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RESUMEN

Los glucocorticoides (cortisol en humanos, corticosterona en roedores) son
hormonas que pueden actuar sobre diversas estructuras cerebrales facilitando la
consolidacion de la memoria. Investigaciones recientes, proponen que los
glucocorticoides y el sistema endocannabinoide interactuan para regular el
proceso de memoria. A este respecto, se ha reportado que la administraciéon
directa de corticosterona en el estriado dorsal puede facilitar la consolidacion de la
memoria de una tarea aversiva. Sin embargo, en dicha estructura no se ha
evaluado si la corticosterona puede interactuar con el sistema endocannabinoide
en la regulacion de la formacién de la memoria como previamente se ha mostrado
en otras estructuras. Para abordar este topico, se utilizaron ratas Wistar macho.
Primeramente se investigo si la administracion bilateral en el estriado dorsal del
agonista cannabinoide WIN55,212-2, inmediatamente después del entrenamiento
de la tarea de evitacion inhibitoria, podria facilitar la consolidaciéon de la memoria
evaluada 48 horas después. Posteriormente, se investigd si la disminucion de los
niveles de corticosterona podian bloquear el efecto facilitador del WIN55,212-2.
Para ello, se administr6 por via intraperitoneal metirapona, un inhibidor de la
sintesis de glucocorticoides, 90 minutos antes del entrenamiento de la tarea. Los
resultados indican que la administracion directa de WIN55,212-2 en el estriado
dorsal facilita la consolidaciéon de la memoria dependiendo de la dosis utilizada y
que la administracion previa de metirapona bloquea este efecto. En conjunto, los
datos indican que la accidon concurrente del WINS5,212-2 en el estriado dorsal y
los niveles de corticosterona son necesarios para facilitar la consolidacion de la
memoria de la tarea de evitacién inhibitoria. Por lo que se sugiere que en
condiciones fisioldgicas el sistema endocannabinoide y los glucocorticoides actuan
en conjunto en estructuras como el estriado dorsal para mediar la consolidacién de
memorias aversivas.
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ABREVIATURAS

ACTH Hormona adrenocorticotropica o corticotropina
AEA Araquidoniletanolamida o anandamida
BLA Amigdala basolateral

CB1 Receptores a cannabinoides tipo 1
CB2 Receptores a cannabinoides tipo 2
CRH Hormona liberadora de corticotropina
DMSO Dimetil dulféxido

EC Estimulo condicionado

ED Estriado dorsal

El Estimulo incondicionado

FAAH Hidrolasa amida de los acidos grasos
GPe Globo palido externo

GPi Globo palido interno

GRs Receptores a glucocorticoides

HHA Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal

RC Respuesta condicionada

RI Respuesta incondicionada

MAGL monoacilglicerol lipasa

MCP Memoria de corto plazo

MLP Memoria de largo plazo

MRs Receptores a mineralocorticoides
NST Nucleo subtalamico

NT Neurotransmisor

SNr Sustancia negra pars reticulada

THC Tetrahidrocannabinol

2AG 2-araquidonilglicerol
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1. INTRODUCCION

La memoria es una de las mejores estrategias que tienen los organismos para
hacer frente a los retos de su ambiente. La memoria, resultado de la experiencia o
la practica, tiene sustento fisico en el sistema nervioso. La expresion de la
memoria puede darse a través de recuerdos vividos o de la eficiencia conductual.
El estudio de la memoria requiere descripciones verbales y conductuales, y de
forma paralela y convergente, descripciones en términos celulares y moleculares
de los mecanismos empleados durante la adquisicion de la informacién y los
procesos que permiten la retencion y persistencia de la memoria. En este sentido,
experiencias o estimulos vinculados a la excitacion emocional, como situaciones
estresantes, tienden a formar recuerdos duraderos. Los glucocorticoides,
hormonas secretadas en las glandulas adrenales durante situaciones estresantes,
participan en la regulacion de la memoria. Diversas investigaciones han mostrado
que los glucocorticoides pueden actuar sobre estructuras cerebrales como el
hipocampo y la amigdala facilitando la formacién de la memoria (McGaugh &
Roozendaal, 2002). Ademas, se ha propuesto que los glucocorticoides actuan en
conjunto con otras moléculas, como los endocannabinoides, relacionadas con la
regulaciéon de la comunicacion sinaptica, para llevar a cabo su accién sobre la
memoria (Atsak, Roozendaal, & Campolongo, 2012). Sin embargo, aun no hay
reportes que evaluen la relacion glucocorticoides-endocannabinoides en el

estriado, estructura relacionada con la memoria de tipo procedimental.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Conceptos basicos de aprendizaje y memoria

El aprendizaje es un cambio potencial o relativamente permanente en la conducta
de un organismo debido a la experiencia o la practica, y la memoria es el proceso
por el cual se almacena y expresa dicho cambio (Kandel, 2013). Para su estudio,
la memoria puede ser analizada por: a) las etapas del proceso (adquisicion,
consolidacion y evocacioén) b) la duracion de la informaciéon almacenada (memoria
de corto y largo plazo) y c) la cualidad de la informaciéon almacenada (memoria

explicita o implicita).

En 1885, Hermann Ebbinghaus fue el primero en estudiar de forma experimental
el proceso mnémico (Kandel, 2007). Realizé estudios en los cuales cuantifico la
retencion de palabras sin sentido (consonante-vocal-consonante) para prevenir la
influencia de significados preexistentes. Ebbinghaus mostré que la informacion
persiste por un tiempo breve (varios minutos), que la memoria es gradual y que
habia una relacion lineal entre el numero de repeticiones del primer dia y el
material recordado en el segundo. Se dio cuenta que se podia aprender y recordar
una lista de seis o siete elementos con una unica presentacién, mientras que una
lista mas larga exigia presentaciones repetidas. Ademas, describié que el olvido
tiene por lo menos dos fases: una fase inicial de declinacion rapida mucho mas
aguda en la primera hora posterior al aprendizaje, y una fase posterior de
declinacion mucho mas gradual que abarcaba mas o menos un mes (Kandel,

2007).
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Posteriormente, en 1890 William James, apoyandose en las dos fases del olvido
descritas por Ebbinghaus concluyd que la memoria abarca por lo menos dos
procesos diferentes (Kandel, 2007): un proceso de corto plazo que denomind
memoria primaria y otro de largo plazo que llamé memoria secundaria. Asi, se
formaron las bases de la categorizacion moderna de la memoria en funcion del
tiempo de almacenamiento de la informacion. La memoria de corto plazo (MCP),
con una duracion de minutos u horas; y la memoria de largo plazo (MLP), con una

duracion de dias, meses o anos.

En 1900, los psicélogos alemanes Georg Mdiller y Alfons Pilzecker, usando
protocolo similar al de Ebbinghaus, reportaron que la estabilizacion de una
memoria es interrumpida si se expone a nuevos estimulos poco después de la
adquisicioén inicial (Kandel, 2007). Esto derivé en la nocidn de que las memorias en
un inicio son labiles y posteriormente se estabilizan con el paso del tiempo, este
proceso es denominado consolidacion. Las memorias recientemente formadas no
s6lo son susceptibles a interferencia por estimulos sino a una variedad de
circunstancias que suceden después de la adquisicion como, por ejemplo,
traumatismos craneoencefalicos, choques electroconvulsivos e inhibidores de la
sintesis de proteinas (Dudai, 2004; Kandel, 2013). Los efectos sobre la memoria
disminuyen conforme se incrementa el intervalo de tiempo entre la adquisicion y

estos.

El término consolidacion se refiere a dos tipos de procesos (Dudai, 2004): el
primero es la consolidacion celular o sinaptica, que ocurre dentro de los primeros

minutos u horas después de la adquisicidon y se refiere a los eventos bioquimicos y

3
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moleculares que se producen en los circuitos neuronales que codifican la
representacion interna de la experiencia; incluyendo cambios en las vias de
sefalizacion y alteracion en la sintesis de proteinas que produce cambios mas
duraderos en las sinapsis. El segundo es la consolidacion de sistemas o lenta,
cuya duracion es mucho mayor y toma semanas, meses 0 aios para completarse
y se piensa que involucra cambios en las interacciones entre los circuitos

neuronales o sistemas que codifican la memoria (Figura 1).

Consolidacién
Evocacion

MCP MLP *
Evocacion

,

Memoria

Tiempo (Escala Log)

Figura 1. La consolidacion es el proceso por el cual las memorias labiles en un
principio se vuelven estables y persistentes a través del tiempo. Modificado de
Dudai (2004).

El proceso mnémico consta de diferentes etapas: 1) Adquisicion: durante esta
etapa, los organismos codifican la informacion de los estimulos a los cuales estan
expuestos durante su interaccion con el medio ambiente; en otras palabras el
organismo aprende. 2) Consolidacion: proceso de estabilizacion progresiva de la

memoria posterior a la adquisicion y cuyos mecanismos moleculares involucran la
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sintesis de proteinas (Dudai, 2004). 3) Evocacion: recuperacion voluntaria o

espontanea de la informacion adquirida y almacenada.

La memoria de largo plazo esta conformada por dos grandes categorias de la
informacion, el sistema de memoria explicita y el sistema de memoria implicita
(Figura 2). El termino sistema de memoria se refiere a la participacion diferencial
de estructuras cerebrales que son reclutadas para el proceso mnémico
dependiendo del tipo de informacion (Squire & Wixted, 2011). Evidencia
experimental y clinica muestra que la memoria explicita esta relacionada con el
hipocampo y el I6bulo temporal mientras que la memoria implicita esta relacionada
con el estriado, la corteza cerebral, el cerebelo, la amigdala y las vias reflejas
(Eichenbaum, 2010; Packard, 2009). Asimismo, se ha demostrado que estos
sistemas de memoria son disociables (Wingard & Packard, 2008). En humanos se
conoce como la memoria explicita a la representacion consciente de eventos
pasados. Esta, a su vez puede dividirse en dos: episddica y semantica. La
memoria episddica, se refiere a la informacion sobre experiencias personales
especificas, como: recordar un viaje o el primer dia de universidad. La memoria
semantica, hace referencia a la informacién que no estd unida a un hecho
especifico de la experiencia personal: como la formula del agua (H20), la capital
de Francia, etcétera (Kolb & Whishaw, 2009; Portellano, 2005; Rians, 2003). En
contraste, en la memoria implicita la experiencia pasada se expresa por medio de
la conducta. Por ejemplo, la ejecucién de habilidades motoras (conducir un
automovil), habilidades perceptuales (leer rapido) o habilidades cognitivas

(métodos para resolver un rompecabezas). El tipo de informacién almacenada
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como consecuencia del aprendizaje no asociativo (habituacion y sensibilizacion),
el condicionamiento clasico, y el priming (el efecto facilitador no consciente de la
experiencia previa sobre la percepcidn y otros procesos, en ausencia de la
recoleccion consciente de experiencias previas) estan incluidos en la memoria

implicita (Rians, 2003).

Dos formas de
memoria de largo
plazo

Memoria implicita

omi Hechos Eventos
Priming Procedimental Aprendizajeasociativo: Aprendizajeno (seméntica) — (episédica)
(habilidades y condicionamiento clasicoy ~ asociativo: habituacion
hébitos) operante y sensibilizacion

Figura 2. La memoria de largo plazo puede ser implicita o explicita. Modificado de
Kandel (2013).

En neurociencias, el aprendizaje asociativo ha sido ampliamente usado en
protocolos de investigacion basica. Este permite inferir el aprendizaje y la memoria
por medio de la ejecucién y cuantificacion de la conducta de manera que se puede
establecer un correlato entre las condiciones experimentales y el desempefio en
una determinada tarea o condicion. El aprendizaje asociativo puede dividirse en
dos, el condicionamiento clasico o pavloviano y el condicionamiento operante o
instrumental. El condicionamiento clasico es el tipo de aprendizaje que se

establece apareando (asociando) un estimulo neutro, que no produce respuestas
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reflejas especificas (estimulo condicionado, EC), con un estimulo que puede
producir una respuesta especifica. A este segundo estimulo se le llama estimulo
incondicionado (El); a la respuesta refleja producida por el El se le llama respuesta
incondicionada (RI). Después varias asociaciones, el EC puede producir, por si
mismo, la respuesta refleja, la cual recibe el nombre de respuesta condicionada
(RC) (Coon, 2009; Prado-Alcala, 1991). En contraste, en el condicionamiento
operante un organismo emite espontaneamente respuestas que forman parte de
su repertorio conductual, y si alguna de esas respuestas es seguida por algun
evento o estimulo favorable para el organismo, entonces esa respuesta tendera a
repetirse, o por el contrario si el estimulo es desagradable para el organismo la
respuesta tendera a suprimirse. A las respuestas espontaneas de un organismo se
les llama operantes; y al estimulo que promueve que una respuesta se repita se le
llama reforzador. Asi, un reforzador es cualquier estimulo o evento que incrementa
la probabilidad de que una respuesta se repita, y al proceso por el cual una
respuesta se asocia con un estimulo reforzador se le llama reforzamiento (Coon,
2009; Prado-Alcala, 1991). Al estimulo que promueve la disminucién de la

respuesta se le llama castigo.

Se ha determinado la existencia de fases que se establecen en ambos tipos de
condicionamiento (Coon, 2009; Prado-Alcala, 1991): adquisicion (cuando se
incrementa el numero de respuestas), mantenimiento (cuando el nivel de
respuestas condicionadas alcanza un maximo), generalizacion (cuando un
organismo presenta la respuesta condicionada ante la presencia de un estimulo

similar al estimulo que originalmente fue asociado con la respuesta condicionada),
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discriminacion (cuando ante la presencia de varios estimulos, unicamente se da la
respuesta con el estimulo al que originalmente se asoci6 tal respuesta), extincion
(cuando el organismo deja de ejecutar respuestas condicionadas, por haberse
omitido la presentacion del estimulo al que se asocié anteriormente) y
recuperacion espontanea (la reaparicion eventual de la respuesta condicionada

cuando el organismo es estimulado otra vez).

2.2 Los glucocorticoides y la memoria

Los glucocorticoides (cortisol en humanos, corticosterona en ratas) son hormonas
esteroides secretadas de la corteza de las glandulas adrenales que durante
condiciones fisioldégicas basales regulan el metabolismo, pero en respuesta a
situaciones estresantes (fisicas o0 psicolégicas) incrementan su sintesis y
liberacién (Tortora & Derrickson, 2013). Los glucocorticoides pueden actuar sobre
una variedad de células diana, incluyendo blancos neuronales, ya que pueden
atravesar la barrera hematoencefalica (McGaugh & Roozendaal, 2002). Participan
en la regulacion de degradacion de proteinas, formacion de glucosa, lipdlisis y
resistencia al estrés (Tortora & Derrickson, 2013). Ademas, pueden actuar sobre
diversas estructuras cerebrales que participan en la consolidacion de la memoria

facilitando este proceso (McGaugh & Roozendaal, 2002).

El control de la secrecion de los glucocorticoides se produce a través de un
sistema de retroalimentacion negativa conocido como el eje Hipotalamo-Hip&fisis-
Adrenal (HHA). Los niveles sanguineos bajos de glucocorticoides o un evento

estresante (por ejemplo: calor o frio, contaminantes ambientales, toxinas de las
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bacterias, sangrado profuso o una reaccion emocional intensa) estimulan a las
células neurosecretoras en el hipotalamo a secretar hormona liberadora de
corticotropina (CRH, por sus siglas en inglés). La CRH promueve la liberacion de
la hormona adrenocorticotrépica o corticotropina (ACTH, por sus siglas en inglés)
en la adenohipofisis. La ACTH es transportada por el torrente sanguineo y al llegar
a la corteza adrenal estimula la secrecion de glucocorticoides. A su vez, un nivel
elevado de glucocorticoides, inhibe la liberacion de ACTH por las células
corticotrépicas de la adenohipdfisis e inhibe la liberacién de CRH por las hormonas
neurosecretoras hipotalamicas (Tortora & Derrickson, 2013) (Figura 3). Aunado a
esto, se ha reportado que en respuesta a los niveles de glucocorticoides, los
endocannabinoides regulan negativamente la secrecion de éstos a través de la
supresion de la liberacién de glutamato en neuronas hipotaldmicas del nucleo
paraventricular que produce CRH, lo cual inhibe rapidamente la secrecion de la

hormona (Hill & McEwen, 2010).



Antonio Fuentes Ibafiez / UNAM, FES-Zaragoza, Psicologia

Hormona liberadora de
7 (CRH)

Hipotalamo

La CRH estimula
la liberacién de
corticotropina

(ACTH)

El cortisol elevado
inhibe la liberaciéon
de CRH por las células
neurosecretoras

Adeno- hipotalamicas

hipoéfisis

La corticotropina estimula
la secrecion de cortisol
por la corteza adrenal

El cortisol elevado
inhibe la liberacion
de corticotropina
por las células
de la adenohipdfisis

Corteza
suprarrenal

A S S - [ —————

(0] 1 11T P e —

Figura 3. Esquema del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal humano. Modificado de
Tortora y Derrickson (2013).

Los glucocorticoides llevan a cabo su efecto acoplandose a dos tipos de
receptores: los receptores a mineralocorticoides y los receptores a
glucocorticoides (MRs y GRs, respectivamente). Ambos estan presentes en el
sistema nervioso central y tejidos periféricos (Akirav, 2013). En el cerebro, los GRs
se expresan densamente en el hipocampo, septum, y el nucleo paraventricular del
hipotalamo y moderadamente expresados en el estriado, la amigdala y la corteza

cerebral (Morimoto, Morita, Ozawa, Yokoyama, & Kawata, 1996). Mientras que los

10
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MRs se encuentran densamente expresados en el hipocampo. Los MRs son 10
veces mas afines a la corticosterona con respecto a los GRs, y se encuentran
saturados bajo condiciones basales. Los GRs presentan una menor afinidad a la
corticosterona y son ocupados solo durante el pico circadiano (el momento del dia
en el que los niveles de glucocorticoides estan altos) y en situaciones estresantes

(Roozendaal, 2000).

Los glucocorticoides pueden modular las diferentes etapas del proceso mnémico
tanto en humanos como en modelos animales (Akirav et al., 2004; Guenzel, Wolf,
& Schwabe, 2013; Lozano et al., 2000; Roozendaal, 2002; Roozendaal, Okuda, de
Quervain, & McGaugh, 2006; Takatsu-Coleman et al., 2013). Estos pueden tener
efectos duales sobre la memoria, por ejemplo, la administracion de
glucocorticoides antes de la evocacion de la memoria puede producir deterioro en
la misma (Roozendaal, 2002; Roozendaal et al., 2006); mientras que la
administracién de glucocorticoides inmediatamente después de una experiencia
de aprendizaje pueden facilitar la consolidacion de la memoria (Fornari,
Wichmann, Atucha, Desprez, Eggens-Meijer, & Roozendaal, 2012; Lozano,
Serafin, Prado-Alcala, Roozendaal, & Quirarte, 2013). En el caso de la
consolidacion, los glucocorticoides y los agonistas a GRs pueden actuar sobre
diversas estructuras cerebrales facilitando la consolidacion de la memoria
(Roozendaal, 2002; Roozendaal et al., 2006). Ademas, inhibidores de la sintesis
de glucocorticoides (metirapona y aminoglutetimida) deterioran la consolidacion
(Loscertales, Rose, & Sandi, 1997). Estos resultados sugieren que los

glucocorticoides llevan su a cabo su efecto sobre la consolidacion a través de la

11
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activaciéon de los GRs y no los MRs. Sin embargo, el efecto de los glucocorticoides
sobre la memoria puede estar mediado por otras moléculas, como los
endocannabinoides (de Oliveira Alvares et al., 2010), cuya participacién en la
regulacion de la secrecion de los glucocorticoides ha sido destacada (Hill &

McEwen, 2010).

2.3 El sistema endocannabinoide y la memoria

El sistema endocannabinoide, es un sistema de sefalizacion lipidico que, en el
sistema nervioso, puede modular la liberacion de los neurotransmisores de forma
presinaptica y esta constituido por los receptores a cannabinoides, los
endocannabinoides y las enzimas responsables de la sintesis, degradaciéon y

recaptura de los endocannabinoides (Svizenska, Dubovy, & Sulcova, 2008).

Los blancos de los compuestos cannabinoides son los receptores a cannabinoides
tipo 1 y tipo 2 (CB1 y CB2, respectivamente). Los principales ligandos para los
receptores CB1 y CB2 son la araquidoniletanolamida o anandamida (AEA, por sus
siglas en inglés) y el 2-araquidonilglicerol (2AG) (endocannabinoides); sin
embargo, los receptores a cannabinoides también pueden ser activados por
fitocannabinoides como el A-9 tetrahidrocannabinol (THC), producido por la planta
Cannabis sativa y cannabinoides sintéticos (como el WIN55,212-2) (Atsak et al.,
2012). La AEA actua como un agonista parcial de los receptores CB1 y CB2,

mientras que el 2AG es un agonista completo de dichos receptores.

En contraste con los neurotransmisores clasicos, los endocannabinoides no son

almacenados en vesiculas, sino que son sintetizados a partir de lipidos en la
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membrana de la postsinapsis de forma dependiente de la actividad como
consecuencia del aumento intracelular de calcio. Una vez que son liberados desde
la postsinapsis a la hendidura sinaptica, viajan de manera retrograda y se acoplan
a los receptores a cannabinoides expresados en la terminal presinaptica. La
activacion de los receptores CB1 inhibe la liberacibn de neurotransmisor
modulando diversos canales ionicos y quinasas. Posteriormente, la AEA y el 2AG
son degradados por sus respectivas enzimas: la hidrolasa amida de los acidos
grasos (FAAH, por sus siglas en inglés) y la monoacilglicerol lipasa (MAGL),

respectivamente (Kandel, 2013; Svizenska et al., 2008) (Figura 4).

(Terminal presinépticaj [ Espacio sinaptico j (Terminal postsinéptica]

[ NT )  Endocannabinoide /\  Precursorlipidico =>  Receptor ] cB1 %j

Figura 4. Los endocannabinoides son sintetizados a partir de lipidos en la
membrana postsinaptica como consecuencia del aumento intracelular de calcio,
una vez que son liberados en el espacio sinaptico viajan de manera retrograda y
se acoplan a los receptores a los receptores CB1 expresados en la terminal
presinaptica, regulando la liberacidén de los neurotransmisores a traves de la
modulacién de diversos canales i6nicos y quinasas. NT: neurotransmisor; CB1:
receptor a cannabinoide tipo 1. Modificado de Formiguera y Sierra (2007).
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El receptor CB1 es un receptor metabotropico, y representa el mas abundante
receptor acoplado a proteinas G en el sistema nervioso central y esta también
presente en tejidos periféricos. Es un receptor de siete dominios
transmembranales acoplado a una proteina Gi/o, que inhibe la adenilato ciclasa,
activa canales de potasio e inhibe canales de calcio dependientes de voltaje. El
receptor CB1 se encuentra distribuido ampliamente en el sistema nervioso central,
tanto de humanos como de ratas, sin embargo, hay estructuras en las que
presenta mayor expresion como el hipocampo, la corteza prefrontal, la amigdala
basolateral (BLA, por sus siglas en inglés), el cerebelo y el estriado (Romano-
Lopez, Mendez-Diaz, Ruiz-Contreras, Carrisoza, & Prospero-Garcia, 2012; Tsou,
Brown, Sanudo-Pena, Mackie, & Walker, 1998; Van Waes, Beverley, Siman,
Tseng, & Steiner, 2012). En dichas estructuras el receptor CB1 es altamente
expresado en interneuronas GABAérgicas y en niveles moderados en terminales
glutamatérgicas (Herkenham, Lynn, de Costa, & Richfield, 1991). El receptor CB1
también ha sido detectado en terminales serotoninérgicas, noradrenérgicas y
dopaminérgicas (Lau & Schloss, 2008). Por otro lado, el receptor CB2, igualmente
es un receptor acoplado a una proteina Gi/o, pero se encuentra localizado
principalmente en tejidos inmunoldgicos periféricos (Kandel, 2013). Sin embargo,
recientemente se ha reportado la presencia de CB2 en células gliales y neuronales

en el cerebro (Gong et al., 2006).

En el cerebro, el sistema endocannabinoide participa en la regulacion de diversas
funciones como: locomocioén, ingesta de alimento, emocion, dolor y memoria

(Busquets-Garcia et al., 2011; de Oliveira Alvares et al., 2010; Morrish, Hill, Riebe,
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& Gorzalka, 2009; Svizenska et al., 2008). A este ultimo respecto, se sabe que los
cannabinoides por si mismos pueden afectar el proceso de memoria en sus
diferentes etapas (para una revision véase Morena & Campolongo, 2014), y se ha
propuesto que el sistema endocannabinoide y los glucocorticoides interactuan
para mediar la respuesta al estrés y la memoria (Akirav, 2013; Atsak et al., 2012;
Hill & McEwen, 2010). Por ejemplo, hay evidencia de que el sistema
endocannabinoide participa en la regulacion de la secrecion de los
glucocorticoides a través del eje HHA (Akirav, 2013; Hill & McEwen, 2010). Por
otro lado, se ha reportado que un antagonista a receptores CB1 (AM251)
administrado directamente en la BLA o el hipocampo bloquea el efecto facilitador
de la administracion sistémica de corticosterona o dexametasona (glucocorticoide
sintético), respectivamente, sobre la consolidacion de la memoria (Campolongo et
al., 2009; de Oliveira Alvares et al., 2010). Sugiriendo que el sistema
endocannabinoide es reclutado para llevar a cabo el efecto facilitador de los

glucocorticoides sobre la memoria (Atsak et al., 2012; Campolongo et al., 2009).

2.4 Aspectos basicos sobre el estriado dorsal

El estriado o neoestriado forma parte del conjunto de nucleos subcorticales
denominados nucleos de la base o ganglios basales, los cuales participan en la
regulacion de las funciones motoras y cognitivas (Afifi, 2003; Packard & Knowlton,
2002; Tortora & Derrickson, 2013). Los ganglios basales estan integrados por el
globo palido (dividido en externo e interno), el putamen, el caudado y el nucleo
accumbens. Funcionalmente, la sustancia negra (dividida en pars compacta y pars

reticulada) y los nucleos subtalamicos estan incluidos en este conjunto (Afifi, 2003;
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Packard & Knowlton, 2002). El caudado y el putamen forman lo que se denomina
como el estriado dorsal (ED). En ratas no se hace diferencia entre el putamen y el
caudado, separado en primates por la capsula interna, y se considera como una

sola estructura denominada caudado-putamen (Packard & Knowlton, 2002).

El ED es el principal receptor de aferencias a los ganglios basales (Afifi, 2003),
éstas provienen de la corteza cerebral, sustancia negra pars compacta, y el talamo
a través de proyecciones glutamatérgicas, dopaminérgicas y glutamatérgicas,
respectivamente. El principal blanco sinaptico de estas proyecciones son las

neuronas espinosas medianas (Bolam, Brown, Moss, & Magill, 2009).

Aproximadamente el 95 % de las neuronas del ED en rata (un porcentaje menor
en primates), son neuronas de proyeccion del tipo espinosas medianas
GABAérgicas (Afifi, 2003; Bolam et al., 2009). Las neuronas espinosas medianas
proyectan sus axones hacia nucleos de salida de los ganglios basales a través de
dos vias (directa e indirecta) y cuentan con extensos axones colaterales que
proyectan hacia otras neuronas espinosas medianas (Afifi, 2003; Kreitzer &
Malenka, 2008). La via directa proyecta al globo palido interno y la sustancia negra
pars reticulada, que a su vez proyectan axones hacia el nucleo motor del talamo.
La via indirecta proyecta hacia el globo palido externo que a su vez proyecta a los
nucleos subtalamicos y estos envian axones al globo palido interno y a la
sustancia negra pars reticular. Estas vias constituyen las principales eferencias del
ED. El porcentaje restante de neuronas estriatales son interneuronas sin espinas

grandes y pequefas, colinérgicas y GABAérgicas respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Vista sagital de un cerebro de raton que representa el circuito de la
corteza cerebral, los ganglios basales y el talamo. La via directa proyecta al globo
palido interno y la sustancia negra pars reticulada, que a su vez proyectan axones
hacia el nucleo motor del tdlamo. La via indirecta proyecta hacia el globo palido
externo que a su vez proyecta a los nucleos subtalamicos y estos envian axones
al globo palido interno y a la sustancia negra pars reticular. GPe: globo palido
externo; GPi: globo palido interno; NST: nucleo subtalamico; SNr: sustancia negra
pars reticulada. Modificado de Kreitzer y Malenka (2008).

El ED, en conjunto con los ganglios basales, ha sido implicado en la ejecucién de
movimientos aprendidos y la preparacién del movimiento. Las lesiones de los
ganglios basales provocan temblor, rigidez muscular (espasticidad) y movimientos
musculares involuntarios. Trastornos como éstos se observan en la enfermedad
de Parkinson, afeccion en la cual las neuronas que van de la sustancia negra al
putamen y al nucleo caudado se degeneran y causan esas alteraciones (Tortora &
Derrickson, 2013). Asimismo, evidencia clinica y basica implican la participacion
de los ganglios basales en el proceso de memoria (para una revision véase
Packard & Knowlton, 2002). El ED es una estructura clave para la adquisicién y la

persistencia de memorias de tipo procedimental o implicitas (Eichenbaum, 2010;
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Wingard & Packard, 2008). Ademas, expresa receptores a cannabinoides y a
glucocorticoides (Herkenham et al., 1991; Morimoto et al., 1996; Van Waes et al.,
2012), ambos, blancos de moléculas que han sido vinculadas a la regulacion del
proceso de memoria (McGaugh & Roozendaal, 2002; Morena & Campolongo,
2014). En ratas, la administracion de corticosterona en el ED puede facilitar la
consolidacion de la memoria (Medina et al., 2007; Quirarte et al., 2009), y dicha
facilitacion puede involucrar a otras moléculas como al neurotransmisor
acetilcolina (Sanchez-Resendis, Medina, Serafin, Prado-Alcala, Roozendaal, &
Quirarte, 2012). Ademas, se ha reportado en estudios preliminares que los
receptores CB1 en el ED participan en la consolidacion de la memoria en una
tarea de evitacion inhibitoria (Sotelo Barrera, Siller Pérez, Serafin, Prado-Alcala, &
Quirarte, 2014). Sin embargo, no hay reportes que evaluen si los glucocorticoides
pueden interactuar con los endocannabinoides en el ED, al igual que
investigaciones previas donde se ha reportado esta interaccion en otras
estructuras cerebrales sobre la consolidacion de la memoria (Campolongo et al.,

2013; de Oliveira Alvares et al., 2010).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los glucocorticoides facilitan la consolidaciéon de la memoria e interactuan con
otras moléculas como los endocannabinoides en estructuras que participan en la
formacion de la memoria. Se sabe que el ED expresa receptores a cannabinoides
y a glucocorticoides, sin embargo, no existen reportes que evaluen la interaccion
de estas moléculas en el ED y sus posibles efectos sobre la consolidacién de una

memoria aversiva.

3.1 Preguntade investigacion

¢ Los glucocorticoides y el sistema endocannabinoide interaccionan en el estriado

dorsal para mediar la consolidacién de la una memoria aversiva?

4. HIPOTESIS

H1. La administracién bilateral del agonista cannabinoide WIN55,212-2 en el ED
inmediatamente después del entrenamiento de evitacién inhibitoria facilitara la

consolidacion de la memoria evaluada 48 horas después.

H2. La administracién intraperitoneal del inhibidor de sintesis de glucocorticoides,
metirapona, bloqueara el efecto facilitador de la administracién bilateral de
WIN55,212-2 en el ED inmediatamente después del entrenamiento de la tarea de

evitacion inhibitoria.
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5. OBJETIVO

Describir el papel del sistema endocannabinoide y los glucocorticoides en el ED y

en el proceso de consolidacién de una memoria aversiva.

5.1 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la administracion bilateral de diferentes dosis del
agonista cannabinoide WIN55,212-2 en el ED inmediatamente después del
entrenamiento de la tarea de evitacion inhibitoria sobre la memoria
evaluada 48 horas después.

e Evaluar si la inhibicion de la sintesis de corticosterona (inducida por
metirapona) bloquea el efecto facilitador del WINS5,212-2 sobre la

memoria.

6. MATERIAL Y METODO

Los protocolos experimentales de la presente tesis fueron aprobados para su
realizacion por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia, UNAM para el
uso de animales experimentales y esta acorde con la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-ZO0-1999 (2001) y las normas estipuladas en la “Guide for the Care

and Use of Laboratory Animals” de NIH (National Research Council, 2011).
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6.1 Sujetos

Se emplearon 52 ratas macho de la cepa Wistar de entre 250 y 350 g, criadas en
condiciones de bioterio. Se alojaron en cajas individuales con libre acceso a
comida y agua, con un ciclo luz-oscuridad de 12 horas (inicio a las 07:00 hrs.). Se
mantuvieron en estas condiciones durante todo el experimento. Todos los
procedimientos experimentales fueron llevados a cabo durante la fase de luz,

entre las 9:00 y 15:00 horas.

6.2 Cirugia paralaimplantacién de canulas

Previo al periodo experimental, las ratas se adaptaron al cuarto de alojamiento en
el laboratorio por al menos siete dias, posteriormente fueron anestesiadas con
pentobarbital sddico (50 mg/kg, intraperitoneal) y se les administré atropina (0.4
mg/kg, intraperitoneal) para mantener la respiracion. El craneo fue posicionado en
un equipo estereotaxico (Stoelting, Co. IL) y dos canulas guias de acero inoxidable
(11 mm) fueron implantadas en forma bilateral en la porcién anterior del ED de
acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson (2005). Las canulas fueron fijadas al
craneo con un tornillo y cemento dental. Se insertd un estilete en cada canula para
evitar su permeabilidad y sélo fueron removidos para la inyeccién del farmaco.
Después de la cirugia las ratas recibieron una inyeccion subcutanea de 1 mm de
solucion salina isotdénica para evitar deshidratacion y permanecieron en una
incubadora hasta que se recuperaron de la anestesia, posteriormente fueron

regresadas a sus cajas de alojamiento. Las ratas tuvieron un minimo de siete dias
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de recuperacion de la cirugia antes de ser entrenadas en la tarea de evitacidon

inhibitoria.

6.3 Tareade evitacion inhibitoria

La tarea de evitacion inhibitoria (o de evitacién pasiva) aprovecha la preferencia
innata de los roedores por zonas oscuras Yy la aversion por zonas iluminadas. Asi,
una rata es colocada en un compartimiento iluminado, separado por una puerta
deslizable de otro oscuro. Cuando la puerta es abierta, la rata cruza al
compartimiento oscuro. Una vez que ha cruzado, se le administra un choque
eléctrico en las patas. Después de un determinado intervalo de tiempo se repite el
procedimiento y se puede observar que la rata no pasa de nuevo al
compartimiento en el que se le aplicd el choque anteriormente. Esta conducta de

inhibicion implica que la rata almacend en la memoria la experiencia aversiva.

6.3.1 Aparatos

Las ratas fueron entrenadas y probadas en un aparato de evitacion inhibitoria,
constituido por dos compartimentos diferentes del mismo tamano (30 x 30 x 30
cm) y comunicados por una puerta deslizable. El compartimiento seguro o inicial
esta constituido de paredes y una tapa de acrilico color rojo, con un piso formado
por barras de acero inoxidable e iluminado con un foco de luz de 10 watts. El
compartimento de castigo u oscuro consta de dos placas electrificables de acero
en forma de “v”, tapa de acrilico color rojo, y no tiene iluminacién. Con la ayuda de
un sistema de programacion electromecanica se permite la aplicacion del choque

eléctrico asi como la medicion de latencias (Figura 6).
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Figura 6. Fotografia de la camara de evitacion inhibitoria.

6.3.2 Procedimiento

Entrenamiento y latencia de adquisicion. Las ratas fueron colocadas una a la
vez dentro del compartimento seguro y 10 segundos después la puerta corrediza
se abrié. El tiempo que a la rata le tom6 para entrar al compartimento de castigo
fue registrado (latencia de adquisicion). Una vez que las cuatro patas del animal
estuvieron en el compartimento oscuro se cerro la puerta y se aplicd un choque
eléctrico en las patas (0.45 mA/1 s) (Figura 7A). La rata se retird del
compartimento de castigo justo después de finalizado el choque eléctrico.
Inmediatamente después del entrenamiento cada rata recibid el tratamiento

farmacolégico correspondiente y se regresé a su caja individual.

Prueba y latencia de retencion. Cuarenta y ocho horas después del
entrenamiento se llevd a cabo la prueba de retencion. Se procedié con cada rata

de la misma forma descrita en el entrenamiento con la excepcién de que no se

23



Antonio Fuentes Ibafiez / UNAM, FES-Zaragoza, Psicologia

aplicé choque eléctrico. La latencia para entrar al compartimento de castigo fue
registrada (latencia de retencion) El tiempo maximo que se espero para que la rata
entrara al compartimento de castigo con las cuatro patas fue de 600 segundos. Se
considera que un mayor tiempo de latencia es un indicador de buena retencion

(Figura 7B).

Entrenamiento

(A)

Prueba

(B)

Figura 7 A y B. Representacion esquematica de la tarea de evitacion inhibitoria. A.
Sesion de adquisicion, la rata es colocada en el compartimento de seguridad,
después de 10 segundos se le permite el acceso al compartimiento de castigo en
donde se le aplica un choque eléctrico en las patas. B. Sesion de retencion, la rata
es colocada nuevamente en el compartimiento de seguridad y se le permite el
acceso al compartimiento de castigo, solo que esta vez no recibe choque eléctrico.

6.4 Administraciéon de sustancias

6.4.1 Metirapona

Noventa minutos antes del entrenamiento de la tarea de evitacion inhibitoria se
administré el inhibidor de la sintesis de glucocorticoides, metirapona (50 mg / Kg)

o vehiculo via intraperitoneal (i.p.). La metirapona fue disuelta en polietilenglicol al
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100 % vy posteriormente diluida en solucidon salina al 0.9 % para alcanzar la
concentracion apropiada. La concentracion final de polietilenglicol fue de 40 %. La

solucién vehiculo tuvo la misma concentracion de polietilenglicol.

6.4.2 WINS5,212-2

Inmediatamente después del entrenamiento de la tarea de evitacion inhibitoria se
administré el agonista cannabinoide, WIN55,212-2. Los estiletes fueron removidos
de las canulas guia y se insertaron agujas dentales, las agujas se conectaron a
microjeringas Hamilton de 10 yl mediante una tuberia de polietileno. A cada rata
se le inyectdé un volumen de 1 pl por hemisferio cerebral a una tasa de 1 pl/min en
el ED. Las agujas se mantuvieron un minuto adicional después de la inyeccion
para permitir una mejor difusion del farmaco. La inyeccion de la solucion utilizada

como vehiculo fue dimetil dulfoxido (DMSO al 10 %).

6.5 Disefio experimental

Las ratas fueron asignadas a uno los diferentes grupos independientes de forma
aleatoria. El periodo experimental consté de seis dias (Figura 8). En los dias uno,
dos y tres; las ratas fueron manipuladas por tres minutos cada dia para adaptarlas
al manejo experimental. En el dia cuatro, las ratas fueron entrenadas en la tarea
de evitacion inhibitoria. Noventa minutos antes del entrenamiento se les administro
metirapona o su vehiculo (i.p.) e inmediatamente después del entrenamiento se
les microinyectd bilateralmente WIN55,212-2 o su vehiculo en el ED. De esta
forma se constituyeron las diferentes configuraciones farmacolégicas de cada

grupo independiente (Tabla 1). En el dia seis, 48 horas después del
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entrenamiento, se realizé la prueba de retencion. Las ratas permanecieron una
hora en el area experimental antes y después de la manipulacién, el
entrenamiento y la prueba conductual para evitar condiciones de estrés que

pudieran afectar la ejecucion de la tarea, asi como su consolidacion.

Tarea de evitacién inhibitoria

A
Giugi ( \

Adaptacion estereotaxica Recuperacion Manipulacion Entrenamiento Prueba
(7 dias) (1 dia) (7 dias) (3 dias)

[ N I S B
i

Metirapona 50 mg/kg o su WIN55,212-2 50/100 ng o su
vehiculo (90 minutos antes vehiculo (inmediatamente
del entrenamiento) después del entrenamiento)

Figura 8. Diagrama de las actividades del periodo experimental.

6.5.1 Experimento 1

Para evaluar si la activacion de los receptores CB1 en el ED contribuye a facilitar
la consolidacion de la memoria, se analizaron tres grupos independientes, a los
que se les administro bilateralmente en el ED, WINS5,212-2 ya sea 50 o0 100 ng /
Ml o vehiculo (DMSO al 10 %) inmediatamente después del entrenamiento de la
tarea de evitacidon inhibitoria. Cuarenta y ocho horas después se evalu6 la

retencion de la memoria.
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6.5.2 Experimento 2

Una vez determinada la dosis de WIN55,212-2 que causo un efecto facilitador en
la consolidacién de la memoria, se evalud si la disminucion en los niveles de
corticosterona puede bloquear este efecto. A las ratas se les administré de forma
intraperitoneal metirapona, inhibidor de la sintesis de corticosteroides, 90 minutos
antes del entrenamiento de la tarea de evitacion inhibitoria. Posteriormente, se
administré bilateralmente WINS55,212-2 (100 ng / ul por hemisferio cerebral) o
vehiculo (DMSO al 10 %) en el ED inmediatamente después del entrenamiento de
la tarea. Cuarenta y ocho horas después de evalud la retencion de la memoria.
Asi, se compararon los grupos independientes de ratas con la configuracion
farmacolégica de: a) vehiculot+vehiculo; b)  vehiculo+WIN100; c¢)

metirapona+vehiculo y d) metirapona+WIN100 (Tabla 1)

Tabla 1. Grupos experimentales.

Grupo n Metirapona WIN55,212-2

(50 mg / Kg) (50 0 100 ng)
Vehiculo+Vehiculo 10 Vehiculo Vehiculo
Vehiculo+WIN50 10 Vehiculo WIN50
Vehiculo+WIN100 9 Vehiculo WIN100
Metirapona+Vehiculo 12 Metirapona Vehiculo
Metirapona+WIN100 11 Metirapona WIN100
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6.6 Verificacion histoldgica

Al finalizar la prueba de retencidn de la tarea de evitacidn inhibitoria, las ratas
fueron profundamente anestesiadas con pentobarbital sdédico y perfundidas por via
intracardiaca. Posteriormente fueron decapitadas y los cerebros removidos y
envasados en solucion de formaldehido al 4% por al menos cinco dias. Secciones
de 50 uym fueron cortadas en un criostato y tefiidas con la técnica de Nissl. Las
secciones fueron examinadas bajo microscopio de luz para verificar la correcta

localizacion de las canulas (Figura 9).

Figura 9. Fotografia de un corte coronal del cerebro de rata, tefido con la técnica
de Nissl. Se muestran las canulas bilaterales en el estriado anterodorsal.
Fotografia tomada con un estereoscopio marca Leica MZ95 con 1.5 aumentos,
acoplado a un sistema computarizado con el software Zoon Brower EX.

Los resultados obtenidos del analisis histolégico al ubicar las puntas de las

canulas se muestran en la Figura 10. Los diagramas muestran cortes coronales
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tomados del atlas de Paxinos y Watson (2005). Las coordenadas blanco del ED

fueron: antero-posterior, +0.4 mm; mediolateral, +3.2 mm y dorsoventral -4.0 mm.

Figura 10. Representacion esquematica de cortes coronales de rata en los que se
observa la zona en donde se ubicaron bilateralmente las puntas de las canulas en
la region dorsal del estriado.

6.7 Andlisis estadisticos y variables

En el analisis estadistico sélo se incluyeron los datos de las ratas que cumplieron
con todos los siguientes criterios: contar con las puntas de las canulas en la zona

de interés, no haber tenido problemas durante la cirugia que pudiera comprometer
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el desempefio en la tarea, contar con un implante quirdrgico en O&ptimas
condiciones, haber mostrado respuesta conductual a la aplicacion del choque

eléctrico y no haber obtenido una latencia de entrada superior a 100 segundos.

La variable que se tomd en cuenta para evaluar los efectos de los tratamientos
(variables independientes) sobre la memoria fue la latencia de retencion (variable
dependiente), que es el valor en segundos que durante la sesion de prueba tarda

una rata en cruzar del compartimiento de inicio al compartimiento de choque.

Los datos de cada variable se analizaron con un nivel de significancia del 95%
(p<0.05) mediante la prueba de Kruskal-Wallis y la post hoc de U de Mann-

Whitney.

7. RESULTADOS

En el entrenamiento de la tarea de evitacion inhibitoria, las latencias de
adquisicién no difirieron significativamente entre de los grupos de ratas (K= 5.558;
P= 0.2347). Cuarenta y ocho horas después del entrenamiento todos los grupos
de ratas tuvieron latencias de retencion significativamente mayores comparados
con sus respectivas latencias de adquisicidn, por lo tanto las ratas retuvieron la

experiencia del choque.

7.1 Experimento 1

Este experimento fue disefado para investigar si la administracion bilateral de

WIN55,212-2 en el ED podia facilitar la consolidacién de una memoria aversiva. La
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prueba de la tarea de evitacion inhibitoria se llevd a cabo 48 horas después del
entrenamiento. Las latencias de retencidn difirieron significativamente entre los
grupos de ratas (Kruskal-Wallis, K=27.19; P=0.0001). EI grupo de
vehiculo+WIN100 tuvo una latencia de retencion significativamente mayor (prueba
U de Mann-Whitney) en comparacion con los grupos vehiculo+WIN50 (H=10.50;

P=0.0048) y el grupo vehiculo+vehiculo (H=37.00; P=0.0001) (Figura 11).
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Figura 11. Experimento 1. A. Latencias de adquisicion. No hubo diferencias
significativas entre los grupos (K= 5.558; P= 0.2347). B. Latencias de retencion.
Los grupos difirieron significativamente (K=27.19; P=0.0001), el grupo
vehiculo+WIN100 tuvo una latencia de retencidn mayor en comparacién con el
grupo vehiculo+vehiculo (***) (H=37.00; P=0.0001) y el grupo vehiculo+WIN50 (¢*)
(H=10.50; P=0.0048).

7.2 Experimento 2

En este experimento se investigd si la administracion intraperitoneal de metirapona
puede bloquear el efecto facilitador del WIN55,212-2. La prueba de la tarea de
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evitacion inhibitoria se llevd a cabo 48 horas después del entrenamiento. Los
grupos de ratas difirieron significativamente en sus latencias de retencion (Kruskal-
Wallis, K=27.19; P=0.0001). ElI grupo metirapona+vehiculo tuvo una retencion
menor (prueba U de Mann-Whitney) comparado con el grupo vehiculo+vehiculo
(H=28.00; P=0.0378) y el grupo vehiculo+WIN100 (H=1.000; P=0.0002). Mientras
que el grupo metirapona+WIN100 tuvo una retencion menor en comparacion con

el grupo vehiculo+WIN100 (H=9.000; P=0.0022) (Figura 12).
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Figura 12. Experimento 2. A. Latencias de adquisicion. No hubo diferencias
significativas entre los grupos (K= 5.558; P= 0.2347). B. Latencias de retencion.
Los grupos difirieron significativamente (K=27.19; P=0.0001), el grupo
metirapona+vehiculo tuvo una latencia de retencion menor en comparacion con el
grupo vehiculo+vehiculo (*) (H=28.00; P=0.0378) y el grupo vehiculo+WIN100
(#¢¢) (H=1.000; P=0.0002). El grupo metirapona+WIN100 tuvo una retencién
menor en comparacion con el grupo vehiculo+WIN100 (¢¢) (H=9.000; P=0.0022).
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8. DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue analizar la interaccion de los glucocorticoides y
los endocannabinoides sobre la consolidacion de la memoria en el ED. Los
resultados muestran que la administracion bilateral de WIN55,212-2 en el ED
puede facilitar la formacién de la memoria, evaluada en la tarea de evitacion
inhibitoria, y la administracion intreperitoneal de metirapona 90 minutos antes del
entrenamiento bloquea este efecto. Adicionalmente, el efecto facilitador del
WIN55,212-2 sobre la memoria presenta una curva dosis-respuesta, de forma
similar a resultados de otros experimentos (Campolongo et al., 2009), ya que sélo
la dosis de 100 ng de WIN55,212-2 tuvo un efecto facilitador y no asi la dosis de

50 ng.

Los resultados del Experimento 1, como en trabajos previos (Campolongo et al.,
2013; Campolongo et al., 2009; De Oliveira Alvares, Genro, Diehl, & Quillfeldt,
2008), sugieren que el sistema endocannabinoide contribuye a mediar el proceso
de consolidacion de memorias aversivas, y que el mecanismo de accion es al
menos en parte mediado a través de la activacion de receptores CB1. Aunque el
WIN55,212-2 no es un agonista especifico, dada la distribucion del receptor CB1
(Herkenham et al., 1991) y su relaciéon con procesos plasticos en el ED (Kreitzer &
Malenka, 2008; Lovinger, 2010), es factible que el efecto facilitador observado este
mediado principalmente a través de la activacion de dichos receptores en el ED.
Complementariamente, la administracion bilateral en el ED del antagonista
especifico a receptores CB1, AM251, deteriora la formacion de la memoria en la

tarea de evitacion inhibitoria (Sotelo Barrera et al., 2014). Sin embargo, el receptor
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CB2 se ha reportado también en el estriado (Gong et al., 2006), por lo que una
posible participacién de éste no puede ser descartada del todo (Garcia-Gutierrez

et al., 2013).

Los resultados del Experimento 2 muestran que la administracion intraperitoneal
de metirapona antes del entrenamiento bloquea el efecto facilitador del
WIN55,212-2 sobre la formacion memoria en la tarea de evitacién inhibitoria, por lo
que se sugiere que la concurrencia entre el sistema endocannabinoide y los
glucocorticoides en el ED es necesaria para la consolidacion de memorias
aversivas. Esta idea es apoyada por trabajos previos que han sugerido una
interaccidn entre los glucocorticoides y los endocannabinoides en la formacion de
la memoria (Campolongo et al., 2009; de Oliveira Alvares et al., 2005; Ramot &
Akirav, 2012). Por ejemplo, se ha reportado que la respuesta del eje HHA puede
modular el efecto del WIN55,212-2 sobre la memoria de corto y largo plazo
(Campolongo et al., 2013); y que una experiencia emocional intensa es necesaria
para involucrar la participacion del sistema endocannabinoide en la consolidacion

de la memoria (de Oliveira Alvares et al., 2010).

Asimismo, como en trabajos previos (Loscertales et al., 1997; Roozendaal, Bohus,
& McGaugh, 1996), la administraciéon de metirapona 90 minutos antes del
entrenamiento deteriord la retencion una tarea. Sin embargo, es importante
destacar, que aunque este grupo (metirapona-vehiculo) tuvo una latencia de
retencion menor en comparacion al grupo control, este difiri6 con respecto a su
propia latencia de adquisicion, por lo que retuvo la experiencia de la tarea y el

efecto observado es probablemente debido a un deterioro en la y no a efectos
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sobre la adquisicion. Notablemente, la metirapona en conjunto con el WINS5,212-2
dio lugar a una retencién similar a la del grupo control, sugiriendo que el
WIN55,212-2 en el ED por si mismo puede llevar a cabo parte de los mecanismos

implicados en mediar la facilitacion de la consolidacion de una memoria aversiva.

Investigaciones respecto al papel de los endocannabinoides sobre Ila
consolidacion de la memoria han generado resultados mixtos (para una revision
véase (Morena & Campolongo, 2014). Por ejemplo, se ha reportado que agonistas
cannabinoides como el WINS5,212-2 pueden facilitar la memoria (Campolongo et
al., 2009) o deteriorar la memoria (Goodman & Packard, 2014). Investigaciones
sugieren que la polarizacién de los resultados esta relacionada con el perfil
especifico de estrés, y la subyacente secrecion de glucocorticoides, que las
condiciones experimentales de cada protocolo imprime en los sujetos
(Campolongo et al., 2013; Campolongo et al., 2012; de Oliveira Alvares et al.,
2005; de Oliveira Alvares et al., 2010). Observaciones previas apoyan esta idea,
se ha reportado una relacién bidireccional entre los glucocorticoides y los
endocannabinoides en la regulacién de la respuesta al estrés (Hill & McEwen,
2010). En este sentido, el presente trabajo es un ejemplo de cémo los niveles de
glucocorticoides, subyacentes a la respuesta del eje HHA, son necesarios para
determinar el efecto facilitador del WIN55,212-2 sobre la consolidacion de la

memoria en un tarea aversiva.

EL ED es una estructura que ha sido relacionada con tareas de tipo procedimental
(Packard, 2009). La administracion de corticosterona en el ED puede facilitar

selectivamente la consolidacion de la memoria de tareas este tipo (Quirarte et al.,
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2009). Sin embargo, la administraciéon de corticosterona también puede facilitar la
consolidacion de la memoria de tareas con elementos mixtos como es el caso de
la tarea de evitacion inhibitoria (Medina et al., 2007). Ademas, el estriado dorsal no
es una estructura homogénea, esta puede dividirse en una porcion medial y una
porcion lateral. A este respecto, la administracion de corticosterona en la porcidon
medial pueda facilitar la consolidacién de memorias de tipo espacial (Lozano et al.,
2013). Este resultado es consistente con las aferencias corticales de estas
subregiones del estriado, ya que la parte lateral recibe aferencias de areas de
asociacibn mientras que la porcidn lateral recibe aferencias de areas
sensoriomotrices (Lovinger, 2010). En este contexto, el presente trabajo no
distinguid entre estriado dorsomedial o estriado dorsolateral y la administracion de
WIN55,212-2 fue en la zona limitrofe entre ambas porciones, por lo que no es
discernible si hubo un participacion diferencial de alguna de las subregiones del

ED o si el efecto facilitador es especifico para un determinado tipo de memoria.

Para finalizar, reportes previos sugieren que los glucocorticoides y los
endocannabinoides pueden convergir en estructuras cerebrales como el
hipocampo y la BLA (Campolongo et al., 2009; de Oliveira Alvares et al., 2010).
Los presentes resultados sugieren que una situacion similar ocurre el en ED.
Estas observaciones son consistentes con la distribucion de los receptores CB1 y
GRs en dichas estructuras (Morimoto et al., 1996; Tsou et al., 1998). Aunque el
mecanismo neurobiolégico subyacente a la relacion endocannabinoides-
glucocorticoides en la regulacion del proceso mnémico aun no esta dilucidado, se

ha propuesto un modelo para el caso de la BLA (Campolongo et al., 2009; Hill &
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McEwen, 2009). Brevemente, el modelo sugiere que la corticosterona liberada al
torrente sanguineo durante el entrenamiento de tareas que provocan excitacion
emocional, se unen a receptores GR en la membrana celular en la BLA y activan
una cascada de sefalizacion que estimula la sintesis de endocannabinoides. Una
vez que los endocannabinoides son liberados al espacio sinaptico, se acoplan a
receptores CB1 en las terminales GABAérgicas e inhiben la liberacion de GABA.
La supresion de GABA subsecuentemente desinhibe la liberacién de
noradrenalina que resulta en una activacién de B-adrenorreceptores postsinapticos
y da paso a una cascada de senalizacion intracelular a través de quinasas como
las de la familia de las MAP y las ERK que da como resultado una facilitacién de la
memoria a través de la fosforilacion de elementos como CREB que promueve la
expresion de genes y posteriormente de proteinas que participan en la
consolidacion de la memoria (Atsak et al., 2012; Campolongo et al., 2009). Se ha
sugerido que un mecanismo similar podria tener lugar en el hipocampo (de
Oliveira Alvares et al., 2010). Sin embargo, un modelo equivalente en el ED aun

queda por ser descrito.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados muestran que la administracion bilateral del agonista cannabinoide
WINS5,212-2 facilita la consolidacion de la memoria a través de la activacién de
los receptores CB1 en el ED. A la vez, este efecto es bloqueado por la
administracion intraperitoneal del inhibidor de sintesis de glucocorticoides,
metirapona. En conjunto, los datos indican que la accion concurrente del
WIN55,212-2 y los niveles intactos de glucocorticoides en el ED es necesaria para
facilitar la consolidaciéon de la memoria en la tarea de evitacion inhibitoria. Por lo
que se sugiere que en condiciones fisioldgicas el sistema endocannabinoide y los
glucocorticoides actuan en conjunto en estructuras como el ED para mediar la

consolidacion de memorias aversivas.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados de la presente tesis nos permiten proponer la realizacion de

experimentos que nos brindarian mas conocimiento acerca de los mecanismos de

interaccion entre los glucocorticoides y los cannabinoides para formar la memoria.

Algunas propuestas serian las siguientes:

1.

Administrar tratamientos farmacolégicos ya sea de agonistas o antagonistas
como el WIN55,212-2 o el AM251 en las diferentes subregiones del ED
(dorsomedial y dorsolateral).

Explorar la participacidon de los glucocorticoides y los cannabinoides en
otros tipos de memoria utilizando tareas conductuales como el laberinto
acuatico de Morris en sus diferentes versiones (espacial y pista).

Investigar posibles interacciones de los endocannabinoides con otras
moléculas como la acetilcolina, neurotransmisor que se ha demostrado
interacciona con los glucocorticoides en la modulacion de la facilitacion de
la memoria en el ED (Sanchez-Resendis et al., 2012).

Investigar una posible relacion de los endocannabinoides y los
glucocorticoides con el neurotransmisor GABA dado que aproximadamente
el 95 % de las neuronas del ED en rata son neuronas GABAérgicas (Afifi,

2003; Bolam et al., 2009).
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