia
del OTT en el experimento 3 etapa 2 donde se administré un farmaco activador del
sistema nervioso auténomo (Adrenalina), el cual se inyect6 “apostandole” a
obtener efecto de tipo ansiogénico, se evidencid disminucion de los parametros
(absolutos y relativos) en el grupo tratado con Adrenalina en la primera sesion
respecto al de SS tanto para el TBA (ver Tablas 18 y 19) como para las EBA (ver
Figuras 18 y 19); en la segunda sesion hubo disminucién significativa de TBA
(absolutas y relativas) en el grupo tratado con SS que evidencia la ocurrencia del
OTT (ibid. en Tablas), mientras que en las EBA pese a que no hubo diferencias
significativas entre ambos tratamientos se observé disminucion significativa de
estas (absoluto y relativo) en el grupo de SS respecto a lo registrado en la primera
sesién (ibid. en Figuras), el grupo de AD no tuvo diferencias pareadas en ambas
sesiones; el comportamiento exploratorio fue similar para ambos grupos en ambas
sesiones.

Asi mismo, en el experimento 4 etapa 2 se observé ocurrencia del OTT el cual se
demostro por la disminucion significativa de TBA (absoluto y relativo) en la sesion
2 respecto a la 1 para los grupos SS, SA y SM mientras que no hubo diferencia
en el grupo MA (ver Tabla 29 y Figura 28); con relaciéon al EBA (absoluto y
relativo) hubo disminuciéon significativa en la sesion 2 respecto a la 1 para los
grupos SS y SM lo cual es clara evidencia del OTT, el grupo SA no tuvo
diferencias significativas pese a que el EBA absoluto tuvo valor limitrofe y en el
grupo MA no hubo diferencias lo cual es franca evidencia de la abolicién del
fendbmeno de OTT en dicho grupo (ver Tabla 29 y Figura 29). La actividad
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locomotora fue similar entre los grupos durante la primera sesion, pero hubo
diferencia significativa en el grupo MA en la sesion 2 en la que fue mayor a la de
los otros grupos, esto a consecuencia del efecto amnésico ejercido por la
combinacion farmacoldgica que produjo una atenuacion de las aferencias del
sistema nervioso autonomo periférico sobre los circuitos de memoria asociada a
emociones creando una interferencia en los procesos de memoria emocional, de
forma que al existir una mayor actividad motora habra una mayor tendencia
exploratoria y por lo tanto derivara en una mayor exploracion de los brazos
abiertos (Carobrez y Bertoglio 2005).

Sobre el mecanismo de interferencia en la memoria emocional, este puede
relacionarse posiblemente con la modificacion de la activacion de la amigdala,
estructura fuertemente relacionada con la codificacion de la memoria emocional ya
que interviene en la ponderacion de la severidad de los estimulos aversivos
(Tomaz et al. 1991; Tomaz et al. 1992; Tomaz et al. 1993) creando y orquestando
un “torrente de colorido emocional” en cada una de las diferentes experiencias que
puede tener un individuo (Tomaz, Frank, y Conde 2003), estructura misma que
esta interconectada con nucleos centrales de control del sistema nervioso
auténomo (Kandel et al. 1999c) y que puede estar ponderando las aferencias que
recibe de dichos nucleos dentro del proceso de codificacion de la memoria
asociada a emociones.

Con los resultados del presente experimento podemos concluir que el bloqueo del
sistema nervioso autonomo periférico ejerce un efecto atenuador en la memoria de
eventos de contenido emocional, en este caso aversivos porque el LCE es un
modelo estatico de ansiedad generalizada en el que se somete a los animales a
una prueba en que la tendencia filogenética de los mismos (en este caso, ratas) es
a permanecer en los brazos cerrados. Esta atenuacion de la memoria asociada a
emociones (miedo) se evidencia en la marcada diferencia en los diferentes
parametros emocionales evaluados (EBA y TBA, absolutos y relativos) en los
grupos de experimentacién donde el grupo de Midazolam + Atenolol mostrd
abolicion del OTT mientras que en los tres restantes se present6 el fenomeno tal
como se ha descrito en la literatura cientifica (ver Figuras 28 y 29).
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9. CONCLUSIONES

Los hallazgos del presente trabajo de tesis apoyan fuertemente la teoria de James
y Lange que da un papel preponderante al origen periférico de la memoria
asociada a emociones, al ser bloqueadas estas sefales que se integran en los
circuitos de memoria se produce un efecto de tipo amnésico sobre el evento
aversivo, como el que fue observado en el grupo de Atenolol mas Midazolam
donde el bloqueo del sistema nervioso auténomo periférico adicional a la
benzodiazepina produjo abolicion del fenbmeno de “One Trial Tolerance” por
medio de un efecto atenuador en la memoria de eventos de contenido emocional
medidos a través de la prueba del laberinto en cruz elevado, a diferencia de
evidencias previas que utilizaron B-bloqueadores que atravesaban facilmente la
barrera hematoencefalica y de los cuales se han reportado efectos de la
intervencion farmacoldgica a nivel celular de neuronas hipocampales en relacion a
cambios de la membrana, expresion de genes y otros fenomenos relacionados.

La administracion de Adrenalina ejercio efecto ansiogénico en la primera sesion de
la prueba del LCE al ser evaluado por el TBA, no se hallaron diferencias
significativas en EBA pero el valor de la prueba fue limitrofe y es posible que con
poblaciones mayores se pueda esclarecer este aspecto; muy posiblemente el LCE
sea sensible a un efecto ansiogénico de la Adrenalina a través de la activacion
periférica del sistema nervioso autébnomo ya que esta es una molécula polar y no
atraviesa la barrera hematoencefalica.

La administracion intraperitoneal de Midazolam ejerci6 un efecto de tipo
parasimpaticolitico en la regulacién de la frecuencia cardiaca de las ratas, las
evidencias previas inclinan la balanza hacia un efecto en sitios centrales del
sistema nervioso como el causante de este hallazgo; no obstante, hay
incertidumbre sobre el punto critico que genera este hallazgo.

El analisis de variabilidad de la frecuencia cardiaca en el electrocardiograma
provee herramientas sensibles que permitieron el descubrimiento de parametros
utiles para la medicién de diferencias entre grupos de tratamiento, estado de
activaciéon del sistema simpatico y parasimpatico, creacion de perfiles de efecto
farmacologico que pueden representarse graficamente dando una informacion
mas detallada y la deteccion de cambios a corto y largo plazo entre los grupos de
tratamiento.

Finalmente, las herramientas de analisis de variabilidad aplicado a variables
comportamentales derivadas del estudio del LCE con programas como el
PROSTCOM pueden ayudar a construir modelos computadorizados con la
finalidad de explicar los hallazgos obtenidos con el modelo animal.
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10. RECOMENDACIONES

Aplicando el analisis de variabilidad sobre la evaluacion comportamental se
observaron algunos hallazgos prometedores que pueden cimentar la construccion
de modelos probabilisticos para el analisis y simulacion de experimentos sobre el
LCE cuando se hayan logrado mas avances en el analisis y la interpretacién de
estos resultados, entre estos analisis adicionales pueden tenerse el analisis de
riesgos (hazard ratio) y los otros modelos como los analisis de fractales y entropia.

El analisis de variabilidad de la frecuencia cardiaca en el electrocardiograma
provee herramientas utiles para evidenciar diferencias entre grupos y es un
conjunto de evaluaciones que merece exploraciones adicionales para establecer
criterios mas detallados que se corresponden a los diferentes estados de
activacion emocional en la prueba del laberinto en cruz elevado, ademas puede
aplicarse para otros modelos de evaluacion comportamental.
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11. PERSPECTIVAS

Esta serie de experimentos abre un amplio panorama para investigaciones
posteriores sobre la misma linea de trabajo en relacion a la profundizacion del
conocimiento en tépicos interesantes como los que se presentan a continuacion:

En primera instancia es notorio el efecto parasimpaticolitico del Midazolam que ha
sido someramente referenciado en algunos trabajos de anestesidlogos dentro de
su practica clinica; el Laboratorio de Neurociencias de la Universidad Industrial de
Santander actualmente emprende algunos trabajos para esclarecer la
farmacodinamica y aproximarse al posible sitio donde se puede estar produciendo
este efecto.

Dado que hay evidencias previas que sefialan que el atenolol administrado fuera
del cerebro probablemente no interviene en el efecto tipo ansiolitico que se logra
con un agonista GABA (muscimol) inyectado en el hipotalamo dorsomedial de la
rata, ante esto es imperativo determinar a nivel molecular si este 3-bloqueador no
interviene al utilizarlo en conjunto con benzodiazepinas pues los experimentos
previos referenciados hicieron uso del atenolol con atropina intraperitoneal y el
muscimol intracerebral.

Con relacion al grupo de herramientas de analisis de variabilidad de las sefales
fisiologicas y electrocardiograficas en ratas se pueden proponer nuevos trabajos
que permitan un afinamiento de los parametros de medicion y analisis para de
esta forma esclarecer cuales tienen valor fisiolégico significativo, cuales pueden
relacionarse con ciertos eventos fisiologicos o del ciclo circadiano, cuales pueden
ser indicadores de enfermedad o que detecten factores de riesgo o proteccion
ante un determinado evento e incluso puedan predecir la ocurrencia de un estado
comportamental, fisiolégico o de enfermedad entre otras posibles aplicaciones que
pueden llegar a lograrse a través de la adaptacion a los experimentos que se
llegasen a plantear.

Las mediciones de parametros fisioldgicos y electrocardiograficos brindan unos
parametros adicionales para el analisis comportamental de la prueba del laberinto
en cruz elevado; en el futuro pueden construirse dispositivos que permitan la
adquisicion telemétrica de estas sefiales en los protocolos experimentales y que
puedan generar nuevos hallazgos de los fendmenos que suceden en el animal de
experimentacion mientras es sometido a la prueba.
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