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iy partié de mi labio!
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MAs siempre en vano.
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Quiza el corazén que agita en su adentro

sea el misterioso e inmenso portento

que palpita, se mueve, que arde...

Acaso el cerebro, don magico que ha plasmado

en la historia del misterioso universo

a este ser, poco a poco, verso a verso

y que lo ha de enigméticas maravillas colmado
...Mas tan solo eso,

¢tan solo una maquina perfecta e increible?,

seria tan oscuro, seria tan risible

y perderia su majestuosidad, lo inmenso.

No solo el corazén palpita y no sélo el pensar existe,
no soélo el humano es carne y tendones

sino que en él se forman mil canciones,

canciones que lo hacen conocer el bien y el mal y entender su contraste,
gue lo hacen encontrar el placer de vivir un dia mas,
tener consigo la mas maravillosa hada, la esperanza,
y una vez inclinada la balanza,

entender que su existencia es una estrella fugaz,
una estrella que no desaparecera en el universo,
gue no se perdera en la nada,

por el contrario ird a una dimensién mas preciada

y no quedara oyendo su propio silencio.

Y afiadi: mas mi pregunta no ha sido resuelta,

a lo que él afirmé,- tan solo porque no tiene respuesta...
... Y continu6é mi incansable acoso,

y él contesto: jpreguntale al Todo Poderoso!

Sergio Godinez



‘Memory is ...neither perception or conception, but a
state or affection of one of these, conditioned by lapse
of time. As already observed, there is no such thing as
memory of the present while present, for the present is
object only of perception and the future of expectation,

but the object of memory is the past’

ARISTOTELES, 350 a.C.
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RESUMEN

Una linea de investigacion importante en el campo de la neurobiologia de la
memoria es la del estudio de la participacion de las hormonas corticoadrenales en la
memoria. Cuando sujetos son entrenados en tareas motivadas aversivamente se
produce una respuesta de estrés, la cual provoca, entre otras respuestas fisioldgicas,
liberacion masiva de corticosteroides en la sangre. Se ha mostrado que la activacion de
los receptores a glucocorticoides localizados en la amigdala, el hipocampo y la corteza
prefrontal, facilita la memoria. Por otra parte, se sabe que el estriado es una estructura
cerebral importante para este proceso cognitivo y también se ha mostrado que contiene
receptores a glucocorticoides, aunque se ignora si éstos participan en funciones
cognitivas.

Este trabajo consta de dos partes: la primera tuvo como objetivo determinar si
los glucocorticoides en el estriado participan en el proceso de consolidacion de la
memoria de una tarea de evitacion inhibitoria y la segunda, tuvo como objetivo
determinar si los receptores a glucocorticoides estriatales participan en la formaciéon de
la memoria de contexto o en la formacion de la memoria de la estimulacién nociceptiva,
empleando una tarea de evitacion inhibitoria modificada.

Se utilizaron ratas macho Wistar con canulas implantadas bilateralmente en el
estriado anterodorsal. En la primera parte, se hicieron cuatro experimentos: en el
primero se determind la intensidad de choque eléctrico suficiente para que las ratas
aprendieran la tarea de evitacion inhibitoria; en el segundo las ratas fueron entrenadas
e inmediatamente después se les administr6 una de varias dosis de corticosterona
(CORT); en el tercero se les administro, a diferentes tiempos después del
entrenamiento, la dosis de CORT que produjo un efecto de facilitacién en la memoria en
el segundo experimento; y en el cuarto experimento, se les administr6 RU38486
(antagonista de receptores a glucocorticoides) para bloquear el efecto de facilitacion. En
todos los experimentos los tratamientos fueron administrados a través de las canulas y
la memoria fue medida 48 h después del entrenamiento.

En la segunda parte se realizaron tres experimentos: en el primero se determind
la intensidad de choque eléctrico suficiente para que las ratas aprendieran la tarea de
evitacion inhibitoria modificada; en el segundo se les administr6 CORT inmediatamente
después del componente de contexto; y en el tercero se les administr6 CORT
inmediatamente después del componente de estimulacién nociceptiva. Los resultados
indican que existe un efecto de facilitacion de la memoria inducido por la activacion de
los receptores a glucocorticoides estriatales mediante la administracion de CORT, y que
este efecto es dependiente del momento de la administracién y de la dosis. El
RU38486 bloqueo los efectos de facilitacion de la memoria producidos por CORT. No
se encontraron efectos de la CORT en el estriado sobre los componentes de contexto y
de estimulacion aversiva de la tarea de evitacion inhibitoria modificada.

Los hallazgos sugieren que la activacion de los receptores a glucocorticoides
estriatales es importante para la formacion de la memoria de una tarea de evitacion
inhibitoria.



ABSTRACT

An important line of research in the field of the neurobiology of memory is the
study of the involvement of corticoadrenal hormones in memory. When animals are
trained in aversively motivated tasks a stress response is produced, which provokes,
among other physiological responses, a massive release of corticosteroids into the
blood. It has been shown that activation of glucocorticoid receptors in the amygdala,
hippocampus, and prefrontal cortex, facilitates memory. On the other hand, it is known
that the striatum is importantly engaged in this cognitive process, and it has also been
demonstrated that it contains glucocorticoid receptors, although their possible
contribution to cognition has not been studied.

The present work consists of two parts: the aim of the first one was to determine
whether striatal glucocorticoids participate in memory consolidation of inhibitory
avoidance learning; the second part aimed at determining if striatal glucocorticoid
receptors are involved in the formation of contextual memory or in the formation of
memory of aversive stimulation, using a modified inhibitory avoidance task.

Male Wistar rats, fixed with bilateral cannulae in the anterodorsal striatum, served
as experimental subjects. Four experiments were conducted in the first part of the study;
in the first experiment the intensity of foot-shock sufficient for inhibitory avoidance
learning was determined. In the rest of the experiments, treatments were administered
through the implanted cannulae. In the second experiment one of several doses of
corticosterone (CORT) was administered immediately after training, to independent
groups of rats. In the third one, the optimal dose to improve memory (determined in the
second experiment) was administered at different intervals after training. In the last
experiment, RU38486 (an antagonist of glucocorticoid receptors) was administered to
block the facilitating effect of CORT.

In the second part of this work, three experiments were performed: in the first one
the intensity of foot-shock sufficient to learn the modified inhibitory avoidance task was
determined; in the second one, CORT was administered immediately after exposing the
animals to the context; in the third experiment CORT was administered immediately
after exposing the animals to the aversive stimulation. Memory was measured 48 h after
training.

The results indicate that activation of striatal glucocorticoid receptors, produced
by CORT administration, facilitate memory. This effect is both dose- and time-
dependent. RU38486 blocked the facilitation of memory produced by CORT. No effects
of intrastriatal injections of CORT on the components of the modified inhibitory
avoidance task were found

In conclusion, these data suggest that striatal glucocorticoid receptors activation
is important for the memory of inhibitory avoidance task.



Posible participacion de los corticosteroides estriatales en la memoria

I. INTRODUCCION

El interés cientifico por entender el origen y el desarrollo de las habilidades
cognitivas del ser humano ha generado una gran diversidad de aproximaciones para su
estudio que parten desde las bases moleculares hasta la conducta, tanto simple como
compleja.

Los primeros reportes acerca de estos fendmenos psicolégicos fueron producto
de las observaciones sistematicas de la conducta, de los cambios detectados en la
anatomia cerebral (frenologia) y de las propuestas postuladas con respecto a los
fendmenos fisiolégicos. A finales del siglo XIX con el empleo de modelos animales se
desarrollaron diversas técnicas y disefios experimentales que permitieron indagar mas
sobre los fenomenos fisiol6gicos que ocurren en el sistema nervioso.

Un ejemplo claro lo encontramos con el estudio de los procesos del aprendizaje y
la memoria. Desde la época de los griegos hubo el interés por conocer estos procesos y
de perfeccionarlos; asi admiraron y honraron a los poetas, a los intelectuales y a los
tedlogos porque poseian la virtud de memorizar largos pasajes; Caruthers, 1990 (citado
por Finger, 1994) pensaba que la buena memoria era un signo de perfeccién moral.
Antes del siglo XIX los estudiosos interesados en el tema, como Burnham (1888) y
Locke (1690) (citados por Finger, 1994), se enfocaron en entender cémo la informacion,
a través de mecanismos de asociacion de las ideas o de asociacion de la informacion
en general (apoyada en leyes de contiguidad, similitud y contraste, segun Aristoteles)
era almacenada en un sitio especifico del cerebro.

En el siglo XIX, la memoria es estudiada sistematicamente por primera vez bajo
un esquema cientifico, un ejemplo son los trabajos pioneros de Ebbinghaus, 1885
(citado por Finger, 1994), quien con su paradigma de 2300 silabas sin sentido midio la
adquisicion, el recuerdo y el reconocimiento de la informacion aprendida, variando
factores como la cantidad de material a ser aprendido, el nimero de repeticiones y el
intervalo entre la exposicion de la silaba y el recuerdo.

Méas adelante, Franz y Lashley, 1917 (citado por Finger, 1994) fueron los
primeros en usar los nuevos métodos conductuales de la psicologia experimental

generados por Thorndike (1898) (citado por Finger, 1994), para evaluar los efectos de
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las lesiones cerebrales sobre el aprendizaje y la memoria. Franz y Lashley reportaron
que al menos en la corteza cerebral no se encuentra localizada la memoria y que al
cortar las conexiones entre las diferentes areas cerebrales los animales seguian
presentando una ejecucion correcta

Uno de los primeros trabajos que dio pie a la teoria de sistemas multiples de
memoria fue el estudio llevado a cabo por Scoville y Milner (1957), en el que a un
paciente (llamado por sus siglas H.M.) se le extirpd parte del hipocampo y del I6bulo
temporal como tratamiento para remover los sintomas epilépticos que padecia; la
consecuencia fue una reduccién en los sintomas, pero perdi6 la capacidad de
almacenar memorias de tipo declarativo; mientras que la capacidad de formar
memorias de tipo procedimiento no fueron afectadas (Kandel, 2006).

En los dos ultimos siglos se han realizado investigaciones encaminadas a
descubrir los mecanismos neurobioldgicos involucrados en estos procesos y a
determinar las estructuras cerebrales que participan en su establecimiento.

Por ejemplo, los estudios que han apuntado a la acetilcolina como un mediador
quimico intimamente relacionado con estos procesos, han mostrado que si se
antagoniza este sistema se presenta un cuadro amnésico; mientras que si se
incrementa el tono colinérgico se mejora la memoria (Bammer, 1982; Chang y Gold,
2003a; Gold, 2003; Power, Vazdarjanova y McGaugh, 2003; Prado-Alcala, Fernandez-
Ruiz y Quirarte, 1993; Pych, Chang, Colon-Rivera y Gold, 2005; Ragozzino, 2003;
Warburton y Wesnes, 1984). Con estos estudios se infiri6 que algunas estructuras
cerebrales cuyas neuronas producen acetilcolina o reciben aferencias colinérgicas
deben estar involucradas en el proceso de memoria.

Una de las estructuras que sintetiza y libera acetilcolina es el estriado. Como era
de esperarse, el blogueo de receptores colinérgicos en esta estructura produce
amnesia (Kitabatake, Hikida, Watanabe, Pastan y Nakanishi, 2003; Legault, Smith y
Beninger, 2006; Prado-Alcala et al., 1993) y la administracibn de oxotremorina, un
agonista colinérgico, produce facilitacibn en la memoria de la tarea de evitacion
inhibitoria (Packard, Introini-Collison y McGaugh, 1996). En otras estructuras,
empleando la tarea de evitacion inhibitoria modificada (que permite disociar los

componentes de contexto y de estimulacion), se demostré que la administracion de
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oxotremorina en la corteza del cingulo anterior rostral produce una mejoria en la
memoria cuando es administrada inmediatamente después del componente de
estimulacion nociceptiva (choque eléctrico); mientras que la administracion de este
farmaco en el hipocampo inmediatamente después del componente de contexto (caja
de entrenamiento) produjo los mismos efectos de facilitacion (Malin y McGaugh, 2006).

Otros estudios se han enfocado en el analisis de los efectos emocionales que
surgen durante el entrenamiento de una tarea que tiene que ser aprendida y después
recordada (en la que generalmente se emplea un estimulo aversivo); asi naci6 el
interés por el estudio de la participaciéon hormonal. de Wied (1964) quien fue uno de los
primeros en sugerir que las hormonas participan en los mecanismos del aprendizaje y
de la memoria. Hay varios reportes en los que se ha descrito que las hormonas que
participan en estos procesos son la adrenalina, la noradrenalina, la oxitocina, la
vasopresina, la sustancia P, varios péptidos opioides, como las endorfinas y las
encefalinas, los estrogenos, la hormona adrenocorticotropica (ACTH) y los
corticosteroides (Beatty, Beatty, Bowman y Gilchrist, 1970; Bohus y de Kloet, 1981;
Joéls, Pu, Wiegert, Oitzl y Krugers, 2006; Martinez, Jensen, Messing, Rigter y
McGaugh, 1981; McEwen, de Kloet y Rostene, 1986; Quirarte et al., 2004; Roozendaal,
2003).

Gold y McGaugh (1977) postularon que la respuesta hormonal que sigue a un
evento ambiental particular sirve para establecer la importancia de dicho evento, y al
parecer es ésto lo que repercute en el almacén y en la recuperacion de la informacion.
Es decir, dependiendo del estado de activacion de los sistemas hormonales, éstos
influyen en la retencién de la informacién almacenada, ya sea aumentandola o
debilitdndola. Las experiencias con alto contenido emocional son generalmente bien
recordadas y las hormonas como la adrenalina y el cortisol (o corticosterona en la rata)
liberadas ante este tipo de experiencias participan de una manera importante en la
formacion de la memoria (Joéls et al., 2006; McGaugh, 2000, 2005; Roozendaal, 2003).

Se sabe que en el sistema nervioso central (SNC) hay receptores para diversas
hormonas, tal es el caso de los receptores a corticosteroides, en particular en el
estriado existe este tipo de receptores en sus neuronas, pero se desconoce si tienen

alguna participacion en el proceso mnémico. Asi, surgio el interés de investigar la
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participacion de los corticosteroides estriatales en el proceso de la memoria empleando
la tarea de evitacion inhibitoria y también, el determinar si la activacion de este tipo de
receptores participa en la formacién de la memoria de contexto o de la memoria de
estimulacion nociceptiva, empleando la tarea de evitacion inhibitoria modificada, la cual
nos permite disociar el componente de contexto (ambiente interno de la caja de

evitacion) y el componente de estimulacion nociceptiva (choque eléctrico).
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. ANTECEDENTES GENERALES

[I.1. Conceptos basicos sobre el aprendizaje y la memoria

Los seres vivos que constituyen el reino animal poseen la capacidad de cambiar
sus respuestas conductuales ante los diferentes eventos que se presentan a lo largo de
su ciclo vital, lo cual les ha permitido adaptarse y sobrevivir dentro del medio ambiente
gue los rodea.

El organismo posee la capacidad de recibir informacién, codificarla, procesarla y
de generar una respuesta, pero sobretodo posee la capacidad de retener informacion
(como las caracteristicas de una experiencia y las respuestas conductuales
manifestadas) con la finalidad de que le sean utiles en otra situacion similar. Asi, los
animales y los seres humanos pueden modificar y enriquecer su repertorio conductual
y/o manifestar una respuesta refleja que puede llegar a ser condicionada. Estas
capacidades forman parte de los diferentes procesos cognitivos que se llevan a cabo en
el SNC y son llamados procesos de aprendizaje y memoria.

El proceso de aprendizaje ha sido definido como una serie de modificaciones de
las respuestas que se producen a partir de la experiencia (Aguado-Aguilar, 2001,
Thompson, 1991). También se ha propuesto que es el proceso en el cual una actividad
se origina 0 se cambia a través de la reaccion ante una experiencia determinada. De
esta manera, las caracteristicas del cambio registrado en la actividad no puedan
explicarse con fundamento en las tendencias innatas de respuesta, en la maduracion o
en los estados transitorios del organismo como la fatiga, las drogas y la enfermedad
(Hilgard y Bower, 1983; Prado-Alcala, 1991).

La memoria ha sido definida como un proceso o una facultad de retener (0
almacenar) experiencias pasadas (Bower y Hilgard, 1981). Ademas, el proceso de la
memoria hace referencia a la persistencia del aprendizaje en un estado que puede ser
revelado en otro momento. La memoria es la consecuencia usual del aprendizaje
(Squire, 1987) y es un proceso que permite consolidar, almacenar, acceder y recuperar
la informacion (Estévez-Gonzélez, Garcia-Sanchez y Barraquer-Bordas, 1997; Kandel,
Schawartz y Jessell, 2000).

Andrea Cristina Medina Fragoso 1



Posible participacion de los corticosteroides estriatales en la memoria

Ambos procesos permiten al organismo dar continuidad a la serie de
experiencias que tiene en su vida pasada y presente y, como consecuencia, tiene
mayor éxito en seguir siendo parte del ecosistema al que pertenece (Aguado-Aguilar,
2001).

Un proceso importante que acontece durante el aprendizaje y la memoria es la
consolidacion (Figura 1). Este término fue sugerido en 1900 por Muller y Pilzecker
qguienes propusieron que la memoria que se forma después de una experiencia al
principio es fragil y con el transcurso del tiempo se estabiliza tornAndose menos
vulnerable a la interferencia (citado en Lechner, Squire y Byrne, 1999; McGaugh, 2000,
2005). A mediados del siglo XX, los trabajos de Agranoff y otros investigadores
mostraron que la sintesis de proteinas forma parte del mecanismo de la consolidacion
de la memoria de largo plazo (Fulton, Kemenes, Andrew y Benjamin, 2005; John, 1977).

Consolidacién

Evocacion

MLP
'

Evocacion

.

Memoria

Tiempo (log)

Figura 1. Representacién del proceso de consolidacién de la memoria. El proceso de
consolidacion inicia paralelamente al almacenamiento de la informacion y termina una
vez formada la memoria de largo plazo. La informacién almacenada puede ser
evocada posteriormente. MLP, memoria de largo plazo. Modificado de Dudai, 2004.

Existe una hipotesis que propone que la memoria con informacion reciente es
vulnerable a la accién de eventos que ocurren cercanamente al entrenamiento, los

cuales pueden mejorarla o deteriorarla, estabilizandose con el paso del tiempo. Esta
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hipotesis sobre la vulnerabilidad de la consolidacion ha permanecido hasta nuestros
dias. Una gran parte de la investigacion sobre la consolidacion emplea tratamientos que
deterioran la memoria; sin embargo en 1961, McGaugh y Breen encontraron que la
aplicacion de picrotoxina, inmediatamente después del entrenamiento, durante el
periodo de consolidacion, produce facilitacion de la memoria (citado en McGaugh,
1966). Se ha demostrado que los farmacos que incrementan la excitabilidad neuronal
producen facilitacion de la memoria como es el caso de la estricnina, pentilenetetrazol,
anfetamina, nicotina, cafeina, fisostigmina, etc. (citado en Prado-Alcala, Diaz del
Guante, Garin-Aguilar, Diaz-Trujillo y Quirarte, 2006).

Hay estudios que han tenido como finalidad establecer la duracién de la
consolidacion y se ha propuesto que varia desde unos cuantos segundos 0 minutos
(Duncan, 1949; McGaugh, 1966) hasta algunas horas (Izquierdo et al., 2006; Shadmehr
y Holcomb, 1997), dependiendo del tipo de tarea y del agente amnésico estudiado.

El trabajo experimental para el estudio de estos procesos se inicid a finales del
siglo XIX. Muchos de los trabajos fueron hechos con seres humanos; sin embargo, para
recabar informacion acerca de las bases biolégicas empleando técnicas invasivas se
comenzaron a realizar estudios en animales como la rata, el gato, la paloma, el mono,
etc. Se ha empleado una gran diversidad de tareas sencillas y complejas, en las cuales
se asocian estimulos (aversivos 0 agradables) con respuestas (reflejas o
condicionadas) para incrementar o disminuir la presentacion de una conducta
determinada.

Existen diferentes tipos de condicionamientos, uno de ellos es el
condicionamiento clasico o pavloviano y el otro es llamado condicionamiento operante o
instrumental. En el primero se asocian dos estimulos, uno neutro o condicionado (EC) y
otro incondicionado (El), en donde ante la sola presentacién del EI se produce una
respuesta incondicionada o refleja (Rl), y ante la asociacion repetida de ambos
estimulos el EC producird la Rl que se llamara respuesta condicionada (RC). En el
segundo se asocia una respuesta con un estimulo que puede ser o no ser favorable
para el organismo (reforzador o castigo), y después de varios ensayos la conducta
tiende a repetirse o a disminuir (Kalat, 1995; Prado-Alcala, 1991).
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En las tareas de prevencién o de evitacion se puede presentar en el animal
ambos tipos de condicionamiento. La teoria bifactorial o de dos procesos, formulada por
Mowrer, explica que el estimulo aversivo (choque eléctrico) es el estimulo
incondicionado y el miedo es una respuesta de anticipacion condicionada en forma
clasica. Mientras que una respuesta de evitacion (respuesta instrumental) termina con
la presencia del estimulo condicionado, logrando asi una respuesta condicionada con
un reforzamiento negativo. De esta manera la teoria postula que el escape de la
ansiedad provocada por el estimulo condicionado funciona como el reforzamiento de la
respuesta instrumental en los ensayos de evitacion (Mowrer, 1951).

Una tarea de evitacion consiste en condicionar la ejecucién de una respuesta
instrumental en el momento apropiado que le permite al sujeto impedir o posponer por
cierto tiempo la aparicion de un estimulo aversivo o nociceptivo (Bohus, 2000).

Este tipo de entrenamiento consta de dos paradigmas diferentes: evitacion
inhibitoria y evitacion activa. En ambos casos el sujeto tiene que efectuar una respuesta
instrumental con el objeto de evitar un estimulo aversivo. La diferencia entre estos tipos
de entrenamiento es que en la evitacion activa el sujeto tiene que realizar una
respuesta motora especifica como pasar a un compartimiento contiguo, o subir a una
plataforma. Por el contrario, en la evitacion inhibitoria, el sujeto tiene que dejar de emitir
una respuesta generalmente motora, es decir, inhibir una respuesta dada normalmente
en la situacion de prueba. Una vez que se ha completado el condicionamiento, el
organismo generalmente inhibe la respuesta antes de que se le presente el estimulo
aversivo (Bohus, 2000; Campbell y Church, 1969). La magnitud de la conducta
inhibitoria esta relacionada con la intensidad del estimulo aversivo (Bohus, 2000).

Una variante de la tarea de evitacion inhibitoria, desarrollada por Liang (1999),
es la denominada tarea de evitacion inhibitoria modificada, la cual se desarrolla en tres
sesiones: en la primera sesion (dia 1) se le permite al sujeto explorar la caja durante
tres minutos de manera libre hacia ambos compartimientos (uno de seguridad,
iluminado y otro de castigo, obscuro); en la segunda sesion el sujeto es colocado
directamente en el compartimiento de castigo en donde recibira el estimulo aversivo de
corta duracioén (por ejemplo, un segundo) e inmediatamente después es retirado; y en el

tercer dia se realiza la prueba de retencién, el sujeto es colocado en el compartimiento
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iluminado y se registra el tiempo que tarda en pasar al compartimiento obscuro. Esta
variante nos permite establecer los efectos de un farmaco cuando es administrado
después de la sesion 1 0 la 2, de tal manera que este procedimiento permite separar
ante cual condicion responde la estructura cerebral estudiada.

Este trabajo se enfoca en determinar los efectos de un tratamiento administrado
durante la consolidacion de la memoria, empleando una tarea de evitacion inhibitoria
asi como la versibn modificada. La tarea de evitacion inhibitoria permite tener un
aprendizaje réapido lo cual facilita estudiar los eventos que ocurren después del
entrenamiento (como la consolidaciéon); también, la realizacion de esta tarea depende
de la actividad integra de diferentes estructuras cerebrales (por ejemplo, el estriado) y
se tiene la posibilidad de modificar la intensidad del estimulo aversivo, esto permite
obtener diferentes niveles de retencion, por ejemplo, un nivel de retencion bajo para el
estudio de efectos de facilitacion en la memoria.

Finalmente, el uso de la tarea de evitacion inhibitoria modificada permite
identificar si la manipulacion experimental que se empleé tuvo efectos en la memoria

espacial o en la memoria de la estimulacion nociceptiva.
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I1.2. Estriado

[1.2.1. Anatomia y fisiologia

En la base del cerebro anterior existe un grupo de nucleos denominados
ganglios basales (basales, porque estas estructuras parecen ser la base de los
hemisferios cerebrales y ganglios porque los histdlogos en el siglo XIX los denominaron
asi por ser grupos de neuronas grandes). Los nucleos que componen a estos ganglios,
en los mamiferos, son: el nicleo caudado, el putamen, (juntos forman el estriado en las
ratas), el accumbens (estriado ventral), el globo palido (externo o interno, en la rata se
llama nudcleo entopeduncular, o ventral que incluye el tubérculo olfatorio), la sustancia
nigra (compacta y reticulada), el nucleo subtalamico, el tegmento ventral anterior, la
amigdala y el claustro (Figura 2) (Albin, Young y Penney, 1989; Bargas, Galarraga y
Aceves, 1998).

El nicleo caudado es una extension alargada del putamen. Ambos nucleos
tienen una estructura neuronal similar y juntos son llamados estriado; es llamado asi ya
que hay bandas de fibras que pasan a través de él y que producen una apariencia
estriada. Ademas, estos nucleos son considerados como una entidad anatomica y
funcional (Kitai, 1981). En este escrito se empleara el término estriado para referirse al
caudado-putamen en la rata. El estriado es una masa nuclear de gran extension y no se
distingue el caudado del putamen debido a las fibras cruzadas de la capsula interna que
penetran en él.

El estriado es una estructura a la que desde principios del siglo XIV se le dio la
funcion de control de los procesos cognoscitivos, ya que se pensaba que, por ser una
estructura alargada en forma de gusano, unia la memoria y la imaginacion lo cual tenia
como consecuencia establecer el sentido comun y la razén. En el siglo XVIII se propuso
que las sensaciones corporales eran recibidas por el estriado y después pasaban al
alma. Sin embargo, en el siglo XIX se comienzan a realizar estudios empiricos que le
otorgan un papel importante en la funcion motora y en el mismo siglo se hizo presente
el descubrimiento de la corteza motora, por lo que se concibid al estriado como una
estacion de relevo de la corteza cerebral. En el siglo XX comenz6 a establecerse el

postulado de que los ganglios basales forman parte de un sistema de inhibiciéon bajo la
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influencia de la corteza motora, formando asi un enlace, de manera indirecta, con las
neuronas motoras. Actualmente, se considera que el estriado es una estructura
principalmente integrativa que participa en aspectos sensoriales, cognoscitivos y

motores (Graybiel, 2005; Lévesque y Parent, 2005).

Figura 2. Representacién de los ganglios basales en la rata. Es, estriado; CA,
comisura anterior; GPe, globo palido externo, NE, nlcleo entopeduncular; nSt, nicleo
subtalamico; SNc, sustancia nigra compacta; SNr, sustancia nigra reticulada; Hip,
hipotalamo; GPv, globo pélido ventral y Tu, Tubérculo olfatorio. Modificado de Heimer,
Zahm vy Alheid, 1995.

[1.2.2 Filogenia y ontogenia

Diversos estudios han mostrado que hay similitudes en la organizacion de los
ganglios basales entre los reptiles, aves y mamiferos; al parecer esta organizacion es
ancestral. Entre las caracteristicas fundamentales o primitivas de la organizacion de los
ganglios basales, especialmente del estriado estan:

a) que existe una distincion entre los sistemas estriadopalidal dorsal y ventral en los
tres grupos de animales. El primero se conecta al globo palido externo (en
primates) o globo pélido (en no primates) y al globo palido interno (en primates) o
al nucleo entopeduncular (en no primates). El segundo sistema incluye el
estriado ventral (nucleo accumbens y parte del tubérculo olfatorio) que se
conecta con el palido ventral. En aves y reptiles también se encuentran ambos

sistemas estriadopalidal (Medina y Reiner, 1995, 1997; Russchen, Smeets y
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Hoogland, 1987) y existe una organizacion similar en los anfibios (Marin, Smeets
y Gonzalez, 1998).

gue hay evidencia de la existencia de neuronas espinosas de proyeccion que
son las mas abundantes y contienen GABA (a4cido gama-aminobutirico) asi como
sustancia P y dinorfina o encefalina (Graybiel, 1990; Reiner y Anderson, 1990).
También hay evidencia de la existencia de interneuronas que son GABAérgicas y
colinérgicas, lo cual es otra caracteristica primitiva (Marin, Gonzéalez y Smeets,
1997a). Las interneuronas GABAEérgicas se distinguen con base en su contenido
quimico, en proteinas que ligan a Ca*™" (parvalbumina, calretinina), neuropéptidos
(somatostatina, neuropéptido Y) o sintetasa de oxido nitrico (Anderson y Reiner,
1990; Kawaguchi, Wilson, Augood y Emson, 1995; Reiner y Anderson, 1993;
Veenman, Wild y Reiner, 1995).

otra caracteristica es que existen proyecciones especificas sensoriales del
talamo (informacién sensorial de diferentes modalidades) que llegan al estriado
directamente. Una condicién intermedia se encuentra en los reptiles donde los
ndcleos talamicos sensoriales especificos proyectan a la corteza dorsal, al
claustro y al estriado (Marin, Gonzalez y Smeets, 1997b). Una region del tAlamo
dorsal (nucleos intralaminares en mamiferos) proyecta de manera amplia al
estriado y al palido (Veenman, Medina y Reiner, 1997).

gue hay proyecciones dopaminérgicas muy organizadas hacia el estriado ventral
y dorsal, lo cual sefiala que hay un mecanismo modulatorio de la funcion estriatal
gue esta muy conservado (Smeets, 1991).

gue el sistema estriado-palidal ventral de reptiles y anfibios proyecta a una region
taldmica que se compara al centromediano, lo cual sugiere que hay un circuito
rudimentario que va de los ganglios basales-tdlamo-cortical involucrado en el
componente ventral de los ganglios basales (Medina, Veenman y Reiner, 1997).
gue en aves, el nucleo subtaldmico contiene neuronas glutamatérgicas que
muestran la mayoria de las conexiones descritas en mamiferos, incluyendo las
conexiones reciprocas con el globo palido (Gonzalez, Russchen y Lohman,
1990; Marin et al., 1997a, b; Marin, Smeets y Gonzalez, 1997c; Medina y Reiner,
1997; Russchen y Jonker, 1988).
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Estas caracteristicas fundamentales en la organizacion de los ganglios basales y
en especial del estriado, permiten saber que muchas de las caracteristicas ancestrales
se han conservado a lo largo de la escala filogenética de los vertebrados como son las
aves, los reptiles y los mamiferos (Figura 3).

-~ Mamiferos

P Reptiles
y
e — B
. Anfibios
A

Figura 3. Posicién relativa del estriado y del globo palido en diferentes clases de
vertebrados. Los cortes coronales del cerebro esquematizan una parte rostral (A) y
otra caudal (B). Acc, nucleo acumbens; Cpu, caudado-putamen; DP, palido dorsal;
GP, globo palido; LPO, lébulo paraolfatorio, PA y PP paleoestriado, Str, estriado, TO,
tubérculo olfatorio; VP globo palido ventral. La escala de las barras negras es de 1
mm. Modificado de Marin, Smeets y Gonzalez, 1998.

Los periodos de la neurogénesis del estriado en la rata ocurren principalmente
en el décimo tercer dia embrionario y hasta los 10 dias después del nacimiento. Se ha
descrito que hay un gradiente ventrolateral a dorsomedial a través de toda la extension
rostrocaudal del ndcleo. En la rata, como ya se habia mencionado no hay una clara
separacion entre el caudado y el putamen; sin embargo, los estudios en la
neurogeénesis han dado evidencia de que hay una separacién entre ambos nucleos, ya

gue el gradiente neurogénico varia entre la parte precomisural, siendo de superficial a
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profundo (nucleo caudado) y la parte postcomisural que muestra un gradiente inverso
(putamen). Ademas, Gurdjian (1982) describidé y comparo estas caracteristicas en otras
especies. En el plano rostro-caudal también se han distinguido dos tipos de gradientes
que sustentan lo anterior: la parte precomisural muestra un gradiente neurogénico
caudal a rostral; mientras que en la parte postcomisural el gradiente va de la parte
rostral a la caudal (Bayer, 1984).

La mayoria de las neuronas de aparicion mas temprana forman los parches y
mas tardiamente nacen las células de la matriz, el parche y la matriz es un
compartimento celular que se describird méas adelante (Halliday y Cepko, 1992).

También existe evidencia de que en el estriado del cerebro adulto, hay aparicion
de neuronas nuevas. En un estudio con monos adultos se encontré que las neuronas
marcadas con bromodesoxiuridina (BrdU) fueron mas numerosas en el nucleo caudado
que en el putamen, siendo mas abundantes en la parte dorsomedial que en la parte
ventrolateral en ambas regiones. La distribucion de las neuronas nuevas fue
rostrocaudal y mediolateral con un gradiente decreciente (Bédard, Cossette, Lévesque
y Parent, 2002). Los autores proponen la posibilidad de que las neuronas estriatales

nuevas fueran generadas en la zona subventricular y migraron hacia el estriado.

[1.2.3. Citologia

En general, el estriado esta constituido por dos grandes tipos de células: las
medianas espinosas y las interneuronas (Figura 4). Las primeras reciben y proyectan la
informacién hacia otras estructuras de los ganglios basales y las segundas modulan la
informacién de las medianas espinosas, coordinando y armonizando la actividad
neuronal (Hauber, 1998).

El estriado presenta un compartimento celular en forma de mosaico denominada
parche y matriz, formada por todos los grupos celulares con sus diferentes
caracteristicas. El tipo celular en el parche de rata adulto estd compuesto por células
que tienen receptores a opiaceos, sustancia P, neurotensina y poseen aferencias que
provienen de la corteza prefrontal y tiene proyecciones hacia la sustancia nigra

compacta. La matriz en la rata adulta se identifica porque hay altos niveles de
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somatostatina, receptores a neurotensina y presenta proyecciones que vienen del
ndcleo centromediano. Este compartimento ademas posee células que proyectan hacia

la sustancia nigra reticulada.

Figura 4. Fotomicrografias de dos tipos de neuronas estriatales. La fotomicrografia de
arriba es una mediana espinosa y la de abajo una interneurona colinérgica. Ambas
fueron tomadas con un microscopio de flourescencia (Nikon, Microphot-FXA) usando
epiflourescencia G-2a (filtro > 590 nm). La escala de la barra es de 50 um. Modificada
de Kawaguchi, 1993.

Se ha descrito que el estriado esta formado por seis diferentes tipos de células,
las cuales se distinguen por su tamafio, por las espinas dendriticas, las arborizaciones y
las trayectorias axonales. Las neuronas de proyeccion medianas espinosas constituyen
la mayor parte de este nucleo (90-95%), diferenciandose entre ellas en cuatro tipos: las
medianas espinosas que sintetizan GABA, dinorfina y sustancia P, y que proyectan al
globo palido (parte interna) y a la substancia nigra (parte reticulada); las medianas
espinosas que sintetizan GABA, dinorfina y encefalina, que proyectan al globo palido

(parte externa); y las medianas espinosas que sintetizan GABA y que proyectan a la
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substancia nigra (parte compacta). Las interneuronas (no espinosas) son grandes y
pequefias, su numero es menor. Las grandes no espinosas sintetizan acetilcolina y las
pequefias sintetizan somatostatina y neuropéptido Y (Emerich y Sanberg, 1992; Kemp y
Powell, 1971; Wilson y Groves, 1980).

Existen dos grandes grupos de interneuronas, las que sintetizan acetilcolina y las
que sintetizan GABA; pero las han subdividido en cuatro tipos diferentes (Kawaguchi,
1993; Kawaguchi et al., 1995):

a) las de disparo rapido y duracién corta, son interneuronas que contienen
parvalbumina, siendo inmunorreactivas a GABA y a descarboxilasa del
glutamato (GAD, enzima que sintetiza GABA). Su soma es de forma oval y
sus dendritas tienen un campo de accién de 200 a 300 micrometros;

b) las de bajo umbral de disparo, que son inmunorreactivas a la diaforasa
NADPH (nicotinamida adenina fosfato dinucleotido), se localizan en ellas
somatostatina y neuropéptido Y. Su soma es fusiforme, sus dendritas poseen
un campo de accion de 600 micrémetros y su axén proyecta muchas
colaterales con un campo de accién de 1000 micrometros;

c) las de hiperpolarizacion dependiente del tiempo y que son inmunorreactivas
a ChAT (enzima que limita la tasa de sintesis de acetilcolina). Su soma es
poligonal, sus dendritas se ramifican abundantemente y su axén cambia de
direccion de 500 a 700 micrometros;

d) las interneuronas GABAérgicas que contienen calretinina, que son neuronas
pequefias sin espinas.

Las neuronas del estriado son eléctricamente silentes, ya que durante su
actividad basal no hay potenciales sinapticos. Las aferencias excitatorias que recibe el
estriado desde la corteza generan la actividad en estas neuronas (Kawaguchi, 1993;
Kawaguchi et al., 1995).

I1.2.4. Aferencias

Los estudios acerca de la organizacion anatomica han tratado de explicar el
procesamiento de informacién a lo largo del eje cortico-ganglios basales-talamo-cortical.

Se sabe que hay una complejidad elevada en la organizacién de los circuitos
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intrinsecos del estriado, lo cual comprende unidades modulares mdiltiples que son
distribuidas a través de patrones ordenados y repetitivos. Los ganglios basales modulan
de manera precisa la actividad neuronal de varios sistemas funcionales cerebrales, los
cuales estan involucrados en diferentes aspectos de la conducta psicomotora y
cognitiva.

Las proyecciones cortico-estriatales son la aferencia principal al estriado; el 80%
de las proyecciones corticales hacen sinapsis con el estriado. Los estudios de la
corteza de asociacion en lobulo frontal han mostrado que algunas regiones corticales
restringidas proyectan parasagitalmente a lo largo del estriado (Goldman y Nauta,
1977). Ademas, se ha planteado que este patron es caracteristico para las demas
regiones corticales que proyectan al estriado (Selemon y Goldman-Rakic, 1985). Para
Parent (1990) la organizacion de las proyecciones cortico-estriatales es tripartita, en
donde distingue éareas corticales de asociacion, limbica y sensoriomotora que se
proyectan de una manera segregada en diferentes territorios estriatales, denominados
de asociaciéon, limbicos y sensoriomotores, mostrando sobrelapamiento de la
informacién. Otra caracteristica importante es que las cortezas prefrontales y limbicas
proyectan a los parches; mientras que las cortezas sensoriomotora, frontal, parietal y
occipital proyectan hacia la matriz (Parent y Hazrati, 1995); sin embargo, existen datos
que muestran que hay “racimos” (modulos funcionales) intrinsecos en el estriado que
cumplen determinadas funciones y a pesar de que en ellos converge mucha
informacién, hay una alta especificidad en la informacion que se combina e integra de
manera coherente (Alexander y DelLong, 1985). Graybiel (1990) ha dado el término de
matrisomas a estos modulos funcionales o zonas microexcitables y los ha descrito
como un grupo de ensambles organizacionales entre el parche y la matriz.

Las células medianas espinosas son el blanco de las proyecciones aferentes
(Figura 5) y a su vez forman las proyecciones eferentes de estriado. A la porcion distal
del arbol dendritico llegan las aferencias de la corteza cerebral, el tdlamo (nucleos
intralaminares, ventral anterior, ventral lateral, lateroposterior, mediodorsal y el nucleo
pulvinar) y la sustancia nigra compacta. Las aferentes cortico-estriatales, son
glutamatérgicas, hacen sinapsis excitatorias en la cabeza de la espina dendritica distal
(Bouyer, Miller y Pickel, 1984; Hattori, McGeer y McGeer, 1979; Kemp y Powell, 1971);
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las aferentes que llegan del talamo (centromediano y complejo parafascicular) son
glutamatérgicas y hacen sinapsis excitatorias en la parte distal de las dendritas
(Sadikot, Parent y Francois, 1992; Sadikot, Parent, Smith y Bolam, 1992); y las fibras
nigro-estriatales hacen sinapsis inhibitorias con las espinas de dendritas distales y en el
cuello de las espinas dendriticas. Hay contactos sinapticos entre las neuronas
dopaminérgicas nigro-estriatales y los botones singpticos de las neuronas cortico- o

talamo-estriatales (Totterdell y Smith, 1989).

AS, CxF,
AL y CxPF CxPy CxO
Parche Matriz

Glu (Cx) >— Glu (Talamo)

ACh () Y <)<_OGABA
(Es) (Es)

k O—( Interneuronas
/ .
Medianas espinosas

Figura 5. Aferencias de los ganglios basales. Las aferencias corticales que provienen
del area limbica (AL) y de la corteza prefrontal (CxPF) llegan a las neuronas medianas
espinosas ubicadas en los parches, liberando glutamato (Glu); mientras que las
aferencias corticales que provienen de &area sensoriomotora (AS), la corteza frontal
(CxF), la corteza parietal (CxP) y la corteza occipital (CxO), llegan a las neuronas
medianas espinosas ubicadas en la matriz, liberando glutamato (Glu). Otras aferencias
provienen de la sustancia nigra compacta (SNc) y liberan dopamina (DA); del nucleo
del rafe dorsal (nRD) y liberan serotonina (5-HT) y, las provenientes de interneuronas
del estriado (Es) que liberan acido gamma amino butirico (GABA) o acetilcolina (ACh).
Modificado de Gerfen, 2000.

Se ha especulado que la dopamina puede tener un efecto selectivo en las

aferentes corticales, tal vez bloqueando o modulando las entradas excitatorias masivas
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(Freund, Powell y Smith, 1984). La destruccion de la via dopaminérgica juega un papel
importante en la regulacién de la expresién de péptidos en las medianas espinosas, por
ejemplo, produce un decremento en los niveles de ARNm que codifica sustancia P y
produce un incremento marcado en el ARNm que codifica encefalinas (Augood y
Emson, 1992; Lavoie, Parent y Bedard, 1991).

Otro tipo de aferentes, formadas por las fibras serotoninérgicas estriatales,
vienen del ndcleo del rafe dorsal y forman sinapsis excitatorias de las espinas
dendriticas de las medianas espinosas (Arluison y de la Manche, 1980; Soghomonian,
Descarries y Watkins, 1989).

Las interneuronas proyectan a las medianas espinosas en la region somatica, las
colinérgicas contactan en el pericarion y las GABAérgicas llegan al soma. Todas hacen

sinapsis inhibitorias.

11.2.5 Eferencias

Las proyecciones de salida del estriado (Figura 6), ya sea a través de la via
directa (via estriato-nigral) o de la via indirecta (via estriato-globo palido-nucleo
subtalamico-sustancia nigra) llevan la informacién a los nucleos de salida que son el
globo palido interno o el nucleo entopeduncular y la sustancia nigra reticulada (Gerfen,
1992; Lévesque y Parent, 2005; Smith, Bevan, Shink y Bolam, 1998).

El complejo nigral inerva nucleos talamicos como el mediodorsal y ventral que
proyectan a su vez a la corteza frontal;, mientras que el ndcleo intralaminar proyecta al
estriado. También las proyecciones de la sustancia nigra llegan al ndcleo pedunculo
pontino, a la habénula, a los coliculos superiores y a la formacién reticular parvicelular
(Graybiel, 1990; Smith et al., 1998).

Las eferencias de la via directa estan formadas por neuronas medianas
espinosas que sintetizan GABA, sustancia P, dinorfina y tienen receptores D; 0 Dy,
estas neuronas se comunican con las neuronas GABAérgicas de la sustancia nigra
reticulada o del nucleo entopeduncular. Las eferencias del estriado a través de la via
indirecta estan formadas por las medianas espinosas GABAérgicas que contienen
encefalina y receptores D,. Estas neuronas proyectan hacia neuronas GABAérgicas del

globo palido, las cuales a su vez proyectan a neuronas glutamatérgicas del nucleo
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subtalamico. Este nucleo proyecta al globo palido, al nlcleo entopeduncular y a la
sustancia nigra reticulada (Graybiel, 1990; Smith et al., 1998).

Corteza Cerebral

' () (Y <]
€ b Q)
Estriado
Talamo

#.
Nucleo
Reticular

GPi/SNr _

1 ’ 2| 3| 4 J

Tallo cerebral i l l l i

Médula espinal ) ’
Retroalimentacion
o salida

Figura 6. Principales interconexiones entre las estructuras que forman parte de los
ganglios basales. Las lineas negras indican neuronas que liberan un neurotransmisor
inhibitorio (GABA) y las lineas blancas indican neuronas que liberan un
neurotransmisor excitatorio (Glutamato) y las lineas combinadas son neuronas que
liberan Dopamina. GPe y GPi, globo palido externo e interno; NST, ndcleo
subtaldmico; SNc y SNr, sustancia nigra compacta y reticulada; 1, nlcleo pedidnculo
pontino; 2, nucleo habenular lateral, 3, coliculos superiores y 4, formacién reticular.
Modificada de Smith et al., 1998.

En la rata el 40% de las neuronas envian sus colaterales axdnicas hacia dos
estructuras: al globo péalido y a la sustancia nigra; y el 60% de las neuronas proyectan

directamente ya sea al globo palido o a la sustancia nigra (Parent y Hazrati, 1995).
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Las vias eferentes tienen dos caracteristicas principales: hay especificidad y
multiplicidad en la informacion. La primera se refiere a que hay una organizacion
topografica; es decir, se conserva el eje rostrocaudal en la proyeccion hacia el globo
palido; un eje mediolateral en la proyeccion hacia la sustancia nigra; un eje dorsoventral
es seguido desde el estriado hacia el globo péalido y un eje ventrodorsal del estriado
hacia la sustancia nigra. La multiplicidad consiste en que hay fibras que inervan desde
el estriado hasta el globo palido o la sustancia nigra.

En las eferencias desde el estriado hacia el globo palido se forman bandas
elongadas de fibras varicosas y delgadas, en una orientacion mediolateral y
dorsomedial. Mientras que en la sustancia nigra se forman plexos con una distribucion
dorsolateral con contactos sindpticos que vienen del estriado. Estas neuronas
proyectan a su vez en la sustancia nigra compacta (Parent y Hazrati, 1995).

Smith et al. (1998) plantean que la informacién que surge de la corteza cerebral
es procesada por los ganglios basales. La informacién converge, desde un mayor
namero de neuronas hacia otro de menor niumero de ellas, a través de vias paralelas y
segregadas, con organizacién topograficamente bien establecida, generando asi
patrones conductuales dirigidos a la meta y dependientes del contexto. El analisis
anatomico que se ha desarrollado ha identificado varios sistemas neuronales que
sustentan la integracion de la informacion: las conexiones intrinsecas en el estriado; las
proyecciones ascendentes dopaminérgicas, y las interconexiones cortico-ganglios
basales-talamo y corteza.

Ademas, estos investigadores han establecido que no hay exclusivamente una
via directa o indirecta, sino que existe una red neuronal en donde hay una serie de vias
indirectas que influyen en el procesamiento de la informacion que finalmente llega a
diferentes areas corticales. La descripcion de fibras estriatofugales muestra que hay
neuronas estriatales que proyectan hacia el globo pélido interno y externo, asi como
también a la sustancia nigra; y, Lévesque y Parent (2005), empleando marcadores para
un solo axon, encontraron que 24 de 27 axones inervan en las tres estructuras. Este
tipo de arborizaciones estriatofugales son abundantes en monos, alrededor del 90%, y

es menor en roedores, alrededor del 63.6% (Wu, Richard y Parent, 2000).
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El funcionamiento de los ganglios basales esta implicado en la iniciacion de las
respuestas motoras, en donde la actividad de los ganglios basales va a controlar,
facilitando o inhibiendo, la respuesta de iniciacion motora. Estas vias indirectas parecen
estar mas involucradas en la conducta motora para terminarla o para mediar una
inhibicién selectiva de grupos musculares. Se ha descrito que la primera respuesta del
globo palido, del nicleo subtaldmico y de los nucleos de salida a la estimulacion cortical
es un breve periodo de excitacion. Este fendbmeno va acompafiado por un periodo largo
de inhibicién que produce una disminucion en el disparo neuronal y este periodo se ha
asociado con la desinhibicion de los ganglios basales y el movimiento (Denny-Brown y
Yanagisawa, 1976; Smith et al., 1998).

Se sabe que la dopamina que llega al estriado, es uno de los neurotransmisores
que influye en esta conducta e involucra la participacion de receptores D,; otros
neurotransmisores que participan son la adenosina y la serotonina, contribuyendo en la
respuesta de iniciacion. Por ejemplo, al interferir los receptores A, estriatales a la
adenosina, se altera la actividad de las neuronas estriatopalidales, a través de varios
mecanismos, uno de ellos por la interaccién funcional con los receptores D, (Hauber,
1998).

También la actividad glutamatérgica es importante para la respuesta de iniciacion
al movimiento. Si se bloquean los receptores de NMDA se facilita la respuesta motora
de iniciacion. Este efecto parece estar mediado por la inhibicion de las neuronas
estriatales eferentes indirectas; ademas, el efecto es dependiente del tono de actividad
dopaminérgica en el estriado. Cuando se reduce el tono dopaminérgico la funcién del
receptor NMDA disminuye retardando asi la iniciacion motora en ciertas condiciones.
Un nudcleo que participa directamente en la respuesta de iniciacion motora es el nacleo
subtalamico, cuya inactivacion facilita la respuesta de iniciacién (Hauber, 1998).

Los ganglios basales también estan involucrados en los procesos de aprendizaje
y memoria (Kimura, 1995; Packard y Knowlton, 2002); principalmente el estriado es una
estructura en la que méas se ha explorado dicha funcion cognitiva. Mas adelante se

abordara este punto.
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[1.2.6. Receptores a glucocorticoides

Los receptores a glucocorticoides (GRs) son miembros de la superfamilia de
receptores nucleares que actian como factores de transcripcion para cambiar los
niveles de expresion de genes. Generalmente el receptor clasico comprende un
dominio amino terminal de longitud variable, un dominio de unién a la cadena de ADN y
un dominio de union al ligando de 220 a 250 amino &acidos de longitud en la terminal
carboxilo (Losel y Wehling, 2003). Los GRs forman parte de un complejo multiproteinico
citoplasmico que esta formado por una molécula receptora y varias proteinas de tipo
“heat shock” (conocidas también como chaperonas), hsp90, hsp70, hsp56 y una
molécula de inmunofilina. La disponibilidad del corticosteroide al receptor es regulado
por una enzima llamada 113-hidroxiesteroide deshidrogenasa 1y 2 (11 B —HSD1 6 11B-
HSD?2), la primera convierte la cortisona inactiva en cortisol o corticosterona activa, y la
segunda viceversa. La union del receptor con el corticosteroide (cortisol o
corticosterona, en roedores) genera la disociacion de las proteinas “heat shock”, de la
inmunofilina, en multiples etapas de fosforilacion incrementando asi su afinidad al sitio
del dominio nuclear en la cadena del ADN, denominado elemento responsivo al
corticosteroide (GRE) y una vez que llega al nucleo forma dimeros asi interactda con la
cadena de ADN en el sitio del elemento responsivo al glucocorticoide y con otros
elementos de la maquinaria transcripcional (como la ARN polimerasa) para iniciar la
expresion de genes y la sintesis de proteinas (de Kloet, Vreugdenhil, Oitzl y Joéls,
1998; Meijer, de Kloet y McEwen, 2000; Rashid y Lewis, 2005) (Figura 7); ademas, se
ha propuesto que los receptores son degradados a través de la via de degradacion
mediada por el proteasoma y la ubiquitina (Chrousos y Kino, 2005). Se ha propuesto
que existen receptores membranales en las neuronas, que no han sido aun
caracterizados, pero se ha deducido su existencia a partir de los efectos répidos
(milisegundos a minutos) observados por la administracion de los corticosteroides en
una estructura cerebral (Dallman, 2000; Evans, Moore y Murray, 1998; Johnson, Farb,
Morrison, McEwen y LeDoux, 2005; Meijer et al., 2000).

Se han realizado estudios la amigdala, el hipocampo, la regién septal, el talamo,
el estriado, corteza, etc. Ahima y Harlan (1990) para conocer acerca de la localizacion

de los receptores a glucocorticoides (GRs) en diferentes regiones cerebrales, tales
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como: reportaron cambios en la presencia de GRs en el SNC de la rata después de la
adrenalectomia y del tratamiento con corticosteroides. En el estriado observaron que
una semana después de la adrenalectomia habia disminucion de la densidad de los
GRs en la mayoria de las neuronas. El tratamiento con corticosterona produjo un
incremento en densidad de los GRs. La respuesta a la corticosterona ocurrié a los 5
min, con un pico significativamente mas alto a las 2 horas, después de cuatro semanas

de la adrenalectomia.
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Figura 7. Mecanismos de accion de los glucocorticoides, mediados por la interaccion
de sus receptores: A. La hormona atraviesa la membrana celular, se une al receptor
intracelular (GRi) formando dimeros, cruzan hacia el interior del ndcleo y se unen al
elemento responsivo de la hormona (ERH) en la cadena de ADN o interactlan con un
factor de transcripcion. De esta forma inicia la transcripcion o la represion de genes
regulados por los glucocorticoides. B. La hormona se une al receptor de membrana e
interactla con la cascada de segundos mensajeros asociados a proteinas G. C. La
hormona puede pasar de un estado activo a uno inactivo por la actividad de la enzima
11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Modificado de Tasker, Di y Malcher-Lopes,
2006.

También Morimoto, Morita, Ozawa, Yokoyama y Kawata (1996) describieron,
mediante inmunohistoquimica, la distribucion detallada de los GRs y de ARNm de GRs

usando la técnica de hibridacion in situ, en todo el cerebro de ratas adultas no
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adrenalectomizadas. En el estriado, hay una densidad moderada de GRs y del ARNm,

con una distribuciébn homogénea a lo largo de la estructura (Figura 8).

Figura 8. Localizacion de células que contienen ARNmM de receptores a
glucocorticoides en diferentes regiones cerebrales de la rata, incluyendo el estriado.
Modificada de Morimoto et al., 1996.
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[1.3. Participacion del estriado en los procesos de aprendizaje y memoria

El estriado se reconoce como una de las estructuras que juega un papel
importante en el aprendizaje y la memoria (Packard y Knowlton, 2002). Muchos son los
estudios sobre la participacion de esta estructura en estos procesos, a continuacion se
describen algunos ejemplos.

Los estudios en donde emplean técnicas de lesion, reversible o irreversible, han
demostrado que la lesiébn de este ndcleo produce un deterioro marcado en el
aprendizaje y en la retencion de diferentes tipos de condicionamiento instrumental
(Divac y Oberg, 1979; Packard y Knowlton, 2002). Entre los primeros hallazgos
encontrados se reportd que la lesion del estriado dorsal deterior6 la adquisicion de una
tarea de discriminacion visual en monos (Divac, Rosvold y Szwarcbart, 1967), y que la
lesion electrolitica del estriado generd deterioro en el aprendizaje y en la memoria de
una tarea de evitacion inhibitoria (Prado-Alcala et al., 1975).

Winocur (1974) reportd que en las ratas con lesion en el estriado postero-ventral
se presentd deterioro en la latencia de escape en una tarea de evitacidn activa, es
decir, el tiempo que invirtieron las ratas en el escape fue mayor con respecto al escape
del grupo control. En un estudio en donde administraron, inmediatamente después del
entrenamiento en una tarea de evitacion inhibitoria, lidocaina (anestésico reversible) en
el estriado de ratas se observé deterioro en la retencion (Pérez-Ruiz y Prado-Alcala,
1989). Ademas, con la administracion de tetrodotoxina, Lorenzini, Baldi, Bucherelli y
Tassoni (1995) demostraron que el estriado participa en el proceso de consolidacion de
la memoria al menos hora y media después del entrenamiento.

Datos similares fueron encontrados en un estudio en donde la lesion de células
estriatales en ratas, gener6 un marcado deterioro en la adquisicion y retencion de la
tarea de evitacion inhibitoria (Sandberg, Sanberg, Hanin, Fisher y Coyle, 1984).
Ademds, Cook y Kesner (1988), reportaron que las ratas lesionadas electroliticamente
en el estriado dorsomedial cometieron mas errores en la tarea de laberinto radial.

Packard y McGaugh (1992) entrenaron ratas en una tarea de laberinto acuético
con plataforma visible, y cuando lesionaron el estriado las ratas mostraron deterioro en

la retencion de la tarea. En otro trabajo, estos autores reportaron que estos mismos
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efectos fueron encontrados, ante la inactivacion de la misma estructura con lidocaina,
cuando las ratas fueron entrenadas durante 16 dias en un laberinto en “T* en donde
aprendieron a girar hacia el lado izquierdo para ser reforzadas (Packard y McGaugh,
1996).

Afos mas tarde se demostré que el deterioro en la memoria utilizando la tarea de
laberinto acuético con plataforma visible se debe a la lesidbn de una region estriatal
especifica: la parte dorsomedial del estriado (Devan, McDonald y White, 1999).

Con la finalidad de determinar la participacion de los sistemas de
neurotransmision en el estriado sobre la memoria se realizaron varios estudios en los
que por ejemplo la administracion de atropina (antagonista de los receptores
colinérgicos muscarinicos), inmediatamente después del entrenamiento en una tarea de
evitacion inhibitoria, en la region anterodorsal produjo deterioro en la retencion;
mientras que el mismo tratamiento administrado en la region posterior del estriado no
tuvo efectos (Prado-Alcala, Cruz-Morales y Lopez-Miro, 1980b). En otro estudio con
ratas entrenadas en la tarea de laberinto radial se encontr6 que la administracién
intraestriatal de escopolamina (antagonista de los receptores colinérgicos muscarinicos)
inmediatamente 6 4 horas después del entrenamiento, produjo efectos amnésicos en
los sujetos (Legault et al., 2006).

El efecto amnésico producido por la administracion de atropina en el estriado es
dependiente de la dosis; es decir, conforme la dosis de la droga antimuscarinica se
aumenta, incrementa el deterioro en la retencién (Giordano y Prado-Alcala, 1986;
Prado-Alcala, Fernandez-Samblancat y Solodkin-Herrera, 1985). También es tiempo-
dependiente; es decir, cuando las inyecciones de atropina administradas después del
ensayo en el estriado son mas cercanas en tiempo al momento del entrenamiento,
mayor es el estado amnésico que se produce (Diaz del Guante, Cruz-Morales y Prado-
Alcalg, 1991; Prado-Alcald, Signoret y Figueroa, 1981).

Se ha reportado que la facilitacion de la actividad colinérgica estriatal, a través de
infusiones de colina o acetilcolina, mejoran significativamente la ejecucion de una tarea
de presion de palanca (Prado-Alcala y Cobos-Zapiain, 1979) y mejoran la retencion de
la informacion en una tarea de evitacion inhibitoria (Solana-Figueroa y Prado-Alcala,
1990).
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Barker, Glick, Green y Khandelwal (1982) demostraron que el metabolismo de la
acetilcolina estaba aumentado durante el aprendizaje de una tarea de evitacion
inhibitoria. Por otro lado, la lesion de las neuronas colinérgicas estriatales produjo
deterioro en el aprendizaje de una tarea de laberinto en T (Kitabatake et al., 2003).
Solana-Figueroa y Prado-Alcald (1990) entrenaron ratas en la tarea de evitacion
inhibitoria, y antes del entrenamiento administraron atropina en el estriado, lo cual
produce amnesia; sin embargo, cuando administraron colina en el estriado antes de la
sesion de prueba (realizada 24 horas después del entrenamiento) encontraron que el
tratamiento revirtio el efecto amnésico.

Se ha descrito en algunos estudios que la administracibn de antagonistas
colinérgicos para receptores muscarinicos de tipo 2 (M;) favorece la liberacion de
acetilcolina en el estriado (Carey et al., 2001; Lachowicz et al., 2001). La administracion
de este farmaco a ratas entrenadas en una tarea de evitacion inhibitoria, ya sea antes o
después del entrenamiento, produjo mejoria en la retencion, en la sesién de prueba
realizada 24 horas después del entrenamiento. También, se reporté que estos
antagonistas revirtieron los efectos amnésicos encontrados en ratones cuando se les
administro escopolamina (Carey et al., 2001). Cuando entrenaron ratas en una tarea de
laberinto en Y se libera acetilcolina en el estriado tres veces mas en comparacion con
los niveles basales de la acetilcolina al inicio del entrenamiento (Pych et al., 2005) y en
ratas entrenadas en el laberinto de cruz se observé un cambio en la liberacién de
acetilcolina en el estriado; es decir, al inicio del entrenamiento se observd un
incremento del 30% en su liberacion cuando la rata responde por el sitio de localizacion
del reforzador, pero cuando se produce la transicion hacia una respuesta asociada al
estimulo los niveles de acetilcolina incrementaron a un 40% (Chang y Gold, 2003b).

En estudios con roedores se ha descrito que hay un decremento en la memoria
dependiente de la edad, el cual se correlaciona con el decremento de la actividad
colinérgica cerebral, observada en el estriado, entre otras regiones (Sherman, Kuster,
Dean, Bartus y Friedman, 1981; Strong, Hicks, Hsu, Bartus y Enna, 1980).

También han sido estudiados otros sistemas de neurotransmision ademas del
colinérgico, por ejemplo, a un grupo de ratas, entrenadas en una tarea de evitacion

inhibitoria, se les administré en el estriado, en la region posterior, picrotoxina (que es un
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blogueador de los receptores GABA) y los sujetos presentaron deterioro en la retencion
de la informacién, no presentando el mismo efecto en la regidon anterior
(Salado-Castillo, Diaz del Guante, Alvarado, Quirarte y Prado-Alcala, 1996). El sistema
dopaminérgico del estriado se ha explorado y se ha reportado que las alteraciones de
dicha actividad produjeron deficiencias en la retencion de la informacion (Kim y
Routtenberg, 1976).

Por otra parte, Packard (1999) analizé la participacion del sistema glutamatérgico
en ratas entrenadas en el laberinto de Tolman; en este estudio la administracién
intraestriatal de glutamato produjo transicion acelerada del paso de un tipo de respuesta
espacial a una respuesta de tipo estimulo-respuesta. Packard, Vecchioli, Schroeder y
Gasbarri (2001) mostraron que la administracion de un antagonista a receptores de
glutamato de tipo metabotrdpico, inmediatamente después del entrenamiento en este
tipo de tarea, produjo deterioro en la prueba de memoria, 24 horas después del
entrenamiento.

Otro sistema de neurotransmisién que participa en el proceso de la memoria es
la serotonina. Se ha reportado que la administracion sistémica de para-cloroanfetamina
(PCA) a ratas, antes del entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria produce un
deterioro en la retencion. Solana-Figueroa, Salado-Castillo, Quirarte, Galindo y Prado-
Alcal& (2002) demostraron que la administracion de PCA, previa al entrenamiento, en el
estriado produce un deterioro en la retencion, probada a las 24 h, observando que los
efectos son dependientes del tiempo en el que se realizé la administracion; es decir,
cuando la administracion fue 30 min antes del entrenamiento el deterioro fue menor
que cuando se administr6 5 min antes del mismo. Prado-Alcala, Solana-Figueroa,
Galindo, Medina y Quirarte (2003a) describieron que los receptores de serotonina de
tipo 2 (5-HT,) son los responsables de este efecto amnésico en este tipo de tarea.

Los hallazgos mencionados anteriormente muestran evidencia sobre la
participacion de diversos sistemas de neurotransmision que se encuentran involucrados
en el funcionamiento de esta region cerebral.

El estriado es considerado como parte de un sistema de memoria derivado a
partir de la hipétesis de sistemas de memorias multiples (Packard, Hirsh y White, 1989;
Poldrack y Packard, 2003; Squire, 2004; Thompson y Kim, 1996).
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La hipétesis de sistemas de memorias multiples surgié a partir del debate acerca
de que la memoria, formada a partir del entrenamiento en laberintos, estaba siendo
procesada por la construccion de una representacion interna establecida por los habitos
0 por el establecimiento de un mapa cognitivo y la espera de encontrar el reforzador en
un lugar especifico. Para corroborar estos fendmenos, Packard y McGaugh (1996)
entrenaron a grupos de ratas a recorrer hacia la derecha en el laberinto en T para
obtener un reforzador, una vez aprendida la tarea giraron el laberinto 180 grados, asi se
probé la retencion de las ratas en un solo ensayo, si ellas giraban hacia la derecha
signific6 que memorizaron una respuesta y si giraban hacia la izquierda signific6 que
generaron un mapa espacial en su registro de memoria. Los resultados mostraron que
ambos tipos de representacion fueron manifestados por las ratas, y cuando se
incrementaban estimulos externos favorecian la memoria espacial y cuando eran
escasos estos estimulos favorecian la memoria de respuesta (girar a la derecha).

Con la finalidad de explorar cuales sistemas cerebrales sustentaban la memoria,
administraron lidocaina en el estriado o el hipocampo de las ratas, una semana
después del mismo entrenamiento y encontraron que cuando lo administraron en el
estriado, predomind la respuesta de girar hacia la derecha, lo cual indico que la
representacion espacial no estda dada por esta estructura; mientras que la
administracién en el hipocampo mostré que las ratas no tuvieron ninguna preferencia,
por lo cual concluyeron que el hipocampo es una estructura importante en la memoria
de contexto. En una segunda prueba de retencion (2 semanas después del
entrenamiento) las ratas control mostraron la estrategia de respuesta, mientras que las
ratas que se les administro lidocaina en el estriado no presentaron esta conducta; por lo
tanto, concluyen que el estriado es una estructura importante para la formacion de
memorias de tipo estimulo-respuesta o de habito. Las ratas con lidocaina en el
hipocampo presentaron la estrategia de respuesta, demostrando asi que no depende
de esta estructura la memoria de respuesta (Eichenbaum, 2002; Packard y McGaugh,
1996).

A partir de estos estudios se establece un disefio experimental denominado la
doble disociacion (ver Tabla 1): la finalidad es demostrar que la alteracion en la

estructura A, pero no en la B, produce una alteracion en la tarea X, pero no en la Y;
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mientras que la estructura B, pero no la A, produce una alteracion en la tarea Y, pero no

en la X. Logrando asi una participacion selectiva en las estructuras cerebrales
(Eichenbaum, 2002).

Tabla 1. Disefio experimental denominado la doble disociacion.

Estructura Funcion X Funcion Y
Lesién en A Alterada No alterada
Lesién en B No Alterada Alterada

De esta manera, el estriado ha sido incorporado en el sistema de memoria de
tipo habito o de procedimiento, siendo asi una estructura importante en el
procesamiento y el almacén de la informacion generada en experiencias que requieran
de la asociacién de estimulo(s) y la respuesta(s) (McDonald y White, 1993; Packard,
1998; Poldrack y Packard, 2003).

Con los hallazgos descritos anteriormente podemos concluir que el estriado es
una estructura con una participacion importante en la formacion y consolidacion de la

memoria, y el tipo de memoria en el que participa es el de estimulo-respuesta.
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II.4. Participacion de los glucocorticoides en los procesos de aprendizaje y memoria

Estructura y biosintesis

Los corticosteroides son hormonas esteroides producidas por células de las
glandulas adrenales, en la corteza adrenal. Las células que forman parte de la zona
glomerular (capa externa) sintetizan aldosterona (conocido como mineralocorticoide), a
partir de la actividad enzimética de la corticosterona-metil oxidasa que permite la
conversion de la corticosterona en aldosterona. Las células que forman parte de la zona
fascicular (capa intermedia) sintetizan glucocorticoides (cortisol y/o corticosterona, en
diversas especies de animales, por ejemplo, en los roedores) y las células que forman
parte de la zona reticular sintetizan glucocorticoides 'y andrégenos
(deshidroepiandosterona, DHA). En ambas capas existe una actividad mayor de la
enzima 17-hidroxilasa, asi la pregnenolona se convierte en 17-OH-pregnenolona,
mediante la hidroxilacién en el carbono 17 y después se realizan hidroxilaciones en los
carbonos 21 y 11 que dan lugar al cortisol. A partir de la pregnenolona, cuando es
hidroxilada por la actividad enzimatica 21 hidroxilasa, se obtiene la corticosterona. En
la zona reticular la hidroxilacién en el carbono 17 de la pregnenolona permite que la
actividad de la 17-20 liasa extraiga la cadena lateral del carbono 17, formandose la
DHA (Pearson, 2000) (Figura 9).

El principal factor estimulante de la secrecion de los glucocorticoides es la
presencia de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) en las células de las capas mas
internas de la corteza adrenal. Esta hormona es sintetizada en las células de la
adenohipdfisis a partir de la estimulacion del factor liberador de corticotropina (CRF) y
de la arginina vasopresina (AVP) que son sintetizadas en las células parvocelulares del
ndacleo paraventricular (PVN) del hipotalamo (Buckingham, 2000). Este sistema
neuronal es conocido como eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) (Figura 10) y en
condiciones basales presenta patrones de secrecion pulsatil y circadiana de las
diferentes hormonas que lo componen. En situaciones de estrés fisico o psicoldgico, las
estructuras cerebrales implicadas en la regulacion de este circuito estimulan el PVN
gue a su vez activa la cadena de respuestas enddcrinas en los distintos componentes
del eje (Buckingham, 2000; Herman et al., 2003; Lopez, Akil y Watson, 1999). La

importancia de la activacion de este eje radica en que permite al organismo adaptarse y
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sobrevivir ante situaciones adversas, pero su mantenimiento prolongado es altamente

dafino. Los glucocorticoides desempefian un papel critico en la terminacién de su

propia secrecion debido a que inhiben la secrecion del CRF y de la ACTH en las

neuronas que las sintetizan e interacciona con mecanismos especificos en el

hipocampo y en otras regiones cerebrales (Joéls et al., 2006).
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Figura 10. Eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA). Uno de los eventos
desencadenados por la respuesta de estrés es la liberacion de la hormona liberadora
de corticotropina (CRH) en el ndcleo paraventricular del hipotalamo (HIP); esta
hormona estimula la liberacion de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) por parte de
la adenohipdfisis hacia el torrente sanguineo. La ACTH activa a las células de la
glandula adrenal, produciendo asi la sintesis y liberacion de corticosterona (linea
continua anaranjada), la cual cruza la barrera hematoencefalica teniendo asi contacto
con las neuronas. Por otra parte, otro evento ocurrido durante la respuesta de estrés es
la liberacién de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina, linea punteada) en la
glandula adrenal. Estas homonas no cruzan la barrera hematoencefalica por lo tanto el
efecto en el SNC es indirecto. Modificada de Joéls et al., 2006.

Receptores a corticosteroides

Aunque los corticosteroides son hormonas liberadas periféricamente, su
naturaleza lipofilica les permite atravesar la barrera hematoencefalica y acceder al
cerebro (Boer y Gaillard, 2006). En el cerebro hay receptores para este tipo de

hormonas, los receptores a mineralocorticoides (MRs o receptores Tipo 1) y los
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receptores a glucocorticoides (GRs o receptores Tipo Il). Los receptores a
mineralocorticoides se encuentran discretamente localizados en el sistema limbico;
mientras que los receptores a glucocorticoides se encuentran ampliamente distribuidos
en el cerebro, como por ejemplo, en el area septal, el hipocampo, la amigdala, el
hipotalamo, el talamo, la formacion reticular mesencefalica, la corteza entorrinal, la
corteza insular, el ndcleo accumbens, el bulbo olfatorio, el cerebelo y el estriado
(Bohus, 1970b; Cintra et al., 1994; Endrdczi, 1972; Morimoto et al., 1996).

Ambos receptores difieren en su afinidad por los corticosteroides y a los ligandos
sintéticos. Los MRs tienen alta afinidad (Kq~0.5-1 nM) por la aldosterona, la
corticosterona y el cortisol, y son ocupados ante los niveles basales de estas hormonas
(Reul y de Kloet, 1985; Reul, de Kloet, van Sluijs, Rijnberk y Rothuizen, 1990). Los GRs
tiene mayor afinidad a los ligandos sintéticos, tales como la dexametasona y el
RU28362; tienen baja afinidad (Kq~10-30 nM) por la corticosterona y el cortisol; sin
embargo, cuando los niveles del cortisol y la corticosterona son muy altos (como
durante el pico del ciclo circadiano o en la respuesta de estrés) los receptores a
glucocorticoides son ocupados (Dallman, 2000; Reul y de Kloet, 1985; Reul, et al.,
1990; Sutanto y de Kloet, 1987).

Corticosteroides en la memoria y su aprendizaje

Un punto que es de interés resaltar es que los receptores a glucocorticoides son
encontrados en estructuras relacionadas en los procesos de aprendizaje y memoria,
como lo son el hipocampo, la corteza cerebral, la amigdala, el estriado, entre otras, lo
cual ha hecho pensar en su participacién en las funciones cognitivas. Asimismo, se ha
propuesto que por el clasico papel de los GRs en la modulacién de la transcripcion
génica éstos podrian tener importantes consecuencias en las caracteristicas
funcionales y estructurales del sistema nervioso, y de alguna determinada forma
podrian incluirse en los procesos neurobiolégicos implicados en la formacion de la
memoria (Sandi, 2003).

A partir de estos supuestos se han realizado diversas investigaciones para
conocer el papel de los corticosteroides (de aqui en adelante, nos referiremos con esta
palabra exclusivamente al cortisol y la corticosterona, dejando asi el término

glucocorticoides cuando me refiera a los receptores) en la memoria. Entre los pioneros
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en este tema se encuentran McEwen, Weiss y Schwartz (1968) quienes demostraron
por primera vez que la corticosterona se une a los receptores de neuronas
hipocampales en la rata, proponiendo que esta estructura juega un papel importante en
la mediacion de los efectos conductuales de los corticosteroides.

Afos mas tarde, de Wied tratando de explicar estos efectos propuso que debido
a que los corticosteroides pueden inhibir la liberacion de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) en la hipdfisis, seguramente los efectos conductuales
generados por dichas hormonas podrian deberse al blogueo de la liberacién de ACTH.
Sin embargo, en su estudio determiné que la influencia de los corticosteroides en tareas
de evitacion es independiente de la ACTH (de Wied, van Wimersma-Greidanus, Bohus,
Urban y Gispen, 1976). Bohus (1970a) demostro que la corticosterona produce efectos
conductuales (mejoria en la memoria) en ratas hipofisectomizadas y la implantacion
local de corticosteroides en estructuras limbicas simula el efecto conductual de cuando
son administrados sistémicamente, sin que haya una marcada reduccién de la
liberacion de ACTH.

A partir de estos primeros estudios, se han realizado recientemente varios
experimentos en los que se ha demostrado que los corticosteroides participan en la
memoria de trabajo (Diamond, Park, Heman y Rose, 1999; Lupien, Gillin y Hauger,
1999; Nathan, Griffith, McReynolds, Hahn y Roozendaal, 2004; Roozendaal,
McReynolds y McGaugh, 2004a), en la evocacion de la informacion (de Quervain,
Roozendaal y McGaugh, 1998; de Quervain, Roozendaal, Nitsch, McGaugh y Hock,
2000; de Quervain et al., 2003; Nathan et al., 2004; Okuda, Roozendaal y McGaugh,
2004; Roozendaal et al., 2001; Roozendaal, 2002; Roozendaal, Griffith, Buranday, de
Quervain y McGaugh, 2003; Roozendaal, de Quervain, Schelling y McGaugh, 2004b;
Roozendaal, Hahn, Nathan, de Quervain y McGaugh, 2004c), en la extincién de la
memoria (Ader, Weijnen y Moleman, 1972; Bohus 1970b; Bohus y de Kloet, 1981; van
Wimersma-Greidanus, 1970; Yang, Chao y Lu, 2006) y en la consolidacion de la
memoria (McGaugh, 2000, 2005; Roozendaal, 2002; Roozendaal, Okuda, de Quervain
y McGaugh, 2006a; Sandi, 2003).
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Corticosteroides en la memoria de largo plazo

Debido a que el interés en este trabajo es el estudio de la participacion de los
corticosteroides en la memoria de largo plazo abordaré en los parrafos siguientes los
hallazgos encontrados en la formacion de este tipo de memoria.

Una de las estrategias metodolégicas para el estudio de las funciones del eje
HHA es el uso de tareas que permitan generar una experiencia aversiva de aprendizaje
en los sujetos, como por ejemplo el uso del laberinto acuatico en las ratas, de tal
manera que la intervencion farmacoldgica o quirdrgica (adrenalectomia) permite alterar
los niveles plasméticos de los corticosteroides liberados. En esta tarea las ratas son
capaces de aprender en un dia (después de varios ensayos) a encontrar una
plataforma (oculta o visible) en un laberinto de agua.

En 1992, Oitzl y de Kloet mostraron la participacion diferencial de los MRs y los
GRs en el proceso de memoria. Cuando en ratas bloguearon, por via intraventricular,
los GRs, interrumpieron la consolidacién de la informacién; y reportaron que el bloqueo
de estos receptores no afecta la adquisiciéon ni la evocacién de la memoria, solamente
produce efectos en el almacenamiento de la informacion; mientras que el bloqueo de
los MRs no interfirié con el procesamiento de informacion sino solamente, con el patrén
conductual de busqueda de la plataforma.

Se ha postulado que el papel de los receptores a mineralocorticoides en el
condicionamiento de tareas motivadas aversivamente consiste en la evaluacion que
hace el sujeto de la situacion en la que se encuentra en determinado momento y en la
seleccion de las respuestas 0 cambio de estrategias correspondientes al ambiente, por
lo que se ha propuesto que los MRs modulan el aprendizaje. Mientras que el papel de
los receptores a glucocorticoides es el restablecimiento de la homeostasis del
organismo, durante una situacion de estrés; asi como también, en el proceso de
memoria (de Kloet, Oitzl y Joéls, 1993; Oitzl y de Kloet, 1992).

Resultados similares fueron reportados por Roozendaal, Bohus y McGaugh
(1996a), quienes encontraron que la inyeccion sistémica de metirapona (farmaco que
bloguea la sintesis de corticosteroides) en ratas produjo aumento en la latencia de
llegada a la plataforma; es decir, produjo deterioro en la retencion de la tarea aprendida

en el laberinto acuatico. En otro estudio demostraron que la adrenalectomia en ratas,
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realizada de 4 a 5 dias antes de un entrenamiento del laberinto acuatico, produjo
deterioro en la memoria espacial; y este efecto fue revertido por dexametasona,
administrada inmediatamente después del entrenamiento (Roozendaal, Portillo-
Marquez y McGaugh, 1996b). Asimismo, se ha reportado que la adrenalectomia en
ratas produjo deterioro en la memoria de una tarea de tipo espacial y que la
administracion sistémica de un agonista a GRs, produjo mejoria en la retencion de esta
tarea (Vaher, Luine, Gould y McEwen, 1994).

Sandi, Loscertales y Guaza (1997) propusieron que los efectos de la
corticosterona en la memoria deberian de ser dependientes de la experiencia; es decir,
si variaban la temperatura del agua observarian efectos diferenciales producidos por
esta hormona. Asi que entrenaron a ratas en el laberinto acuatico empleando una de 2
temperaturas, 19 6 25 grados centigrados y encontraron que la memoria era mucho
mejor con el agua de menor temperatura. Cuando midieron los niveles de
corticosterona, después del entrenamiento, se dieron cuenta de que los niveles eran
mayores en el grupo entrenado con el agua a 19 grados centigrados y reportaron que Si
a las ratas entrenadas con la temperatura de 25 grados les administraban
corticosterona después del entrenamiento, las ratas mostraban mejoria en la memoria y
este efecto fue dosis-dependiente. De esta manera mostraron que el efecto de la
corticosterona administrada es dependiente de la experiencia del aprendizaje ya que la
concentracion final de esta hormona es un factor critico para determinar el efecto
cognitivo.

Este supuesto fue mostrado con el uso de otro tipo de tarea que es la del
reconocimiento de objetos; esta tarea esta basada en que cierto tipo de animales
tienden a explorar mas un objeto novedoso que uno familiar. Durante el entrenamiento
las ratas fueron expuestas a un objeto novedoso durante tres minutos y terminaba la
sesion. Ante esta circunstancia no hay un estimulo aversivo en la tarea, por lo que esta
experiencia ocurre en condiciones de bajo estrés. Cuando en la sesion de prueba las
ratas fueron colocadas en la misma situacion, pero con otro objeto novedoso (no
familiar) las ratas presentaron un comportamiento similar de novedad; sin embargo, las
ratas que fueron expuestas a un periodo de habituacion en la caja de entrenamiento

redujeron esta respuesta de novedad, medida por el tiempo de exploraciéon al objeto. La
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administracion sistémica de corticosterona después del entrenamiento produjo
incremento en la retencion (mayor discriminacion) en las ratas sin habituacion y este
efecto fue dependiente de la dosis (Okuda et al., 2004).

Con los resultados de los reportes citados podemos observar que los efectos de
los corticosteroides son dependientes de la concentracion de éstos en el organismo y
se ha descrito que los efectos se manifiestan en una curva dosis-respuesta en forma de
U invertida. Es decir, con niveles moderados de corticosterona hay un efecto facilitatorio
en la retencion de la informacion; con niveles bajos y altos no hay efectos, y con niveles
muy altos hay un deterioro (Cottrell y Nakajima, 1977; Joéls et al., 2006; Kovacs,
Telegdy y Lissak, 1977; Sandi y Rose, 1994b, 1997).

Con la finalidad de manipular la intensidad del estimulo aversivo se ha empleado
otro tipo de tareas, como la tarea de miedo condicionado en donde se asocia un
estimulo auditivo con un choque eléctrico (de baja intensidad) en las patas.
Recientemente se mostr6 que la administracion sistémica de corticosterona
inmediatamente después de esta tarea, produjo facilitacion de la memoria, 24 horas
después del entrenamiento (Hui et al., 2004; Roozendaal et al., 2006b).

Empleando la tarea de miedo condicionado al contexto, Cordero y Sandi (1998)
entrenaron a ratas utilizando choques eléctricos de 3 intensidades diferentes (con una
duracion de un segundo cada uno y con un intervalo de 60 segundos entre ellos) y
realizaron pruebas de retencion a las veinticuatro horas y a los siete dias. El tratamiento
de antagonistas a GRs (via intraventricular) produjo deterioro en la memoria,
veinticuatro horas después del entrenamiento, en las ratas que recibieron una
intensidad moderada de choque eléctrico; mientras que el tratamiento de antagonistas a
MRs no produjo efectos. Ademas, la administracion sistémica de corticosterona produjo
el efecto de facilitacion en la memoria a las veinticuatro horas y a los siete dias, en las
ratas entrenadas con el choque eléctrico de baja intensidad.

Las tareas de evitacion inhibitoria son las mas empleadas para el estudio de los
efectos de los corticosteroides en la memoria. A continuacion citaré algunos de los
estudios en los que se han demostrado los efectos de los corticosteroides ante

manipulaciones farmacoldgicas sistémicas y/o directamente en una estructura cerebral.
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En un estudio emplearon una solucion de metilantranilato (farmaco que tiene un
sabor amargo, lo cual es desagradable para los pollos) en diferentes concentraciones.
Una concentracion alta (80 %) expuesta a los pollos produjo buena retencion en la tarea
de evitacion inhibitoria, mientras que una concentracion baja (40 %) produjo un nivel de
retencion bajo. Cuando se les administré sistémicamente metirapona o
aminoglutetimida (farmaco que también bloquea la sintesis de corticosteroides), los
pollos que fueron entrenados empleando la concentracion alta de metilantranilato
disminuyeron su respuesta de evitacién (Loscertales, Rose y Sandi, 1997).

En otro estudio se reporté que cuando un grupo de ratas es sobrerreforzado
(reciben un estimulo aversivo de alta intensidad) en una tarea de evitacion inhibitoria, y
se inhibe la sintesis de corticosterona con metirapona, las ratas no recuerdan bien la
tarea, es decir, la retencion de la informacion disminuy6. Ademas, en este mismo
estudio se comprobd que estos efectos se manifiestan cuando las ratas fueron
probadas 48 horas después del entrenamiento (memoria de largo plazo) y no cuando
fueron probadas 30 minutos después (memoria de corto plazo) (Medina, 2000).

Existen varios estudios en los que se ha demostrado que la administracion
sistétmica de dexametasona (un glucocorticoide sintético) produce mejoria en la
memoria y este efecto es dependiente de la dosis (Abercrombie, Kalin, Thurow,
Rosenkranz y Davidson, 2003; Buchanan y Lovallo, 2001; Quirarte, Roozendaal y
McGaugh, 1997; Roozendaal, Williams y McGaugh, 1999a; Zorawski y Killcross, 2002).

Los efectos en la memoria son dependientes de la dosis, de tal manera que
dosis moderadas producen una mejoria en la memoria, mientras que dosis bajas y altas
no producen efectos. Estos datos son consistentes con los efectos encontrados al
administrar agonistas o0 antagonistas a los receptores a glucocorticoides en alguna
estructura cerebral. Por ejemplo, en un estudio realizado en pollos, se encontré que la
corticosterona administrada en el hiperestriado intermedio ventro-medial mejoro la
memoria en una tarea de evitacion inhibitoria y este efecto fue bloqueado en animales
previamente tratados con antagonistas de receptores a glucocorticoides, pero no con
antagonistas de receptores a mineralocorticoides. Los autores concluyeron que la
activacion de los receptores a glucocorticoides por la corticosterona es necesaria para

el establecimiento de la memoria (Sandi y Rose, 1994a, b).
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Efectos similares fueron encontrados en otro estudio en donde administraron un
agonista de los GRs en el nucleo basolateral de la amigdala en ratas. El agonista
mejord la retencion de la informacion en la tarea de evitacion inhibitoria, cuando fue
probada a las 48 horas después del entrenamiento, y este efecto fue dependiente de la
dosis; mientras que la administracion del mismo agonista en el nucleo central de la
amigdala no produjo efectos. En este experimento ademas de sugerir nuevamente la
especificidad de los GRs en la facilitacibn de la memoria en este tipo de tarea,
especifican que el nucleo basolateral de la amigdala participa en la formacion de la
memoria en contraste con el nucleo central de la amigdala (Roozendaal y McGaugh,
1997b).

Otra estructura en donde la activacién de los GRs produce efectos facilitadores
en la memoria es el hipocampo. Roozendaal y McGaugh (1997b) administraron
diferentes dosis de un agonista a GRs en el hipocampo dorsal de ratas entrenadas en
la tarea de evitacion inhibitoria y cuando se realizé la prueba de retencién, 48 horas
después del entrenamiento, las ratas mostraron facilitacion en la retencién de la tarea.
La administracién de agonistas a GRs en el nucleo del tracto solitario produjo efectos
similares. En ambos casos los efectos fueron dependientes de la dosis (Roozendaal y
McGaugh, 1997b; Roozendaal, Nguyen, Power y McGaugh, 1999b).

Estudios en humanos han mostrado resultados consistentes con los resultados
de estudios en modelos animales. Nater et al. (2006) encontrd0 que las personas que
fueron sometidas a una situacion de estrés social presentaron facilitacion en la memoria
de tareas de tipo memoria prospectiva (en donde las personas tienen que recordar
acontecimientos que deben realizar en un futuro cercano, por ejemplo tomar un
medicamento cada dos horas), en comparacion con aquellas personas que no fueron
sometidas al estrés social.

Como puede observarse, hay varios estudios que sustentan la participacién de
los corticosteroides en la formacion de la memoria ya sea por el incremento de los
niveles de corticosterona en plasma debido a la experiencia de aprendizaje, por su
administracion o bloqueo sistémico, o por la administracion de agonistas o0 antagonistas

en diferentes sitios cerebrales, lo cual demuestra que los corticosteroides de alguna
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manera estan participando en los mecanismos neuronales que se desencadenan para
formar la memoria.

Con respecto a las diferentes estructuras cerebrales se ha propuesto ademas,
una posible interaccion entre ellas y se ha demostrado que la amigdala juega un papel
importante en la modulacion de estos efectos hormonales, incluso ha surgido el
supuesto de que el nucleo basolateral de la amigdala participa como el “orquestador”
(McGaugh, 2000) de la actividad neural de las estructuras cerebrales anteriormente
estudiadas. (McGaugh, 2000, 2002, 2004; Nathan et al., 2004; Roozendaal, 2002;
Roozendaal et al., 2006a).

Resumiendo, hay extensa evidencia experimental sobre la participacion de los
corticosteroides en los mecanismos mnémicos; cuando son activados los receptores a
glucocorticoides en diferentes estructuras cerebrales como el hipocampo, la amigdala,
el nucleo del tracto solitario y la corteza prefrontal, se produce facilitacion de la memoria
(Bohus y de Kloet, 1981; Gold y McGaugh, 1977; Oitzl y de Kloet, 1992; Roozendaal y
McGaugh, 1996; Roozendaal et al., 1999a; Roozendaal, 2002; Roozendaal et al.,
2004a; Sandi y Rose, 1994b; Sandi et al., 2005). Sin embargo, hay otras estructuras
cerebrales, que poseen dentro de su constitucion neuronal receptores a
glucocorticoides que participan en los procesos de memoria. Dichas estructuras
requieren ser exploradas, con la finalidad de conocer mas acerca de los sistemas de
memoria, asi surgié el interés por determinar si la activacion de los receptores a

glucocorticoides estriatales es importante para la formacion de la memoria.
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lIl. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Desde el siglo pasado se ha ido desarrollando el conocimiento sobre la
neurobiologia de la memoria. Asi, se reconoce cada vez mas la interaccion entre el
sistema nervioso y el sistema endocrino, encontrandose que la activacion de ambos
sistemas determina el almacenamiento de la informacién aversiva y su evocacion
posterior. Para ello, se han empleado tareas motivadas aversivamente ya que la
respuesta de estrés generada por este tipo de experiencias produce la liberacién de las
hormonas adrenales, las cuales modulan los procesos de aprendizaje y de memoria
(Cahill, Roozendaal y McGaugh, 1997; McGaugh, 2005; Roozendaal, 2002; Roozendaal
et al., 2006b; Sandi, 2003).

Gold y van Buskirk (1976) fueron los primeros en demostrar que las hormonas
adrenales participan en el proceso de consolidacion de la memoria. Ellos inyectaron la
hormona adrenalina en ratas entrenadas en un paradigma aversivo de un solo ensayo.
La adrenalina administrada inmediatamente después del aprendizaje mejor6 la
memoria, cuando la tarea se probd un dia después. Los efectos de la droga se
encontraron cuando se administré inmediatamente después del entrenamiento, pero no
cuando se administré 30 min después. Se obtuvo una curva dosis-respuesta en forma
de U invertida, en donde los efectos 6ptimos de mejoria se encontraron con las dosis
medias, mientras que las bajas o altas fueron menos efectivas

Las hormonas adrenocorticales también estan involucradas en el
almacenamiento de la memoria. Por ejemplo, la adrenalectomia deterioré la memoria
espacial de ratas entrenadas en un laberinto de agua y la administracion sistémica
después del entrenamiento de dexametasona, un glucocorticoide sintético, produjo
recuperacion de la memoria en ratas con adrenalectomia (Oitzl, Sutanto y de Kloet,
1990).

Los corticosteroides producen efectos duales sobre la memoria, dependiendo de
las dosis que se usan: dosis moderadas de corticosterona producen mejoria, dosis
bajas y altas no tienen efectos y dosis muy altas producen deterioro en la retencion de
la tarea (Cottrell y Nakajima, 1977; Kovacs et al., 1977).

En pollos se encontré que la corticosterona mejoré la memoria, cuando fueron

entrenados en una tarea de evitacion pasiva y este efecto fue blogueado en animales
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previamente tratados con antagonistas glucocorticoides, pero no con antagonistas
mineralocorticoides (Sandi y Rose, 1994a). Estudios con ratas demostraron que la
administracion sistémica de dexametasona (agonista glucocorticoide sintético) produjo
una mejoria en la memoria, estos efectos fueron dependientes de la dosis (Quirarte et
al., 1997; Roozendaal et al., 1999a).

Las evidencias citadas en parrafos anteriores indican que tanto las hormonas
adrenomedulares como las adrenocorticales pueden modular el almacenamiento de la
memoria.

Los corticosteroides entran rapidamente al cerebro y se unen principalmente a
los receptores a glucocorticoides. Se ha reportado que los receptores a
mineralocorticoides (MRs), son ocupados en niveles basales por la corticosterona
circulante, mientras que los receptores a glucocorticoides (GRs), llegan a ser ocupados
durante el estrés y el pico circadiano (Reul et al., 1990; Reul et al., 2000; Sutanto y de
Kloet, 1987).

Con el uso de los procedimientos de inmunohistoquimica y de hibridacion in situ
se ha estudiado la topografia de los MRs y de los GRs en animales intactos. Se sabe
que existen GRs en el sistema limbico (hipocampo, septum) y en el nucleo
paraventricular del hipotalamo (Fuxe et al., 1985). Se han encontrado también niveles
moderados de GRs en algunos nucleos taldmicos, en el nucleo central de la amigdala,
y en areas estriatales (Cintra et al., 1994). Los MRs tienen alta densidad en el area
hipocampal CA2 y en el subiculum dorsomedial, en el area hipocampal CA1, CA3, CA4
y el giro dentado. También se ha observado en el hipotdlamo anterior, en el érgano
subfornical y en los plexos coroideos (Ahima, Krozowski y Harlan, 1991).

Son pocas las estructuras en las que se ha demostrado la especificidad funcional
de los GRs en la formacién de la memoria. Por ejemplo, en el hipocampo, en donde se
sabe que hay una alta densidad de los receptores GRs, se ha observado que la
presencia de niveles altos o la ausencia de corticosteroides tiene como resultado
cambios morfolégicos en las dendritas de las neuronas que lo componen (Gould,
Woolley y McEwen, 1991). En otro estudio de aprendizaje espacial, realizado en el
laberinto acuatico de Morris, se demostrd la participacion diferencial de los MRs y los

GRs. El bloqueo por via intraventricular de los GRs interrumpié la consolidaciéon de la
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informacion, sin afectar la adquisicion o la evocacion de la informacion almacenada; en
contraste, el bloqueo de los MRs no interfiri6 con el procesamiento de informacion sino
solamente, con el patrén conductual de busqueda (Oitzl y de Kloet, 1992).

Empleando la tarea de evitacidn inhibitoria, se demostré que la administracién de
agonistas de receptores a glucocorticoides en la amigdala de ratas, especificamente en
el ndcleo basolateral, produjo mejoria en la retencién (Roozendaal y McGaugh, 1997b).
Efectos similares fueron encontrados cuando se administraron agonistas a GRs en el
hipocampo y en el ndcleo del tracto solitario, inmediatamente después del
entrenamiento de una tarea de evitacion inhibitoria, produciendo efectos dependientes
de las dosis (Roozendaal y McGaugh, 1997a; Roozendaal et al., 1999a).

A pesar de las evidencias que indican que los corticosteroides participan en el
establecimiento de la memoria no se sabe si tienen efectos similares en otras
estructuras importantes para el almacenamiento de la informacion como lo es el
estriado.

Una de las estructuras cerebrales mas estudiadas en relacion con los procesos
de aprendizaje y memoria es el estriado (Packard y Knowlton, 2002). Las primeras
evidencias sefialaron que cuando se interfiere con su actividad normal, ya sea a través
de su lesion (Divac y Oberg, 1979; Dunnett y Iversen, 1981; Glick y Greenstein, 1973;
Kirkby y Kimble, 1968; Mitcham y Thomas, 1972; Sandberg et al., 1984; Winocur, 1974)
o con la actividad neural de la estructura (Prado-Alcala, Grinberg-Zylberbaum, Alvarez-
Leefmans y Brust-Carmona, 1973; Prado-Alcala et al., 1975; Prado-Alcala, Kaufmann y
Moscona, 1980a; Wyers, Deadwyler, Hirasuna y Montgomery, 1973) los sujetos
presentan deficiencias en la respuesta condicionada estudiada.

En otro grupo de estudios se ha reportado que si se afectan los sistemas
neuroquimicos de dicha estructura, como los dopaminérgicos (Fibiger, Phillips y Zis,
1974; Kim y Routtenberg, 1976; Staubli y Huston, 1978), GABAérgicos (Salado-Castillo
et al., 1996), colinérgicos (Haycock, Deadwyler, Sideroff y McGaugh, 1973; Lachowicz
et al., 2001; Neill y Grossman, 1970; Prado-Alcala et al., 1972) y los serotoninérgicos
(Prado-Alcala et al., 2003a; Solana-Figueroa et al., 2002) también se deteriora la

respuesta aprendida (Bermudez-Rattoni y Prado-Alcala, 2001).
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Una de las tareas en la cual se conoce que esta involucrado el estriado es la de
evitacion inhibitoria. McDonald y White (1993) han propuesto que en este tipo de tarea
estan implicados diferentes tipos de memoria; es decir, una memoria emocional, porque
posee un alto contenido emocional, ya que durante el entrenamiento de esta tarea se
emplea un choque eléctrico aplicado en las patas de la rata; una memoria espacial ya
que se establece la memoria mediante claves espaciales y una memoria de
procedimiento, ya que implica la asociacion de estimulos y respuestas. En este ultimo
tipo de memoria esta implicado el estriado.

Diferentes investigaciones mostraron que si se administra en el estriado antero-
dorsal, poco después del entrenamiento, escopolamina o atropina (bloqueadores
colinérgicos) la retencion, medida 24 horas después, disminuye (Giordano y Prado-
Alcald, 1986; Haycock et al., 1973; Prado-Alcala et al., 1980a, 1981, 1985; Prado-
Alcald, Signoret-Edward, Figueroa, Giordano y Barrientos, 1984). Ademas, se observd
gue al incrementar la dosis de atropina aumenta la magnitud de la amnesia producida; y
si el bloqueo intraestriatal es mas cercano, en tiempo, al momento de entrenamiento se
observa el mismo efecto (Giordano y Prado-Alcala, 1986; Prado-Alcala et al., 1981,
1985).

Carey et al. (2001) reportaron que la administracion de un antagonista a
receptores muscarinicos M, en el estriado produce un efecto facilitador en la retencion
de una tarea de evitacion inhibitoria, debido a que este receptor al ser blogueado
permite un incremento en los niveles de acetilcolina en la estructura porque no la
recaptura.

Los estudios anteriores indican que el estriado juega un papel muy importante en
la consolidacion de la memoria y que varios sistemas neuroquimicos participan en este
proceso; también es una estructura en donde existen GRs; sin embargo, la funcion de
estos receptores no se ha explorado. Es por eso que en este trabajo se plantea el
estudio de la posible participacion de dichos receptores en el proceso de memoria,
utilizando la tarea de evitacion inhibitoria y una modificacion de ésta, por las siguientes
razones: 1) a partir de la propuesta de sistemas mdultiples de la memoria de McDonald y
White (1993) se ha considerado al estriado como una estructura importante para el

almacenamiento de memorias de tipo estimulo-respuesta; 2); no se ha realizado un
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estudio que determine la participacion de los receptores a glucocorticoides estriatales
en la formacion de la memoria y 3) diversos investigadores han planteado un modelo
con la finalidad de explicar los sistemas cerebrales que participan en la modulaciéon de
las memorias de experiencias de aprendizajes aversivos, en el cual se propone que
debido a que las hormonas corticoadrenales liberadas por el estrés cruzan la barrera
hematoencefalica permitiendo asi el acceso a estructuras cerebrales que tienen un

papel importante en la formacion de la memoria.

Andrea Cristina Medina Fragoso 43



Posible participacion de los corticosteroides estriatales en la memoria

IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen estudios que demuestran la participacion del estriado en los procesos de
aprendizaje y memoria (Packard y Knowlton, 2002). El estriado forma parte del sistema
multiple de memorias y es una estructura necesaria para el establecimiento de la
memoria de la tarea de evitacion inhibitoria. Se sabe que si se lesiona dicha estructura
0 se altera su actividad eléctrica normal, el sujeto presenta amnesia (Divac y Oberg,
1979; Kirkby y Kimble, 1968; Prado-Alcala et al., 1973, 1975, 1980a). De igual forma, se
ha reportado que si se interfieren los diversos sistemas o vias de neurotransmision
(sistemas dopaminérgico, GABAérgico, colinérgico y serotoninérgico) que hay en esta
estructura se presenta pérdida del almacenamiento de la informacion aprendida (Fibiger
et al., 1974; Neill y Grossman, 1970; Prado-Alcala et al., 2003a, b; Salado-Castillo et al.,
1996).

Por otra parte, se han realizado una serie de estudios que sugieren la
participacion de los corticosteroides en el proceso de consolidacion de la memoria (Oitzl
y de Kloet, 1992; Oitzl, Fluttert y de Kloet, 1998; Roozendaal, 2003; Sandi y Rose,
1994a, b). Se sabe que hay receptores a glucocorticoides (GRs o Tipo Il) distribuidos
ampliamente en diferentes zonas del SNC, incluyendo al estriado (Cintra et al., 1994;
Morimoto et al., 1996); sin embargo, no se sabe el papel que juegan estos receptores
en el proceso de la memoria. El presente trabajo se realiz6 en dos partes. La primera
consta de cuatro experimentos que tuvieron como finalidad determinar la participacion
de los corticosteroides estriatales durante el proceso de consolidacion de la memoria,
en ratas entrenadas en una tarea de evitacion inhibitoria. La segunda parte esta
formada por tres experimentos con los cuales se intent6 responder la pregunta de cual
es el tipo de memoria en el que participan los receptores a glucocorticoides del estriado,
especificamente si participan en la formacion de la memoria de contexto o de la
estimulacion nociceptiva, y para ello utilizamos la tarea de evitacion inhibitoria

modificada.
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V. PRIMERA PARTE EXPERIMENTAL

V.1. Hipotesis

1. La corticosterona administrada bilateralmente en el estriado, después del
entrenamiento, facilitara la memoria de una tarea de evitacion inhibitoria.

2. La facilitacion de la memoria de una tarea de evitacion inhibitoria, debida a la
administracién bilateral de corticosterona en el estriado, presentara un efecto
dependiente del momento de la administracion (gradiente de consolidacion).

3. La administracion bilateral en el estriado de un antagonista de los receptores a
glucocorticoides, bloqueara el efecto de facilitacion de la memoria de una tarea de

evitacion inhibitoria producido por la administracion intraestriatal de corticosterona.

V.2. Objetivos

General

Determinar si los corticosteroides en el estriado de la rata participan en el

proceso de consolidacién de la memoria.

Especificos

1. Determinar si la participacion de los corticosteroides en el estriado sobre la
consolidacién de la memoria, presenta efectos dependientes del tiempo de la
administracion después del entrenamiento (gradiente de consolidacion).

2. Determinar si los corticosteroides en el estriado participan en la consolidacion de la

memoria, activando los receptores a glucocorticoides.
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VI. MATERIAL Y METODO

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a los lineamientos del Comité
de Bioética del Instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional Autonoma de México,
para el uso de animales experimentales y esta acorde a las normas estipuladas en la
“Guide for Care and Use of Laboratory Animals” del NIH (ILAR, 1996).

VI.1. Sujetos

Ratas machos (para evitar posibles efectos generados por las variaciones
hormonales de las hembras), de la cepa Wistar, obtenidas del bioterio del Instituto de
Neurobiologia, con un peso entre 250 a 350 g en el momento de la cirugia. Todas las
ratas permanecieron de manera individual en cajas habitacion (47.5 cm de largo, 26 cm
de ancho y 20 cm de profundidad), con alimento y agua ad libitum, en el bioterio del
laboratorio con temperatura controlada (24°C + 1) y un ciclo de 12 h de luz y 12 h de
obscuridad (el encendido de la luz fue a las 7:00 am). Los animales ingresaron al
bioterio del laboratorio por lo menos una semana antes de la cirugia con la finalidad de

gue se adaptaran a las nuevas condiciones ambientales.

VI.2. Cirugia

Los sujetos fueron sometidos a una intervencion quirdrgica. Cada animal fue
anestesiado utilizando una dosis de pentobarbital sédico (50 mg/kg; Sedalphorte; Salud
y Bienestar Animal, S.A. de C.V.) y se les administr6 atropina’ (0.4 mg/ml; Atropisa;
Laboratorios Pisa; S.A de C.V.) para evitar complicaciones respiratorias; ambos
farmacos fueron aplicados por via intraperitoneal.

Una vez anestesiado el animal®, se le rasurd la piel del craneo y se fij6 en el

aparato estereotaxico (Stoelting, CO; lllinois). Se limpié esta zona con una solucién

! La atropina es un parasimpaticolitico que impide la interaccion de la acetilcolina con los receptores de las células
efectoras, particularmente en el corazén y las glandulas salivales. La atropina inhibe la salivacion y la secrecién
nasofaringea y anula los efectos vagoliticos de la anestesia por barbitdricos.

? Durante este estado se anulan la conciencia, la sensacién de dolor y los reflejos espinales; los mésculos se relajan y
desaparecen los movimientos coordinados. Lang y Hughes (1979).
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antiséptica y se hizo una incisiéon de 1.5 cm de largo en sentido anteroposterior en la
parte media de la cabeza. Se levanto el tejido peridstico y se hizo un orificio a través del
cual se introdujo una canula guia de 11 mm de largo fabricada con tubo de aguja
hipodérmica de acero inoxidable del nimero 23. La implantacion de las canulas en el
estriado anterodorsal fue bilateral de acuerdo a las coordenadas obtenidas del atlas
para cerebro de rata de Paxinos y Watson (1998): anteroposterior (AP), 0.0 mm de
bregma; mediolateral (ML), £3.2 mm de la linea media; y dorsoventral (DV), -4.3 mm de
la superficie del hueso y la implantacion de las canulas en la corteza parietal fue
bilateral de acuerdo a las coordenadas AP, 0.0 mm de bregma; ML, £3.2 mm de la linea
media; y DV, —0.8 mm de la superficie del hueso.

Las canulas y dos tornillos fueron anclados al hueso, y fueron fijados con
cemento dental. Las canulas fueron fabricadas con tubo de aguja hipodérmica de acero
inoxidable del nimero 23, con 11 mm de largo y un diametro de 0.012 mm y una vez
colocadas las canulas se les colocé un tap6n que fue retirado para la administracion de
drogas.

Al término de la implantacion se les inyectd subcutaneamente 1.5 ml de solucion
salina isotonica para evitar deshidratacion. Las ratas permanecieron una semana en el

bioterio antes de ser entrenadas en la tarea de evitacion inhibitoria.

VI.3. Manipulacion

Las ratas fueron manipuladas en tres dias diferentes antes de iniciar el
experimento, siguiendo el mismo horario en el que se desarrollaron las sesiones de
entrenamiento y de prueba, entre 9 y 3 de la tarde. La manipulacion duré de tres a cinco
minutos por rata, y consisti0 en sacarla de su caja, revisar los tapones y sujetarla
simulando la infusién de las sustancias. En el ultimo dia de manipulacion se colocé un

inyector falso con las medidas de la aguja empleada durante la infusion (12 mm).
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VI.4. Aparatos

El entrenamiento y la prueba se llevaron a cabo en una caja de evitacion
inhibitoria (61 cm de largo, 30 cm de ancho y 30 cm de profundidad) con dos
compartimientos del mismo tamafio (30 cm de largo, 30 cm de ancho y 30 cm de
profundidad cada uno) separados por una puerta tipo guillotina. Un compartimiento “de
seguridad” que esta mas iluminado que el otro y tiene una rejilla en el piso. El otro
compartimiento “de castigo” es obscuro y las paredes laterales son en forma de V, de
acero inoxidable, las cuales llegan al piso del compartimiento (justo a la mitad del
compartimiento) y tienen una distancia entre ellas de 1.5 cm. Estas laminas pueden ser
electrificadas por un estimulador de corriente constante (Coulbourn Instruments,
U.S.A)). La duracion de la aplicacion de los estimulos, las latencias de entrada y de
retencion fueron medidas autométicamente con la ayuda de equipo electromecanico.

La cAmara de condicionamiento esta ubicada en un cuarto (2.40 m de largo, 1.80
m de ancho y 2.50 m de alto) sonoamortiguado y oscuro provisto de un enmascarador

de ruido.

VI. 5. Tarea de evitacion inhibitoria

Se entrenaron grupos independientes de animales en la tarea de evitacion
inhibitoria con diferentes intensidades de choque eléctrico. Durante el entrenamiento
cada animal fue colocado en el compartimiento de seguridad de la camara de
condicionamiento, y diez segundos después la puerta de separaciéon fue abierta; la
latencia para pasar al compartimiento de castigo fue medida (latencia de entrada). Una
vez en este compartimiento la puerta se cerrd y se aplicé un choque eléctrico a través
del piso y luego se regreso el animal a su caja habitacion. El choque eléctrico tuvo una
duracion de 1 segq; la intensidad empleada es definida en la seccion de grupos y
tratamientos.

Cuarenta y ocho horas después del entrenamiento se evalud la retencion de la
experiencia aversiva. Esta sesion se realizé de la misma manera como ya fue descrito
en el entrenamiento con la excepcion de que no se aplicd el choque eléctrico. Se midid

el tiempo que la rata tardd en pasar al compartimiento de castigo (latencia de
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retencion), si el animal no pasaba en el transcurso de 600 seg se daba por terminada la

sesion.

VI.6. Grupos y Tratamientos:

VI.6.1. Experimento |

Se entrenaron grupos independientes de animales en la tarea de evitacion
inhibitoria con diferentes intensidades de choque eléctrico (0.4, 0.45, 0.5 6 0.6 mA), con
la finalidad de tener una ejecucion suficiente que pudiera mostrar una memoria
susceptible a la facilitacion. Todos los sujetos fueron inyectados bilateralmente en el
estriado con el vehiculo de la corticosterona (salina mas etanol al 2%; 1.0 pl/min),
inmediatamente después del entrenamiento. Un grupo no recibié choque eléctrico en el
entrenamiento. A las ratas se les midi6 la retencién de la tarea 48 horas después de la

sesién de entrenamiento.

VI.6.2. Experimento Il

Se hizo una curva dosis-respuesta de corticosterona (C,1H3004) obtenida de los
laboratorios Sigma-Aldrich Inc. Esta fue disuelta en etanol (MERCK) al 100% y después
fue diluida con solucion salina hasta obtener la concentracion apropiada. La
concentracion final de etanol fue al 2 % en todas las dosis. Se inyectdé una de cinco
dosis diferentes (5.0, 10.0, 20.0, 30.0 6 60.0 ng en 1.0 ul/min) bilateralmente en el
estriado anterodorsal inmediatamente después del entrenamiento. Las ratas fueron
entrenadas con una intensidad de choque eléctrico de 0.45 mA y se midi6 la retencién
de la tarea 48 horas después de la sesion del entrenamiento.

Se implantaron canulas a un grupo de ratas, en la corteza parietal. El grupo fue
entrenado bajo las mismas condiciones ya descritas e inmediatamente después del
entrenamiento se le administré bilaterlamente 10 ng (dosis efectiva) de corticosterona,
con el objeto de determinar que los efectos encontrados en el estriado eran especificos

para dicha estructura.
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VI1.6.3. Experimento llI

Se inyecté una dosis de 10 ng de corticosterona bilateralmente en el estriado
anterodorsal, inmediatamente, 30 6 60 minutos después del entrenamiento, usando la
misma intensidad de choque eléctrico. También se estudié un grupo al que se le inyecto
vehiculo, inmediatamente después del entrenamiento. Las ratas fueron sometidas a la

prueba de retencion, 48 horas después de la sesion del entrenamiento.

VI.6.4. Experimento IV

En esta ultima fase experimental se determind el efecto del antagonista en la
memoria. Las dosis empleadas fueron de 1.0 y 10.0 ng para el antagonista de los GR,
mifepristona o RU 38486 (C,9H3sNO2, Sigma-Aldrich Inc.), este farmaco fue disuelto en
etanol al 100% y después fue diluido con solucion salina hasta obtener la concentracion
apropiada. La concentracion final de etanol fue al 2 %. La inyeccion bilateral en el
estriado, del antagonista o del vehiculo se realizé inmediatamente después del
entrenamiento, y 30 min después se inyecto la corticosterona (10 ng) o su vehiculo. Se
midié la retencion de la tarea en las ratas a las 48 horas después de la sesion del

entrenamiento.

VI.7. Inyeccion de sustancias

La inyeccion se llevo a cabo con una bomba de perfusion lenta (WPl modelo
sp200i, World Precision Instruments, Inc., U.S.A.), en la que fue colocada una jeringa
Hamilton de 10 pl, conectada a través de un tubo de polietileno calibre PE-20 a un
inyector de 12 mm de longitud, fabricada con tubo de aguja hipodérmica de acero
inoxidable del nimero 30. La infusién de 1 ul se realiz6 durante 1 minuto y se dejo el

inyector 1 minuto mas para permitir una buena difusion.

VI.8. Verificacion de la ubicacion de las canulas

Todos los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital
sédico y perfundidos con solucién salina isotdnica seguida de formaldehido (J.T. Baker)

al 10%. Una vez terminada la perfusion se extrajo el cerebro y se coloc6 en un frasco
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con una solucion de formaldehido al 10%. Posteriormente se realizaron cortes
coronales de 50 um de espesor, los cuales fueron tefiidos con la técnica de Nissl. Los
cortes fueron examinados bajo el microscopio para localizar las puntas de las canulas.
Aquellos cerebros de las ratas que no tuvieron las puntas de las canulas en la regién

elegida, fueron desechados.

VI.9. Andlisis estadistico

Debido a que la variable dependiente (la retenciébn) no puede seguir una
distribucion normal porque se eligio un corte temporal arbitrario de 600 segundos, se
analizaron, en forma independiente, las latencias de entrada y de retencion con las
pruebas no paramétricas de Kruskal Wallis para ver si los grupos difieren
significativamente y la de U de Mann-Whitney para las comparaciones entre los grupos.

Las hipotesis fueron evaluadas con un nivel de significancia < 0.05.
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VII. RESULTADOS

VII.1. Verificacion de la ubicacion de las canulas

La verificacion de la ubicacion de las canulas consistio en revisar la ubicacion de
las puntas de las céanulas en los cortes realizados. En el reporte que se presenta a
continuacion sobre los datos conductuales, se incluye Unicamente la informacién de los
casos en los cuales las puntas de las canulas quedaron ubicadas en la region descrita
en la seccion de cirugia del método, que corresponde a la region anterodorsal del
estriado y a la corteza parietal. Se descartaron aquellas ratas cuyas canulas no estaban
en el sitio adecuado o bien canulas que estaban tapadas el dia del entrenamiento. La
Figura 11 presenta dos fotomicrografias representativas para mostrar la ubicacion
bilateral de las canulas en la regién anterodorsal del estriado y en la corteza parietal. En
la Figura 12 se representan los sitios en donde quedaron ubicadas las puntas de los

inyectores en diagramas de diferentes cortes coronales.

Figura 11. Fotomicrografias de cortes coronales de cerebros de ratas, que muestran la
localizacién bilateral de canulas en el estriado anterodorsal (A) y en la corteza parietal
(B), tefiidos con la técnica de Nissl. Las flechas grandes sefialan la punta de la canula y
las flechas pequefias sefialan la localizacion del inyector. Ambas fotos (1x) fueron
tomadas con un microscopio de campo claro (Nikon, Eclipse E600, Japén). Las
coordenadas de la colocacion de las canulas estan indicadas en la seccion de métodos.
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i
Bregma 0.48 mm

Figura 12. Representacion de los sitios en donde se encontraron las puntas de los
inyectores, en el estriado anterodorsal (A) y en la corteza parietal (B); en los diferentes
cortes coronales en varios niveles en el eje anteroposterior en relacion a Bregma.
Modificado del atlas de Paxinos y Watson, 1998.
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VIl.2. Resultados conductuales

VII.2.1. Experimento |

Este experimento tuvo la finalidad de determinar la intensidad de choque
eléctrico que permiti6 obtener latencias de retencidn bajas con las que se pudiera

observar una posible facilitacion.

Sesion de entrenamiento

El analisis estadistico de los datos de las latencias de entrada, obtenidos en la
sesion de entrenamiento ante diferentes intensidades de choque eléctrico, con la
prueba de Kruskal Wallis no mostro diferencias significativas entre los grupos;
H(4)=3.09, p=0.5422 (Figura 13).

100 +

80 +

Latencia de entrada (seg)

20 +
I

SCh 0.4 045 05 0.6
Intensidad (mA)

Figura 13. Latencia de entrada (mediana y rangos intercuartiles) de los grupos a los
que se les entren6 empleando un choque eléctrico de diferente intensidad.
Inmediatamente después del entrenamiento se les administré vehiculo (1ul/min) en
ambos estriados. SCh indica que ese grupo no recibié choque eléctrico durante el
entrenamiento. No hubo diferencias entre los grupos; n= 9-10 ratas por grupo.
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Sesién de prueba.

En la Figura 14, se muestran las latencias de retencion.

El andlisis estadistico de los datos indicé que hay diferencias entre los grupos
(H(4)=14.14, p=0.0068), empleando la prueba de Kruskal Wallis.

El analisis entre pares de grupos se realizo con la prueba U de Mann Whitney.
En la Tabla 2 se muestran las diferencias estadisticamente significativas entre las

combinaciones de pares de grupos.
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Figura 14. Latencia de retencidon (mediana y rangos intercuartiles) de los grupos a los
gue se les entrend empleando un choque eléctrico de diferente intensidad y a las que
inmediatamente después se les administré vehiculo (1ul/min) en ambos estriados. SCh
indica que ese grupo no recibié choque eléctrico durante el entrenamiento. * p<0.05 y
** p<0.01 con respecto al grupo SCh. ¢ p<0.05 y ¢ p<0.01 con respecto al grupo de
0.4 mA; n= 9-10 ratas por grupo.
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Tabla 2. Resultados de las comparaciones estadisticas de las latencias de retencién,
entre pares de grupos. Los valores fueron obtenidos de la prueba U de Mann Whitney.

INTENSIDADES VALOR DE U PROBABILIDAD
Sch vs 0.45 11.0 0.0062
Schvs 0.5 24.0 0.0538
Schvs 0.6 18.0 0.0171
0.4 vs 0.45 10.0 0.0081
0.4vs 0.5 19.0 0.0373
0.4 vs 0.6 16.0 0.0197

En resumen, este experimento permitié determinar que 0.45 mA es la intensidad
de choque eléctrico con que las ratas aprendieron mejor la tarea, ya que este grupo
mostré6 mayores diferencias estadisticas en su latencia de retencién con respecto al

grupo que no recibié choque, el cual no formé una memoria aversiva.

VII.2.2. Experimento Il
Con este experimento se determind si la administracion de corticosterona
intraestriatal produce efectos de facilitacion en la memoria de ratas entrenadas en una

tarea de evitacion inhibitoria.

Sesion de entrenamiento

El analisis estadistico de los datos de las latencias de entrada, obtenidos en la
sesion de entrenamiento para probar diferentes dosis de corticosterona, con la prueba
de Kruskal Wallis no mostré diferencias significativas entre los grupos; H(6)=3.39,
p=0.7586 (Figura 15).

Sesion de prueba

La Figura 16 muestra las latencias de retencion.

El analisis con la prueba de Kruskal Wallis mostr6 que hay diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos, H(6)=14.59, p=0.0237. Se realiz6 el
analisis comparando entre pares de grupos con la prueba U de Mann Whitney. En la
gréfica los asteriscos (*) muestran cuales grupos fueron estadisticamente diferentes del
grupo al que se le administrod vehiculo (veh vs 10 ng, U=27.0 p= 0.05 y veh vs 60 ng,
U=22.0 p=0.0376).
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Figura 15. Latencia de entrada (mediana y rangos intercuartiles) de los grupos a los
gue se les administraria después de esta sesion, una de las diferentes dosis de
corticosterona o vehiculo (1ul/min) en ambos estriados. Cx10 indica que a estas ratas
se les administré en la corteza parietal 10 ng de corticosterona. No hubo diferencias
entre los grupos; n= 8-11 ratas por grupo.
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Figura 16. Latencia de retencion (mediana y rangos intercuartiles) de los grupos a los
gue se les administré una de las diferentes dosis de corticosterona o vehiculo (1ul/min)
en ambos estriados. Cx10 indica que a estas ratas se les administré bilateralmente en
la corteza parietal 10 ng de corticosterona. * p<0.05 con respecto al grupo tratado con
vehiculo; n=8-11 ratas por grupo.

En resumen, la administracion intraestriatal de 10 ng de corticosterona produjo
un efecto de facilitacion en la memoria, la cual se us6G en los experimentos

subsecuentes, y que la dosis maxima deterior6 la retencion.

VII.2.3. Experimento Il
Con la finalidad de determinar el gradiente de tiempo en el cual la corticosterona
produce efectos sobre la consolidacion de la memoria se realizé el siguiente

experimento.
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Sesidn de entrenamiento

El andlisis estadistico de los datos de las latencias de entrada, obtenidos en la
sesion de entrenamiento para determinar el efecto dependiente del tiempo de la
corticosterona, con la prueba de Kruskal Wallis no mostré diferencias significativas
entre los grupos; H(3)=2.8628, p=0.4133 (Figura 17).
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Figura 17. Latencia de entrada (mediana y rangos intercuartiles) de los grupos a los que
se les administraria 10 ng de corticosterona en ambos estriados en diferentes tiempos
después del entrenamiento. A un grupo se le administrd vehiculo inmediatamente (Inm)
después del entrenamiento. Las lineas en cada barra representan los rangos
intercuartiles. No hubo diferencias entre los grupos; n= 9-11 ratas por grupo.

Sesion de prueba

En la Figura 18 se muestran las latencias de retencion de los efectos
dependientes del tiempo. La infusion de corticosterona (10 ng) en el estriado se realizd
inmediatamente, a los 30 6 a los 60 min después del entrenamiento. A un grupo se le

administré vehiculo inmediatamente después del entrenamiento. La prueba de Kruskal
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Wallis mostr6 que hay diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (H
(3)=9.0019, p=0.0293). El andlisis entre pares de grupos con la prueba U de Mann
Whitney indic6 que el grupo con vehiculo es diferente del grupo con corticosterona
administrada inmediatamente después del entrenamiento (U=28, p=0.0286) y asi como
del grupo con corticosterona administrada 30 minutos después del entrenamiento
(U=19, p=0.0096).
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Figura 18. Latencia de retencién (mediana y rangos intercuartiles) de los grupos a los
gue se les administr6 10 ng de corticosterona o (1ul/min) en ambos estriados en
diferentes tiempos después del entrenamiento. A un grupo se le administré vehiculo
inmediatamente (Inm) después del entrenamiento. * p<0.05 y ** p<0.01 con respecto al
grupo tratado con vehiculo; n= 9-11 ratas por grupo.

En resumen, en este experimento se determind que los efectos de facilitacion de
la corticosterona sobre la memoria se manifiestan al aplicarse inmediatamemnte
después del entrenamiento, asi como a los 30 min. El efecto facilitador ya no es

evidente cuando se inyecta 60 min después del entrenamiento.
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VII.2.4. Experimento IV
Este experimento tuvo la finalidad de determinar si los efectos de facilitacion en
la memoria encontrados por la administracién de corticosterona son bloqueados por la

administracion de un antagonista a los receptores a glucocorticoides.

Sesidn de entrenamiento

El andlisis estadistico de los datos de las latencias de entrada, obtenidos en la
sesion de entrenamiento, con la prueba de Kruskal Wallis no mostré diferencias
significativas entre los grupos; H(4)=3.81, p=0.4320 (Figura 19). Los sujetos después de
la sesion de entrenamiento recibieron diferentes combinaciones de vehiculo,
corticosterona y RU 38486, como se explicd en el apartado VI.6.4, correspondiente a

grupos y tratamientos.
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Figura 19. Latencia de entrada (mediana y rangos intercuartiles) de los grupos a los
que se les administré vehiculo o un antagonista a GRs (RU 38486) (1ul/min),
inmediatamente después del entrenamiento, y vehiculo o corticosterona (1ul/min), 30
min después del entrenamiento, en ambos estriados. No hubo diferencias entre los
grupos; n= 7-11 ratas por grupo.
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Sesion de prueba
En la Figura 20 se muestran los efectos sobre la retencion de dos diferentes

dosis del antagonista a receptores de glucocorticoides (RU 38486) o del vehiculo,
administrados inmediatamente después del entrenamiento; 30 min después se inyecto
la corticosterona (10 ng) o el vehiculo.

El andlisis de Kruskal Wallis mostr6 que hay diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, H(4)=11.58, p=0.0208. El analisis entre pares de grupos
con la prueba de U de Mann Whitney mostro diferencias estadisticamente significativas

entre el grupo que recibié vehiculo mas corticosterona y el resto de los grupos, (p<

0.02).

600 -

W

o

o
1

B

o

o
A

w

o

o
1

N

o

o
1

Latencia de retencion (seg)

-

(=]

o
1

o
L

VEH VEH RU-1 RU-1 RU-10
+ + + + +
VEH CORT VEH CORT CORT

Figura 20. Latencia de retencién (mediana y rangos intercuartiles) de los grupos a los
que se les administré vehiculo o una de las dosis (1 6 10 ng) del antagonista a GRs
(RU 38486) (1ul/min) inmediatamente después del entrenamiento y vehiculo o
corticosterona (10 ng) 30 min después del entrenamiento, en ambos estriados. El *
indica una p<0.05 con respecto al resto de los grupos; n= 7-11 ratas por grupo.
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En resumen, los efectos de facilitacion de la memoria producidos por la
administracion de corticosterona en el estriado fueron bloqueados por un antagonista
de los receptores a glucocorticoides, lo cual indica que la activacion de estos receptores

es la que produce los efectos de facilitacion de la memoria.
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VIIl. SEGUNDA PARTE EXPERIMENTAL

En el planteamiento del problema se mencion6 que el estriado forma parte del
sistema multiple de memorias. El modelo de este sistema de memorias plantea que el
estriado es una estructura que almacena la informacion aprendida por una asociacion
estimulo-respuesta y es una estructura involucrada para integrar la informacion
sensorial y motora necesarias para el establecimiento de la memoria en la tarea de
evitacion inhibitoria. Una variante de esta tarea es la evitacion inhibitoria modificada, la
cual posee algunos componentes que son importantes para establecer disociaciones
entre las estructuras: el componente de contexto y el componente de estimulacion
nociceptiva.

Malin y McGaugh en 2006 mostraron que la administraciéon de oxotremorina (un
agonista colinérgico) en el hipocampo, inmediatamente después del componente de
contexto, facilité la memoria en la tarea de evitacion inhibitoria modificada. Mientras que
la administracion del mismo farmaco inmediatamente después del componente de
estimulacion nociceptiva no produjo ningun efecto en la memoria. En este mismo
estudio administraron el agonista en dos estructuras mas, en la corteza del cingulo
anterior rostral y en la amigdala basolateral. La administracion del farmaco en la
primera estructura tuvo efectos de facilitacion en la memoria cuando se administro
inmediatamente después del componente de estimulacién nociceptiva, pero no en el
componente de contexto. Mientras que la administracion en la amigdala produjo efectos
facilitatorios en ambos componentes. Los autores concluyeron que la tarea de evitacion
inhibitoria modificada es un paradigma que nos permite disociar la participacién de
diferentes estructuras cerebrales durante la formacién de la memoria, de esta manera
reportan que el hipocampo y la corteza del cingulo anterior rostral estan participando de
manera diferencial en la formacion de la memoria en la tarea de evitacion inhibitoria
modificada y que la amigdala basolateral participa modulando la memoria sin
diferenciar los componentes en este tipo de tarea.

Recientemente (Roozendaal, Barsegyan y Lee, en prensa), encontraron que la
administracién de un agonista de los receptores a glucocorticoides en el hipocampo,

inmediatamente después del componente de contexto facilitd la memoria en la tarea de
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evitacion modificada, sin embargo, la administracion de este farmaco inmediatamente
después del componente de estimulacion nociceptiva no produjo efectos. En este
estudio también administraron el agonista en la amigdala basolateral y encontraron
efectos de facilitacion en la memoria cuando fue administrada inmediatamente después
de uno u otro componente. Estos resultados son consistentes con los resultados
reportados por Malin y McGaugh, 2006.

Por lo tanto, con la finalidad de determinar si la activacion de los receptores a
glucocorticoides participa en la memoria espacial o en la memoria de la estimulacion
nociceptiva durante la tarea de evitacidn inhibitoria se realizaron los experimentos que

se describen a continuacion.
VIII.1. Hipotesis

1. La corticosterona administrada bilateralmente en el estriado, inmediatamente
después de la exposicion al componente de contexto, no producira facilitacion de la
memoria en una tarea de evitacion inhibitoria modificada.

2. La corticosterona administrada bilateralmente en el estriado, inmediatamente
después de la exposicion al componente de estimulacion nociceptiva, producira

facilitacion de la memoria en una tarea de evitacion inhibitoria modificada.

VIIl.2. Objetivo

Determinar si la activacion de los receptores a corticosteroides en el estriado, participan
en la formacién de la memoria de contexto y/o en la memoria de la estimulacion

nociceptiva, durante la tarea de evitacion inhibitoria modificada.
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IX. MATERIAL Y METODO

La metodologia empleada en los experimentos que se presentan a continuacion
fue similar a la descrita en la primera parte experimental (apartado VI), solo que el

entrenamiento y los tratamientos se realizaron como a continuacion se describe.

IX.1. Tarea de evitacidn inhibitoria modificada

La tarea de evitacion inhibitoria modificada se realiz6 en tres dias consecutivos.
En el primer dia, el sujeto fue colocado en el compartimiento de seguridad de la camara
de condicionamiento con la puerta tipo guillotina abierta, permitiéndole al sujeto una
libre exploracién en toda la caja durante 3 min (componente de contexto); después el
sujeto fue regresado a su caja habitacion. En el dia dos, el sujeto fue colocado
directamente en el compartimiento obscuro con la puerta cerrada y se le dio un choque
eléctrico de 1 seg de duracién (componente de estimulacién nociceptiva); enseguida fue
regresado a su caja habitacion. En el dia tres, el sujeto fue colocado en el
compartimiento iluminado, después de 10 segundos, la puerta tipo guillotina fue abierta
y se registro el tiempo que el sujeto tardé en pasar al compartimiento obscuro; esta fue

la medida de la latencia de retencion.

IX.2. Grupos y Tratamientos

IX.2.1 Experimento |

Se obtuvo el efecto de diferentes intensidades de choque eléctrico en la
memoria, con la finalidad de determinar cudl intensidad de ellas se usaria en los
experimentos subsecuentes. Se formaron cinco grupos independientes de ratas que
fueron entrenadas en la tarea de evitacién inhibitoria modificada empleando las
siguientes intensidades 0.6, 0.8, 1.0, 1.3 6 1.5 mA. Cada uno de estos grupos se
subdividio a su vez en dos grupos, uno que recibid el vehiculo inmediatamente después
del componente de contexto y otro que recibid el vehiculo inmediatamente después de
la estimulacion nociceptiva. Todos los tratamientos se administraron bilateralmente en

el estriado.
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IX.2.2. Experimento Il

Después de haber seleccionado la mejor intensidad del estimulo nociceptivo (1.3
mA) los sujetos fueron entrenados en la tarea de evitacidén inhibitoria tal y como fue
descrito en el apartado de la tarea de evitacion inhibitoria modificada, pero en el dia
uno, inmediatamente después de la exposicion al componente de contexto se les
administré 10 6 20 ng de corticosterona en el estriado. La finalidad de este experimento
fue determinar los efectos de la corticosterona, administrada bilateralmente en el

estriado, sobre la formacién de la memoria de contexto.

IX.2.3. Experimento Il

Siguiendo el mismo protocolo del entrenamiento, se entrenaron ratas a las que
se les administr6 10 6 20 ng de corticosterona en ambos estriados, inmediatamente
después de la exposicion al componente de estimulacion nociceptiva (dia dos). La
finalidad de este experimento fue determinar los efectos de la corticosterona,
administrada intraestriatalmente, en la formaciéon de la memoria de la estimulacién

nociceptiva.
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X. RESULTADOS

X.1. Verificacion de la ubicacién de las canulas

Siguiendo el procedimiento anteriormente descrito se hizo la verificacion de la
ubicacion de las puntas de las canulas de todos los grupos; se descartaron aquellas
ratas cuyas canulas no estaban en el sitio adecuado y aquellas que por estar tapadas el
dia del entrenamiento no fueron inyectadas. En la Figura 21 se muestran los sitios en
donde fueron localizadas las puntas de los inyectores, en diagramas de diferentes

cortes coronales.

Bregma 0.70 mm

Bregma 0.48 mm

Bregma -0.40 mm

Figura 21. Representacién de las regiones en las que se encontraron las puntas de los
inyectores, en el estriado anterodorsal, en los diferentes cortes coronales que muestran
las coordenadas anteroposterior en relacion a Bregma. Modificado del atlas Paxinos y
Watson (1998).
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X.2. Resultados conductuales

X.2.1. Experimento |
Este experimento tuvo la finalidad de determinar la intensidad de choque

eléctrico suficiente para que las ratas aprendieran la tarea.

Sesion de prueba
En la Figura 22 se muestran los efectos de las diferentes intensidades de choque
eléctrico sobre las latencias de retencion. Choques eléctricos de mayor intensidad

provocaron una mayor evitacion, presentandose latencias mayores.
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Figura 22. Latencia de retencién (mediana y rangos intercuartiles) de los grupos
a los que se les entren6é en la tarea de evitacién inhibitoria modificada,
empleando diferentes intensidades de choque eléctrico. * p<0.01 al comparar
1.0 mA vs 0.6 mA y ¢ p<0.05 al comparar 0.8 mA vs 1.3y 1.5 mA; n= 10-11
ratas por grupo.
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El andlisis de Kruskal Wallis mostro diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos, H(4)=16.78, p=0.0021. El andlisis entre pares de grupos con la prueba
U de Mann Whitney mostré que hay diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo entrenado con 0.6 mA y los grupos entrenados con 1.0, 1.3 6 1.5 mA (p< 0.05).
No hubo diferencias entre los datos obtenidos con la intensidad de 0.8 y 1.0 (U=30,
p=0.3072), pero si hubo diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
entrenado con 0.8 mA y los entrenados con 1.3 mA (U=25, p=0.0378) (esta intensidad
fue la seleccionada para realizar los siguientes experimentos) y con 1.5 mA (U=19,
p=0.0211).

X.2.2. Experimento Il

Este experimento permitio determinar si la administracion intraestriatal de
corticosterona inmediatamente después del componente de contexto produce efectos
de facilitacion sobre este tipo de memoria.

Sesion de prueba

En la Figura 23 se muestran las latencias de retencion de los grupos que fueron
inyectados con 10 6 20 ng de corticosterona en el estriado, inmediatamente después
del componente de contexto.

El analisis de Kruskal Wallis no mostro diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos, H(2)=2.68, p=0.3.

Por lo tanto, puede decirse que la corticosterona no produjo efectos en la

memoria de contexto.
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Figura 23. Latencia de retencién (mediana y rangos intercuartiles) de los grupos a los
gue se les administré bilateralmente en el estriado corticosterona (10 6 20 ng),
inmediatamente después de la exposicion al componente de contexto en la tarea de
evitacidon inhibitoria modificada empleando un choque eléctrico de 1.3 mA. No hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos; n= 10-11 ratas por grupo.

0..

X.2.3. Experimento Il
Este experimento tuvo como finalidad determinar si la administracion
intraestriatal de corticosterona inmediatamente después del entrenamiento en el

componente de estimulaciéon nociceptiva produce efectos en la memoria.

Sesion de prueba

En la Figura 24 se muestran las latencias de retencion de los grupos a los que se
les administré 10 6 20 ng de corticosterona en el estriado, inmediatamente después del
componente de estimulacién nociceptiva.

El andlisis de Kruskal Wallis mostré que no hay diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos, H(2)=3.69, p=0.2.
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Los resultados nos muestran que la administracibn de la corticosterona no

produjo efectos en la memoria del componente de estimulacion nociceptiva.
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Figura 24. Latencia de retencion (mediana y rangos intercuartiles) de los grupos a los
que se les administro bilateralmente en el estriado corticosterona (10 6 20 ng),
inmediatamente después de la exposicién al componente de estimulacion nociceptiva
en la tarea de evitacion inhibitoria modificada empleando un choque eléctrico de 1.3
mA. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos; n= 10-11
ratas por grupo.
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XI. DISCUSION

Los resultados son consistentes con estudios que han reportado que la
administraciéon de corticosteroides facilita la retencion de una tarea de evitacion
inhibitoria (Flood et al., 1978; Kovécs et al., 1977; Roozendaal, 2002). Este trabajo en
particular, indica que la inyeccion de corticosterona en el estriado antero-dorsal produce
cambios en la retencidn de una tarea de evitacion inhibitoria de forma dependiente de la
dosis, en donde una dosis moderada produjo un efecto de facilitacion en la memoria;
dosis bajas y altas no produjeron efectos y dosis muy altas produjeron amnesia. Los
efectos encontrados son consistentes con estudios realizados en pollos, a los cuales les
inyectaron corticosterona en el hiperestriado ventral intermedio medial (Sandi y Rose,
1994b); y en ratas, a las que se les administr6 un agonista al receptor glucocorticoide
en el ndcleo basolateral de la amigdala (Quirarte et al., 1997; Roozendaal y McGaugh,
1997hb); en el hipocampo (McEwen y Sapolsky, 1995; Roozendaal y McGaugh, 1997a) y
en nucleo del tracto solitario (Roozeendaal et al., 1999a).

Es interesante resaltar que aquellas estructuras (como la amigdala, el hipocampo
y el estriado) que forman parte de los diferentes sistemas de memoria cuentan con la
presencia de receptores a glucocorticoides. Diferentes evidencias mostraron que la
administracion de agonistas en el hipocampo y en la amigdala, inmediatamente
después del entrenamiento, facilitdé la memoria en la tarea de evitacion inhibitoria y en
este se mostrdé que la administracion de corticosterona en el estriado produjo efectos
similares a los ya reportados. Estos datos permiten proponer que la activacion de los
receptores a glucocorticoides durante el proceso de consolidacion, interactia de alguna
manera en los mecanismos intrinsecos que se desencadenan durante la experiencia de
aprendizaje y que finalmente permiten la formacion de la memoria de largo plazo.

El proceso de consolidacién, que es un fenomeno que permite la estabilizacion
de la informacién a largo plazo, comienza con la liberacion de neurotransmisores que
activan receptores membranales, lo cual desencadena una serie de cascadas de
segundos mensajeros en el citosol de las neuronas que son activadas durante la
experiencia de aprendizaje. Entre estos mensajeros se encuentra la activacion del
monofosfato de adenosina 3°,5 -ciclico (AMPc) que a su vez activa proteinas cinasas

dependientes de AMPc (PKA) y que al ser activadas fosforilan proteinas que se unen al
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elemento responsivo de AMPc (CREB) en la cadena de ADN en el nlcleo celular.
CREB modula la expresion de genes, incluyendo los genes de expresién temprana,
tales como los factores de transcripcion que a su vez regulan la expresion de genes de
expresion tardia, y en general estimula la expresion de sintesis de proteinas las cuales
estableceran una eficiente plasticidad y comunicacion neuronal, favoreciendo asi las
redes neuronales producidas por la experiencia de aprendizaje (Dudai, 2004; Squire y
Kandel, 1999a,b).

Existen algunas evidencias que muestran que la activacion de los receptores a
glucocorticoides interactia con la cascada de segundos mensajeros. En estudios in
vitro de corteza cerebral sugieren que la activacion de los receptores a glucocorticoides
interactian con la via de sefalizacién del sistema noradrenérgico activando el AMPc y
la formacién de proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) (Duman, Strada y Enna,
1989; Stone, McEwen, Herrera y Carr, 1987). También, se ha reportado que la
inyeccion de glucocorticoides en la amigdala produjo un efecto modulatorio en la
cascada de AMP ciclico desencadenado por el B-adrenorreceptor, situado entre la
membrana de unién del receptor y la formacién intracelular del AMP ciclico. Cuando
administraron un inhibidor de la PKA, la facilitacion de la memoria producida por un
agonista a GRs no se presentd. Ademas, la administracion de un agonista a AMPc
produjo una facilitacion en la memoria (Roozendaal et al.,, 2002). En este estudio
propusieron que el efecto de los glucocorticoides en la consolidacién de la memoria, al
menos en la amigdala basolateral, requiere de la activacion de la cascada
desencadenada por el receptor B-adrenérgico; este receptor se encuentra acoplado a la
adenilato ciclasa y directamente estimula el AMPc y la PKA (Daly, Padgett, Creveling,
Cantacuzene y Kirk, 1981).

Por otra parte, se encontr6 que la corticosterona produjo un efecto en la
retencion en forma de U-invertida; en donde dosis altas y bajas no tuvieron efectos en
la retencidn, Unicamente los efectos fueron encontrados con dosis moderadas (efectos
de facilitaciébn) y con dosis muy altas (efectos de deterioro). Estos efectos son
consistentes con lo descrito en otros estudios (Quirarte et al., 1997; Roozendaal y
McGaugh, 1997a, b; Sandi y Rose, 1994b, 1997). Una de las explicaciones dadas para

este fenomeno surge a partir de la accion directa con los receptores. Existe un numero
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finito de receptores, y el efecto de la droga deberia ser proporcional a la fraccion de
receptores ocupados por ésta, por lo que un efecto maximo deberia de ocurrir cuando
todos los receptores fueran ocupados. Sin embargo, si los receptores, debido a su
constante ocupacion por agonistas, muestran fatiga (taquifilaxis) entonces grandes
dosis pueden producir en menor grado el efecto que alguna dosis 6ptima (Day, 1979).

Otra explicacion puede estar dirigida hacia los cambios en la actividad
metabdlica de las neuronas ante la concentracién alta de corticosterona (Sapolsky,
Romero y Munck, 2000), por ejemplo Horner, Packan y Sapolsky (1990) reportaron que
la corticosterona participa en la recaptura de glucosa en las neuronas, y este efecto es
dependiente de la dosis. Lawrence y Sapolsky (1994) mostraron que la concentracion
alta de corticosterona reduce la tasa de ATP en neuronas hipocampales. En un estudio
reciente Morsink et al. (2006b) reportaron que la corticosterona produce, tres horas
despueés, en rebanadas hipocampales, disminucion del ARNm de la deshidrogenasa B
lactato, que es una enzima que participa en la utilizaciéon de glucosa en las neuronas,
por lo que proponen que la inhibicion de la enzima repercute en la utilizaciéon de la
glucosa. También encontraron una disminucion en el ARNm de la sintetasa de ATP; por
lo que la corticosterona acelera la pérdida de ATP generando un dafio metabdlico en la
neurona.

Los resultados del tercer experimento indicaron que la administracion de una
dosis moderada de corticosterona en el estriado, inmediatamente 6 30 minutos después
del entrenamiento produjo un efecto de facilitacion en la memoria de una tarea de
evitacion inhibitoria, mientras que la administracién a los 60 minutos no produjo efecto.
Esto nos permite proponer que en el estriado existe un efecto dependiente del tiempo
en el que se administré la hormona, observando aqui una ventana de tiempo de 30
minutos.

Este fenbmeno es consistente con lo encontrado en la literatura, en donde los
efectos de facilitacion de la memoria por lo glucocorticoides son vistos cuando son
administrados antes (Thompson, Erickson, Schulkin y Rosen, 2004) o poco después del
entrenamiento, estos efectos se han correlacionado con el periodo de consolidacion
(Flood et al., 1978; Sandi y Rose, 1994b). Por lo tanto, los efectos encontrados

permiten sugerir que la corticosterona afecta alguna parte de los mecanismos
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tempranos en la formacion de la memoria con los cuales se podrian correlacionar, los
cambios en la actividad eléctrica neuronal (Joéls y de Kloet, 1989, 1992) o modulando
eventos en la cascada de segundos mensajeros (lzquierdo y Medina, 1995; McGaugh e
Izquierdo, 2000; Roozendaal et al., 2002; Squire y Kandel, 1999b).

El mecanismo clasico de la accidén de los corticosteroides se manifiesta a través
de la unidn a receptores intracelulares, formando complejos que se unen al elemento
responsivo a glucocorticoides en la cadena del ADN en el nucleo celular; funcionando
asi como un factor de transcripciéon de genes especificos (Beato, Herrlich y Schutz,
1995; McEwen et al., 1986; Meijer et al., 2000). Sin embargo, existen evidencias que
permiten postular la existencia de receptores membranales que adn no se han
caracterizado. Johnson et al., en el 2005, con la finalidad de localizar los receptores a
glucocorticoides en el nacleo lateral de la amigdala, localizaron la presencia de GRs en
el soma, en la membrana del nucleo, en las terminales presinapticas (excitatorias), en
las dendritas y las espinas dendriticas, ademas en las terminales postsinapticas
excitatorias; predominantemente en neuronas glutamatérgicas y en menor porcentaje
en neuronas GABAérgicas (inhibitorias). Los autores proponen que la localizacién de
los receptores membranales en neuronas excitatorias permite sugerir que es probable
que exista una participacidon importante en la modulacion de sinapsis excitatorias
durante la formacién de la memoria.

Se ha reportado que el curso temporal de las acciones por la activacion de los
GRs va desde los milisegundos (Loésel y Wehling, 2003) observados en estudios
celulares hasta una hora propuesta a partir de observaciones conductuales (Makara y
Haller, 2001) o hasta tres horas a partir de un andlisis de expresién de genes (Morsink
et al., 2006a; Morsink et al., 2006b).

Hay estudios que reportan que la administracion de un precursor de la
corticosterona, la 5-alfa-dihidrocorticosterona, a ratas adrenalectomizadas
anestesiadas, bloqued la expresion de la potenciacién de largo plazo (LTP) en el giro
dentado (Dubrovsky, Liquornik, Noble y Gijsbers, 1987). Se ha argumentado que estos
efectos dependen del tipo de receptor al que se unen los corticosteroides. En el caso de
una mejoria en la LTP de las neuronas estudiadas se sabe que los corticosteroides

producen una facilitacién en este fenébmeno cuando se unen a los MRs, mientras que
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cuando se unen a los GRs hay una inhibicion de la LTP y estos efectos son
dependientes de la dosis (Diamond, Bennett, Fleshner y Rose, 1992; Joéls y de Kloet,
1989; Pavlides, Watanabe y McEwen, 1993).

Otra serie de estudios han mostrado que la corticosterona induce una influencia
inhibitoria, dependiente de la concentracion, en el modelo de LTP en las areas CAl,
CA3 y en el giro dentado (Foy, Stanton, Levine y Thompson, 1987; Joéls y de Kloet,
1989; Pavlides, Ogawa, Kimura y McEwen, 1996; Pavlides y McEwen, 1999). Al
respecto se ha propuesto que los glucocorticoides, al menos en las regiones CA1 y CA3
del hipocampo, pueden alterar los efectos de la LTP a través de una interaccion con los
receptores NMDA, ya que existe evidencia de que la supresion de la LTP en la region
CALl por la activacion de los GRs es bloqueada por antagonistas a receptores NMDA
(Kim, Foy y Thompson, 1996).

Morsink et al. (2006b) encontraron cambios en la expresion de 15 a 18 genes en
rebanadas hipocampales, de ratas adrenalectomizadas y tratadas con una dosis baja
de corticosterona. Reportaron que al administrar corticosterona en la rebanada hubo
una disminucion en la expresion de genes (down regulation) una hora después; los
registros a las tres horas mostraron expresidon de genes regulados a la alta (up
regulation) asi como a la baja y a las cinco horas la expresion de genes regresé a los
niveles basales. En general la mayoria de los genes identficados participaban en el
funcionamiento de las células hipocampales. En otra serie de experimentos midieron a
la hora los efectos en la expresion de genes relacionados a la neurotransmision
hipocampal y observaron que la administracion de un antagonista a los receptores a
glucocorticoides revirtié todos los efectos transcripcionales registrados (Morsink et al.,
2007).

Entre los efectos a corto plazo inducidos por la administracion de
glucocorticoides son la entrada y recaptura de Ca™ en las neuronas (Makara y Haller,
2001). En los estudios in vitro de tejido hipocampal se mostré un incremento de las
corrientes de Ca™" dependientes de voltaje (Kerr, Campbell, Thibault y Landfield, 1992);
un aumento en su recaptura (Sze y Igbal, 1994b) y un aumento en la concentracion de
Ca'" al citosol de las neuronas a partir de la presencia de corticosterona y de &cido

kainico (Elliott y Sapolsky, 1993). Ante estos hallazgos se propuso que estos efectos
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son inducidos porque la activaciéon de los GRs induce cambios en la actividad de la
calmodulina (Sze y Igbal, 1994a). La calmodulina regula una variedad de procesos
bioguimicos incluyendo la adenilato ciclasa, las bombas de Ca-ATPasa, canales de
calcio y la fosforilacion y desfosforilacion de proteinas (Klee, 1991). Por lo tanto, la
union de los glucocorticoides a un posible receptor membranal, junto con los cambios
en la union de la calmodulina y los canales de calcio dependientes del voltaje, pueden
ser considerados como eventos significativos que desencadenen una actividad
importante dentro del proceso de consolidacion de la memoria.

En afios recientes se ha reportado la participacion del factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) en la consolidaciéon de la memoria (Bekinschtein et al
2007; Monfils et al., 2007). Se sabe que el receptor de este factor neurotrofico (receptor
a tirosina kinasa, TrkB) se encuentra ampliamente distribuido en el cerebro,
principalmente en aquellas neuronas en donde hay receptores a NMDA, incluyendo el
estriado (Goggi, Pullar, Carney y Bradford, 2003). Hay estudios que proponen que
existe una relacion estrecha entre los corticosteroides y el BDNF. Radecki et al., 2005
reportaron que el estrés cronico en ratas produce un deterioro en el aprendizaje y la
memoria de la tarea de laberinto de Morris y este efecto es bloqueado por la
administracién cronica de BDNF en el hipocampo. Ademas, Ma, Chen, Wei y Lee
(1999) reportaron que la administracion del factor liberador de corticotropina en el giro
dentado incrementa la expresion de ARNm del BDNF, facilitando la memoria en una
tarea de evitacion inhibitoria. Es probable que este factor neurotréfico sea parte de los
mecanismos que participan en la formacion de la memoria.

Se han reportado interacciones de los glucocorticoides con algunos sistemas de
neurotransmision; tal es el caso de la noradrenalina y de la acetilcolina. Se ha
determinado que la administracion de un antagonista a receptores B-adrenérgicos en el
nucleo basolateral de la amigdala bloquea la facilitacion de la memoria inducida por la
administracion, sistémica o por la administracion en este nucleo de la amigdala, de un
agonista a receptores glucocorticoides (Quirarte et al., 1997; Roozendaal et al., 1999b).
También, se ha reconocido que la atropina (antagonista a receptores colinérgicos
muscarinicos) en el nucleo basolateral de la amigdala, bloquea el efecto de facilitacion

de la memoria cuando se administra sistémicamente o0 en esta misma estructura un
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agonista de receptores a glucocorticoides (Power, Roozendaal y McGaugh, 2000).
Ambos estudios sefialan que tanto la activacion del sistema noradrenérgico como del
sistema colinérgico en el ndcleo de la amigdala basolateral en ratas, son importantes
para la facilitacion de la memoria de una tarea de evitacion inhibitoria.

Otro estudio reciente mostré que la administracion de agonistas a receptores a
glucocorticoides inmediatamente después del entrenamiento de una tarea de evitacion
inhibitoria, en el ndcleo del tracto solitario produjo efectos de facilitacion. Estos efectos
fueron bloqueados por la administraciébn de antagonistas B-adrenérgicos en la misma
region (Roozendaal et al., 1999a).

Como anteriormente se menciond, la interaccion de los glucocorticoides y el
sistema colinérgico se ha mostrado en el caso de la amigdala. El estriado tiene
interneuronas que sintetizan acetilcolina, lo cual también permite proponer una posible
interaccion entre ambos sistemas. Datos preliminares en el laboratorio, han mostrado
qgue la activacion de los receptores colinérgicos muscarinicos en el estriado produce
una facilitacién en la memoria, y este efecto no se presenta cuando son bloqueados los
receptores a glucocorticoides por un antagonista, en la misma estructura cerebral. Este
trabajo permite inferir que el efecto de mejoria en la memoria encontrado con los
presentes hallazgos depende de la interaccion de GRs con el sistema colinérgico, es
decir; se requiere de la activacién de este sistema, tal y como se ha reportado en los
estudios de la amigdala. El estriado es una estructura que recibe aferencias de otras
partes del SNC, es probable que alguna de ellas interactie con los GRs (Figura 25).

En el ultimo experimento se encontr6 que la facilitacion de la memoria es
producida por la activaciéon especifica de receptores a glucocorticoides, ya que al
ocupar estos receptores con antagonistas a GRs se bloque6 el efecto de facilitacion.

Es importante retomar que en el cerebro hay dos tipos de receptores a
corticosteroides ampliamente distribuidos (de Kloet, 1991; de Kloet et al., 1993;
McEwen et al., 1968; Reul y de Kloet, 1985). En estudios en los que emplearon las
técnicas de hibridacién e inmunohistoquimica han demostrado una expresion moderada
de ARNm de los receptores a glucocorticoides y de los receptores en el estriado de la
rata (Ahima y Harlan, 1990, 1991; Morimoto et al., 1996); y se ha reportado en un

estudio empleando la técnica de inmunohistoquimica para localizar los receptores a
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mineralocorticoides que no hay expresion de estos receptores en el estriado (Agarwal,
Mirshahi, Mirshahi y Rostene, 1993). Estos datos permiten proponer que la
corticosterona administrada en el estriado ocuparian solamente los receptores a
glucocorticoides, y esto se corrobor6 cuando los efectos de facilitacion fueron
bloqueados por la administracion del antagonista (RU 38486). Los hallazgos de este
estudio permiten determinar que los receptores a glucocorticoides estriatales son los
gue estan involucrados en la consolidacion de la memoria de las ratas entrenadas en la

tarea de evitacion inhibitoria.
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Figura 25. Proyecciones aferentes y eferentes del estriado. Las neuronas estriatales
tienen receptores a glucocorticoides y no se sabe como interactllan estos receptores
con los diferentes sistemas de neurotransmision. Area limbica (AL), corteza prefrontal
(CxPF), area sensoriomotora (AS), corteza frontal (CxF), corteza parietal (CxP),
corteza occipital (CxO), glutamato (Glu), dopamina (DA), sustancia nigra compacta
(SNc), serotonina (5-HT), nacleo del rafe dorsal (nRD), acido gamma amino butirico
(GABA), acetilcolina (ACh), estriado (Es). Modificado de Gerfen (2000).

McGaugh ha sugerido un modelo que propone la interaccion entre el sistema
hormonal corticoadrenal y el sistema nervioso que modula la memoria de experiencias

de aprendizaje aversivo. Los resultados obtenidos en este estudio permiten incorporar
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los efectos encontrados con la activacion de receptores a glucocorticoides estriatales y
permite preguntarnos si la amigdala es la estructura que modula este efecto, tal y como
lo hace con el hipocampo, el nucleo del tracto solitario y la corteza prefrontal; de tal
manera que la amigdala participe como una estructura clave que regula, en conjunto
con otras regiones cerebrales, el proceso de la memoria de tareas motivadas
aversivamente (McGaugh, 2000; Roozendaal, 2003) (Figura 26).

Como puede observarse, no esta claro el mecanismo por el cual la corticosterona
en el estriado facilita la memoria, lo cual permite proponer nuevos estudios por ejemplo
determinar la interaccibn de los receptores a glucocorticoides con el sistema
colinérgico, gabaérgico, noradrenérgico o con el glutamato en el estriado. Asi como
también, si los efectos sobre la memoria encontrados en esta estructura pueden verse
modificados por las manipulaciones realizadas en el nucleo basolateral de la amigdala,
como se ha reportado con el hipocampo, el nucleo del tracto solitario y la corteza
prefrontal.

No existe evidencia de registros de la actividad neuronal en el estriado ante la
administracién de corticosterona o de agonistas de receptores a glucocorticoides y es
probable que la corticosterona esté modulando la actividad de las neuronas medianas
espinosas y/o de las interneuronas; es necesario realizar estudios electrofisiologicos
dentro del modelo que se presento en este trabajo.

En resumen, los hallazgos aqui obtenidos indican que la activacion de los
receptores a glucocorticoides del estriado probablemente estén favoreciendo las
sinapsis excitatorias de las vias aferentes glutamatérgicas (corticales y/o de otras
regiones cerebrales como las aferencias de la amigdala), a través de mecanismos que
permitan la activacion de la PKA y/o de mecanismos que permitan la entrada de Ca*" a
las neuronas estriatales, favoreciendo asi la presencia de potenciales postsinapticos
que culminan en la desinhibicion de los nucleos de salida dentro del circuito de los
ganglios basales, favoreciendo asi los mecanismos de consolidacion de la memoria.
Siendo estos efectos dependientes de la dosis y del tiempo. Ademés, podemos incluir al
estriado dentro del modelo propuesto por McGaugh (2000), debido a que la
corticosterona en el estriado produce facilitacion en la memoria y esto muestra los

efectos directos que puede tener esta hormona en la formacion de la memoria.
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Figura 26. Modelo propuesto por McGaugh, quien plantea que las hormonas liberadas
por la glandula adrenal (adrenalina y los glucocorticoides) participan en la formacion de
la memoria, indirecta o directamente, respectivamente. La amigdala es la estructura
clave que regula el proceso de la formacién de la memoria de largo plazo. Modificado
de McGaugh, 2000.

Finalmente, la segunda parte de experimentos permiten proponer que la
corticosterona en el estriado no esta participando en la formacién de la memoria de la
informacién del contexto o de la estimulacion nociceptiva. Un estudio reciente
empleando la variante de la tarea de evitacion, reveld que la activacion de los
receptores a glucocorticoides en el hipocampo participa en la formacién de la memoria
ante el componente de contexto (Roozendaal et al., en prensa).

McDonald y White (1993) han propuesto que en este tipo de tarea estan
involucrados diferentes tipos de memoria, de acuerdo a la propuesta de sistemas
multiples de memoria; es decir, una memoria emocional, porque posee un alto
contenido emocional, ya que durante el entrenamiento de esta tarea se emplea un
choque eléctrico aplicado en las patas de la rata; una memoria espacial ya que se
establece el aprendizaje mediante claves espaciales y una memoria de procedimiento,
ya que implica la asociacion de estimulos y respuestas. En este ultimo tipo de memoria

participa el estriado.
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A pesar de que la tarea de evitacion inhibitoria se ha catalogado como una tarea
espacial y/o contextual porque los sujetos asocian el lugar con el choque eléctrico, los
sujetos pueden también aprender la respuesta conductual de pasar al compartimiento
obscuro y asociarlo con la estimulacién eléctrica. Al respecto, hay amplia evidencia que
indica que el estriado participa en las formas de aprendizaje de tipo estimulo-respuesta
(Packard y White, 1991; Packard, Cahill y McGaugh, 1994; Packard y Knowlton, 2002).
Estudios en nuestro laboratorio han mostrado que la lesién del estriado deteriora este
tipo de aprendizaje (Prado-Alcala et al., 1975); mientras que en la tarea de miedo
Pavloviano, que consiste en colocar al sujeto en el compartimiento obscuro y
proporcionarle un choque eléctrico, la lesién del estriado no produjo efectos en la
memoria (Reyes-Vazquez, Ibarra y Brust-Carmona, 1979).

De manera complementaria se conoce que los receptores a glucocorticoides del
estriado participan en una tarea que involucra memoria de procedimiento (laberinto
acuatico de Morris con plataforma visible), mientras que para una tarea espacial
(laberinto acuatico de Morris con plataforma oculta) la activacion de los glucocorticoides
estriatales no participa (Casillas, Ledesma de la Teja, Serafin, Prado-Alcala y Quirarte,
2005).

Por lo tanto, con estos resultados puede proponerse que la facilitacion en la
memoria es debida a la activacion de los receptores a glucocorticoides en el estriado, y
que este procesamiento de informacion se lleva a cabo a través de la integracion de la

asociacion entre los estimulos de la tarea y la respuesta de los sujetos.
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XIl. CONCLUSIONES

El uso de diferentes intensidades de choque eléctrico permiti6 observar
diferentes latencias de retencion. EI choque eléctrico con la intensidad de 0.45 mA
provoco latencias de retencion estadisticamente mayores a las del grupo sin choque
eléctrico. Por lo tanto, se uso esta intensidad para las siguientes fases experimentales.

En la curva de dosis-respuesta de la corticosterona se pudo observar que la
administracion de corticosterona, inmediatamente después del entrenamiento produjo
un efecto de facilitacion con una dosis de 10 ng y de deterioro con una dosis mas alta
(60 ng). Por lo tanto, al parecer los efectos de la hormona en el estriado parecen
producir efectos en forma de una U invertida, en donde dosis moderadas producen
mejoria, mientras que dosis bajas y altas no. Incluso dosis mas altas producen
deterioro.

En la siguiente fase experimental se administré la corticosterona
inmediatamente, 30 6 60 min después del entrenamiento, tal y como se describié en el
experimento Ill, con el objeto de ver si el efecto se presenta a lo largo del proceso de
retencion. Los datos indican que la administracion de la corticosterona (10 ng) 30
minutos después del entrenamiento produce facilitacion de la memoria, lo que
demuestra que los efectos de la corticosterona se presentan a lo largo del proceso de
consolidacion.

Finalmente, se administraron dos dosis diferentes del antagonista a los
receptores a glucocorticoides para verificar si son este tipo de receptores los que estan
participando en la facilitacion de la memoria. Las dosis de 1 y 10 ng del antagonista
bloguearon los efectos encontrados con la administracibn de corticosterona
administrada 30 min después del entrenamiento.

Con estos hallazgos puede concluirse que los corticosteroides producen efectos
dependientes de la dosis en el proceso de la consolidacion de la memoria, de tal
manera que dosis moderadas de corticosterona producen facilitacion, mientras que
dosis muy altas producen deterioro en la retencion de una tarea de evitacion inhibitoria.

Si se ocupan los receptores GR por un antagonista los efectos encontrados por la
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administracion de corticosterona son bloqueados, por lo que este hecho confirma la
participacion de estos receptores en la memoria.

Por dltimo, el procesamiento de la informacién durante esta tarea se logra a
través de la asociacion de estimulos y respuestas, por lo que la activacién de los
receptores a glucocorticoides participa en la actividad estriatal durante la consolidacion

de este tipo de informacion.
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Glucocorticoid administration into the dorsal
stratium facilitates memory consolidation
of inhibitory avoidance training but not
of the context or footshock components
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It is well established that glucocorticoid administration into a variety of brain regions facilitates memory
consolidation of fear-conditioning tasks, including inhibitory avoidance. The present findings indicate that the
natural glucocorticoid corticosterone administered into the dorsal striatum (i.e., caudate nucleus) of male Wistar rats
produced dose- and time-dependent enhancement of inhibitory avoidance memory consolidation. However, as
assessed with a modified inhibitory avoidance procedure that took place on two sequential days to separate context
training from footshock training, corticosterone administration into the dorsal striatum did not enhance memory of
either the contextual or aversively motivational aspects of the task.

Considerable evidence indicates that adrenocortical hormones
facilitate the consolidation of long-term memories of emaotion-
ally arousing experiences by acting in a variety of brain regions
(for reviews, see Sandi 1998; de Kloet et al. 1999; Roozendaal
2000; McGaugh and Roozendaal 2002). For example, glucocorti-
coids administered post-training into either the hippocampus or
the basolateral amygdala enhance memory of fear-conditioning
tasks, including inhibitory avoidance (Cottrell and Nakajima
1977; Roozendaal and McGaugh 1997a,b). However, recent find-
ings indicate that glucocorticoid infusions into these two brain
regions enhance memory consolidation of different aspects of
information learned during inhibitory avoidance training. To as-
sess the relative involvement of a brain region in memory con-
solidation of the contextual information independently from
that of the footshock, we have used a modified inhibitory avoid-
ance procedure in which context training alone and footshock
training alone occur on two sequential days (Malin and Mc-
Gaugh 2006). Consistent with extensive evidence that the hip-
pocampus is involved in the learning of contextual information
(Maren and Fanselow 1997; Sacchetti et al. 1999), a specific glu-
cocorticoid receptor (GR) agonist administered into the hippo-
campus after context exposure enhanced the subsequent condi-
tioning whereas infusions administered after the footshock train-
ing were ineffective (Roozendaal et al. 2008), In contrast, a GR
agonist infused into the basolateral amygdala enhanced reten-
tion when administered after either the context or footshock
training, consistent with extensive evidence that basolateral
amygdala activity modulates memory for many different kinds of
experiences (Roozendaal 2000; McGaugh 2004). Similar differen-
tial effects have been reported previously with infusions of a
muscarinic agonist into these two brain regions (Malin and M-
Gaugh 2006).

The dorsal striatum (i.e., caudate nucleus) is also involved in
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consolidation of inhibitory avoidance training. Since the 19605,
it has been recognized that lesions of the dorsal striatum or phar-
macological manipulations of stratal function modulate inhibi-
tory avoidance memory (Kirkby and Kimble 1968; Haycock et al.
1973; Prado-Alcala et al. 1975, 1980, 2003; Pérez-Ruiz and Prado-
Alcalia 1989; Chavez et al. 1995). Although GRs are known to be
moderately expressed in the dorsal striatum (Defiore and Turner
1983; Ahima and Harlan 1990, 1991; Morimoto et al. 1996) and
glucocorticoids alter the activity of several neurotransmitter and
receptor systems in this brain region (Kaufman et al. 1988; Mail-
leux and Vanderhaeghen 1993; Ngal and Herbert 2005), studies
have not, as yet, investigated whether glucocorticoids adminis-
tered into the dorsal striatum modulate memory consolidation.
To investigate this issue, a first experiment examined whether
post-training intra-striatal administration of corticosterone (i.e.,
the rat's natural glucocorticoid) enhanced memory consolida-
tion of inhibitory avoidance training. A second experiment used
the modified, two-phase inhibitory avoidance procedure to ex-
amine whether corticosterone administration into the dorsal
striatum might specifically strengthen memory of either the con-
text or footshock experience. All experimental procedures were
approved by the Animal Ethics Committee of Instituto de Neu-
robiologia, Universidad Nacional Auténoma de México, and
were in compliance with the NIH Guide for Care and Use of
Laboratory Animals.

Adult male Wistar rats (250-350 g at the time of surgery),
obtained from the breeding colony at the Instituto de Neurobi-
ologia, Universidad Nacional Autonoma de México, were kept
individually in a temperature-controlled (24"C) colony room and
maintained on a standard 12-h light/12-h dark cycle (07:00-
19:00 h lights on) with ad libitum access to food and water. They
were implanted under sodium pentobarbital anesthesia (50 mg/
kg, i.p.) with bilateral guide cannulae (11 mm long; 23 gauge)
aimed at the anterior division of the dorsal striatum [coordinates:
anteroposterior, 0.0 mm from bregma; mediolateral, +3.2 mm
from midline; dorsoventral, —.3 mm from skull surface| accord-
ing to the atlas of Paxinos and Watson (1998). To control for
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site-specificity, other rats received bilateral cannulae aimed at the
partetal cortex, using identical coordinates as those for the dorsal
striatum, except that the cannulae were lowered only 0.5 mm
below skull surface. The rats were allowed to recover 7 d before
initiation of training and were accustomed to the handling pro-
cedure on each of 3 d before the training session.

For all experiments, the rats were trained in an inhibitory
avoidance apparatus, consisting of a trough-shaped alley (60 cm
long, 25 cm deep, 20 cm wide at the top, 8 cm wide at the floor)
divided into two compartments, separated by a guillotine door.
The starting compartment (30 cm long) had walls and lid made
of red-colored acrylic with a floor of stainless steel bars (diameter
6 mm; spaced 9 mm apart) and was well lit, The shock compart-
ment (30 cm long) was made of two electrifiable stainless steel
plates and was not illuminated. For one-trial inhibitory avoid-
ance training, the rat was placed into the lighted compartment;
10 sec later the sliding door was opened, and the latency to enter
the dark compartment was recorded. After the animal stepped
into the shock compartment with all four paws, the door was
closed and a single, inescapable footshock (0.45 mA) was deliv-
ered for 1 sec using a precision-regulated shock generator (Coul-
bourn Instruments). For the modified, two-phase inhibitory
avoidance procedure, on the first day (context training), the rat
was placed into the starting compartment and allowed to freely
explore the inhibitory avoidance apparatus for 3 min. On day 2
(shock training), each rat was placed into the dark compartment,
facing away from the starting compartment, with the retractable
door closed. The rat then received an inescapable footshock (1.3
mA for 1 sec) and immediately afterward was removed from the
training apparatus, Prior findings indicated that this footshock
training alone does not induce significant cross-over latencies on
a retention test (Roozendaal et al. 2008), Retention was always
tested 48 h after training by placing the rat into the starting
compartment of the inhibitory avoidance apparatus and measur-
ing the latency to enter the former shock compartment. Longer
latencies were indicative of better retention. If an animal did not
cross into the shock compartment within 600 sec, the session was
ended and a retention score of 600 was assigned,

For the first experiment, corticosterone (5, 10, 20, 30, or 60
ng; Sigma) was administered into the dorsal striatum immedi-
ately or 30 or 60 min after training. Other animals received im-
mediate post-training infusions of the GR antagonist RU 38486
(mifepristone, 1.0 ng; Sigma) into the dorsal striatum followed by
an administration of either vehicle or corticosterone (10 ng). Rats
trained on the modified inhibitory avoidance task received intra-
striatal infusions of corticosterone (10 or 20 ng) immediately
after either the context or shock training. Corticosterone and RU
38486 were first dissolved in 1004 ethanol and subsequently
diluted in saline to reach the appropriate
concentration. The final concentration
of ethanol was 2%, Bilateral infusions of
drug or an equivalent volume or vehicle
(2% ethanol in saline) into the dorsal
striatum were made by using 30-gauge
injection needles connected to 10-pL
Hamilton microsyringes with polyethyl-
ene tubing. The injection needle pro-
truded 1.0 mm beyond the tip of the
cannula and a 1.0-pL injection volume
per hemisphere was infused over a pe-
riod of 60 sec by an automated syringe
pump (WP, model 220i). The injection
needles were retained within the guide
cannulae for an additional 60 sec to
maximize diffusion away from the injec-
tor tip.

wwwlearmmem . ong

Upon completion of behavioral testing, the rats were anes-
thetized with an overdose of sodium pentobarbital and perfused
intracardially with isotonic saline followed by 4% formaldehyde.
After decapitation, the brains were removed and immersed in a
4% formaldehyde solution. Coronal sections of 50 pm were cut
on a cryostat, stained with cresyl violet, and examined under a
light microscope by an observer blind to drug-treatment condi-
tion, Figure 1 shows the location of injection needle tips in the
dorsal striatum of rats trained on the one-trial inhibitory avoid-
ance task. Histological examination of the second experiment
revealed similar results (data not shown). Sixteen rats with im-
proper injection needle placements were excluded from statisti-
cal analysis,

Figure 2A shows the findings of the first experiment inves-
tigating whether immediate post-training infusions of corticoste-
rone into the dorsal striatum enhance memory of one-trial in-
hibitory avoidance training. Kruskal-Wallis nonparametric tests
for step-through latencies during training, i.e., before footshock
or drug treatment, revealed no significant differences between
groups (H(6) = 3.39, P =0.76; data not shown), Forty-eight-hour
retention latencies of rats infused with vehicle were significantly
longer than their latencies during the training trial (Wilcoxon:
U= 0, P<0.005), indicating that the rats retained memory of the
shock experience. Post-training infusions of corticosterone in-
duced dose-dependent retention enhancement (Kruskal-Wallis:
Hi6) = 14.59, P =0.02). Rats infused with the 10-ng dose of cor-
ticosterone showed significantly longer retention latencies com-
pared to those treated with vehicle (Mann-Whitney U test:
U =27, P<0.05). Lower (5 ng) or higher (20 and 30 ng) doses did
not induce retention enhancement, whereas the highest dose (60
ng) of corticosterone produced a significant retention impair-
ment (U =22, P<0.05), Infusion of the 10-ng dose of corticoste-
rone into the parietal cortex, located immediately dorsal to the
dorsal striatum, did not enhance retention, indicating that the
memory enhancement produced by the dorsal striatum infusions
was not caused by any upward diffusion of the drug along the
cannula track.

As corticosterone was administered after the training trial,
the retention performance effects cannot be attributed to non-
specific influences of the drug on acquisition such as changes in
gross movement, a behavior controlled by the dorsal striatum
(Hauber 1998). To examine further whether corticosterone ad-
ministration into the dorsal striatum enhances inhibitory avoid-
ance retention by strengthening the consolidation phase of
memory processing, other groups of rats received corticosterone
(10 ng) administered into the dorsal striatum immediately or 30
or 60 min after training. As shown in Figure 2B, rats microin-
jected with corticosterone immediately or 30 min after training

the dorsal striatum of rats trained on the inhibitory avoidance task. Large arrows point to the cannula
tips, and small arrows point to the injection needle tips. Coordinates are shown in mm from Bregma.
Diagrams are redrawn from Paxinos and Watson (1998).
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Figure 2. Effect of post-training infusions of corticosterone into the
dorsal striatum on memory consolidation of one-trial inhibitory avoid-
ance training. Data represent 48-h retention latencies in seconds as me-
dian and interquartile ranges. (A) Rats received immediate post-training
infusions of either vehicle or corticosterone into the dorsal striatum (5,
10, 20, 30, or 60 ng in 1.0 pL} or parietal cortex (Cx, 10 ng), *F < 0.05
as compared to vehicle. (B) Rats received corticosterone (10 ng) imme-
diately (Imm), 30 min, or 60 min after training, *P < 0.05 as compared to
wvehicle. (C) Rats received corticosterone (10 ng) alone or together with
the GR antagonist RU 38486 (1 ng). **P < 0.01 as compared to vehicle;
#, < 0.05 as compared to the vehicle-corticosterone group. N = 7-11
rats/group.

had significantly longer retention scores than those given vehicle
immediately after training (Mann-Whitney U tests: immediate,
U= 27, P<0.05; 30 min, U= 19, P <(.05). However, corticoste-
rone infused 60 min after training did not induce significant
retention enhancement. These findings are consistent with those
of previous experiments examining the effect of peripherally ad-
ministered glucocorticoids (Flood et al. 1978; Sandi and Rose
1997} and indicate that the intra-striatal corticosterone adminis-
tration enhanced retention by affecting time-dependent pro-
cesses underlying long-term memory consolidation.
Corticosterone can bind to two types of adrenal steroid re-
ceptors in the brain: the low-affinity GR and the high-affinity
mineralocorticoid receptor (Reul and de Kloet 1985; de Kloet et
al, 1993). Glucocorticoid effects on memory consolidation ap-
pear to selectively involve an activation of GRs (Oitzl and de
Kloet 1992; Roozendaal et al. 1996; Conrad et al. 1999). In situ
hybridization and histochemical studies have reported that the
dorsal striatum expresses GRs (Ahima and Harlan 1990, 1991;
Morimoto et al. 1996) but is devoid of mineralocorticoid recep-
tors (Agarwal et al. 1993). To determine whether the enhancing
effect of corticosterone administration into the dorsal striatum
on memory consolidation is mediated by GR activation, we ex-
amined whether intra-striatal administration of the GR antago-
nist RU 38486 blocked the facilitating effect of corticosterone on
inhibitory avoidance memory. Kruskal-Wallis ANOVA for reten-
tion latencies revealed significant differences between groups

www. learmmem.ong

(Hi(3) = 10,80, P=0.01). As is shown in Figure 2C, rats treated
with corticosterone (10 ng) had significantly longer retention
latencies than the vehicle group (Mann-Whitney U test: U=9,
P < 0.01), but coadministration of RU 38486 (1.0 ng) blocked this
retention enhancement (U =22, P <0.05), These findings indi-
cate that corticosterone administration into the dorsal striatum
enhances memory consolidation via an activation of GRs.

The last experiment used the maodified inhibitory avoidance
procedure that took place on two sequential days to investigate
whether corticosterone administration into the dorsal striatum
may enhance the consolidation of memory of either the context
or footshock components of inhibitory avoidance training.
Kruskal-Wallis ANOVAs for retention latencies did not reveal
significant differences between groups administered corticoste-
rone after either context (H(2) = 2,68, P = 0.3) or footshock (H(2)
=3.69, P=0.2). Asis shown in Figure 3, retention latencies of rats
given intra-striatal infusions of corticosterone (10 or 20 ng) im-
mediately after context or footshock training did not differ from
those of their corresponding vehicle groups. These findings in-
dicate that corticosterone administered into the dorsal striatum
does not enhance the consolidation of memory of inhibitory
avoidance training by strengthening the memory of either the
context or footshock components of the task when they occurred
alone,

Thus, the present findings indicating that corticosterone ad-
ministered into the dorsal striatum induced dose- and time-
dependent enhancement of inhibitory avoidance memory via an
activation of GRs are consistent with extensive evidence indicat-
ing that post-training administration of corticosterone or specific
GR agonists infused into the hippocampus or basolateral amyg-
dala induces comparable enhancement of consolidation of in-
hibitory avoidance memaory (Roozendaal 2000), However, prior
research using the modified inhibitory aveidance procedure re-
vealed that these brain regions are involved in mediating gluco-
corticoid effects on memory of specific aspects of information
acquired during the training (Roozendaal et al. 2008). As indi-
cated, we previously found that the hippocampus is selectively
involved in mediating glucocorticoid effects on memory of the
contextual component of inhibitory avoidance training whereas
the basolateral amygdala, via its widespread projections to other
brain regions, including the hippocampus and dorsal striatum
(Packard et al. 1994), is more liberally involved in modulating the
consolidation of memory for different kinds of experiences. An
important finding of the present study is that striatal GR activa-
tion does not appear to be involved in processing memory of
either context or footshock when presented separately.

Why do intra-striatal infusions of glucocorticoids enhance

[ vehicle
I3 Corticosterone (ng)

Y D ot

Footshock

Figure 3. No effect of corticosterane (10 or 20 ng in 1.0 pL) adminis-
tered into the dorsal striatum immediately after training on the moedified
inhibitory avoidance task on memory for either context or footshock.
Data represent 48-h retention latencies in seconds as median and inter-
quartile ranges. N = 8-13 rats/group.
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memory of one-trial inhibitory avoidance training but not of
either the contextual or shock component of the task when they
are not presented together? As corticosterone infused into the
dorsal striatum does not enhance memory of the contextual
components of training, in contrast with the effects of hippo-
campus infusions, it seems unlikely that the effects are mediated
by GR activation in the dorsomedial part of the dorsal striatum,
a brain region reported to support hippocampus-based memaories
(Devan et al, 1999; Featherstone and McDonald 2004). Extensive
evidence indicates that the dorsolateral division of the dorsal
striatum is involved in nondeclarative/implicit (e, stimulus—
response) forms of learning (Packard and White 1991; Packard et
al. 1994; Packard and Knowlton 2002), but such a strengthening
of stimulus-response associations also does not provide a satis-
factory explanation of the present findings. Although the inhibi-
tory avoidance task is often considered to be a spatial/contextual
task in which animals learn to associate a place in the apparatus
with footshock, rats may also learn that their behavioral response
of stepping into the shock compartment is followed by punish-
ment, In contrast, in the modified inhibitory avoidance task no
movement is required, as the rats are placed directly into the
shock compartment, As the dorsal striatum plays a dominant role
in controlling movement (Hauber 1998), the post-training ad-
ministration of corticosterone into the dorsal striatum may have
enhanced inhibitory avoidance memory by specifically strength-
ening the memory of movement or its consequences. Accord-
ingly, early findings indicated that lesions of the dorsal striatum
impair memory of step-through inhibitory avoidance {Prado-
Alcali et al. 1975) but not of Pavlovian fear conditioning, a task
that differs from inhibitory avoidance in that the rats, as with the
modified inhibitory avoidance procedure, are placed directly into
the training context prior to shock administration (Reyes-
Vazquez et al, 1979), Thus, the present findings suggest that glu-
cocorticoids may strengthen not only the consolidation of
memory of hippocampus-dependent declarative/explicit infor-
mation, but also act in the dorsal striatum to enhance non-
declarative/implicit forms of memory. Preliminary findings in-
vestigating corticosterone effects in the dorsal striatum on
memory consolidation of water-maze training are consistent
with this view, as such infusions selectively enhanced memory of
training on a cued, and not spatial, version of the task (G.L.
Quirarte, unpubl.).
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