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RESUMEN

Los glucocorticoides, como la corticosterona (CORT) en roedores, son hormonas
liberadas por las glandulas adrenales durante eventos emocionales, y sus
acciones estdn mediadas por receptores a glucocorticoides (GR). Estas
hormonas son moduladores importantes de la consolidacién y evocacion de la
memoria, y sus efectos dependen del momento de administracién y de la
intensidad del estresor. Los resultados de nuestro laboratorio han mostrado que
el entrenamiento en evitacion inhibitoria con una intensidad moderada (0.5 mA)
da como resultado rendimientos en la retencion de memoria divergente, es decir,
las ratas pueden mostrar latencias de retencién altas o bajas. Para investigar mas
a fondo el papel de CORT Yy la activacion, a través de la fosforilacion de GR en
esta retencion divergente, entrenamos ratas Wistar macho adultas con 0.5 mA
en evitacion inhibitoria y 48 h después medimos la retencion de memoria. Se
utilizaron los grupos control apropiados. Se utilizé el inmunoensayo ELISA para
evaluar los niveles plasméticos de CORT a los 15 min después del
entrenamiento, y se midié la presencia de GR fosforilado en serina 211 en las
subregiones CAl y giro dentado (DG) del hipocampo dorsal con
inmunofluorescencia a los 60 min después de la prueba de retencion. De acuerdo
con su desempefio en la prueba de retencién, cada animal fue asignado a uno
de dos grupos: baja o alta retencion, tomando como referencia la media total. El
grupo de alta retencién tuvo una puntuacion de latencia y un nivel de CORT
significativamente mas altos en comparacion con el grupo de baja retencion, pero
no hubo diferencias significativas entre los grupos con respecto a la fosforilacién
de GR en ser211 en el hipocampo dorsal. Estos grupos no fueron diferentes en
cuanto al peso corporal o el peso total de las glandulas suprarrenales. Estos
hallazgos muestran que una experiencia de aprendizaje moderada puede causar
retencibn de memoria alta o baja y niveles plasmaticos de CORT que estan
relacionados con el nivel de desempefio en la prueba de retencién;
aparentemente, estos niveles plasmaticos no implican cambios en la activaciéon
del GR, medido por la presencia de pGR ser211 en las subregiones CA1 y DG
del hipocampo dorsal. Adicionalmente, examinamos la memoria de corto plazo
en un grupo independiente de animales, 30 min después del entrenamiento, y
encontramos nuevamente una retencion divergente. Posteriormente,
analizamos, también con el inmunoensayo ELISA, la concentraciéon de CORT en
suero y el grupo de baja retencion y el grupo de alta retencion no fueron
significativamente diferentes. Por tanto, no hay relacion entre la cantidad de la
hormonay su desempefio en la prueba de retencién cuando se evalta la memoria
de corto plazo.
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ABSTRACT

Glucocorticoids, such as corticosterone (CORT) in rodents, are hormones
released by the adrenal glands during emotional events, and their actions are
mediated by glucocorticoids receptors (GR). These hormones are important
modulators of memory consolidation and retrieval, and their effects depend on the
time of administration and intensity of the stressor. Results from our laboratory
have shown that training in inhibitory avoidance with a moderate intensity (0.5
mA) results in divergent memory retention performances, i.e., rats may display
high or low retention scores. To investigate further the role of CORT and the
activation, through phosphorylation, of the GR on such dissimilar retention, we
trained adult male Wistar rats with 0.5 mA on inhibitory avoidance and 48 hours
later we measured memory retention. Appropriate control groups were studied.
The ELISA immunoassay was used to evaluate CORT plasma levels at 15
minutes after training, and the presence of GR phosphorylated in serine 211 in
the subregions CA1l and dentate gyrus (DG) of dorsal hippocampus was
measured with immunofluorescence at 60 minutes after the retention test.
According to their performance in the retention test, each animal was assigned to
one of two groups: low or high retention, using the total mean score as reference.
The high retention group had a significantly higher latency score and level of
CORT compared with the low retention group, but there were no significant
differences between the groups regarding GR phosphorylation in ser211 in dorsal
hippocampus. These groups were not different regarding body weight or total
weight of adrenal glands. These findings show that a moderate learning
experience can cause low or high memory retention and CORT plasma levels that
are related to the performance level on the retention test; apparently, these
plasma levels do not involve changes in the activation of the GR, as measured by
the presence of pGR ser21l in dorsal hippocampus CAl y DG subregions.
Additionally, we examined the short-term memory in an independent group of
animals, 30 min after de training, and we found again a divergent memory
retention. Later, we analyzed, with the ELISA immunoassay as well, the
concentration of CORT in serum and the low retention group and the high
retention group were not significantly different.
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1. INTRODUCCION

La conducta de los organismos es el resultado de la interaccion entre los genes
y el medio. La conducta puede ser modulada por el ambiente a través del
aprendizaje y la memoria. Estos procesos permiten una rapida adecuacion de la
conducta y se basan en cambios fisiologicos en el sistema nervioso. El
aprendizaje es el proceso por el que se adquiere, o se modifica la conducta,
mientras que la memoria es el proceso por el cual ese cambio conductual es
almacenado y posteriormente recuperado (Kandel, 2001). Clasicamente se
consideran tres etapas en la memoria: adquisicion, consolidacion y evocacion
(Dudai, 2004).

Los glucocorticoides (GCs) son hormonas adrenocorticales liberadas ante
situaciones estresantes que pueden modular la memoria (Roozendaal, 2000;
Sandi & Pinelo-Nava, 2007). Durante dicho evento estresante, la actividad
adrenérgica periférica y cerebral, activan al eje hipotalamo-hipofisis-adrenal
(HPA), y se desencadena la secrecion de GCs a la sangre. Estos pueden
atravesar la barrera hematoencefélica y regular las funciones mneménicas de
regiones cerebrales relacionadas con el proceso de memoria, como por ejemplo
la amigdala y el hipocampo, tanto en la etapa de consolidacion como en la de
evocacion. Se sabe que regularmente los eventos estresantes y emocionales se

recuerdan mejor que los eventos neutros (McGaugh, 2000).

Las consecuencias del aumento de los GCs sobre la memoria dependen de la
fase de la memoria en que se presente dicha activacion. Estos efectos en general
pueden ser de dos tipos: deterioro o facilitacion (Roozendaal, 2002). Por ejemplo,
los GCs pueden facilitar la consolidacion de la memoria en la tarea de evitacion
inhibitoria y de condicionamiento de miedo al contexto a través de su unién con
el receptor a glucocorticoides (GR) localizado en distintas areas cerebrales,
siendo el hipocampo un area que muestra una amplia expresion (De Kloet & Reul,
1987; Donley et al., 2005; Medina et al., 2007; Pugh et al., 1997; Reis et al., 2016;

Revest et al., 2005). El GR al acoplarse con su ligando se puede fosforilar en



distintos aminoacidos ubicados en su regién amino-terminal. Dependiendo del
aminoacido fosforilado se afectara la funcién dentro del ndcleo (transactivacién o
transrepresion) (Ramamoorthy & Cidlowski, 2016).

Un modelo experimental para estudiar los mecanismos cerebrales implicados en
la memoria de eventos estresantes es la tarea de evitacion, ya que es
ampliamente utilizada para investigar la adquisicion, la consolidacion y la
evocacion de la memoria por diversos grupos de investigacion. En esta tarea el
estriado, la amigdala y el hipocampo son estructuras cerebrales que participan
de manera importante (Cogan & Reeves, 1979; Martinez et al., 2002; Pifia et al.,
1994; Roozendaal & McGaugh, 1996, 1997).

Previamente en nuestro laboratorio se investigd la activacion del GR en el
hipocampo después del proceso de aprendizaje en la tarea de condicionamiento
de miedo al contexto (CMC) utilizando dos intensidades de entrenamiento 0.5y
1.5 mA, encontrando que la fosforilacion del GR es diferente en las distintas
regiones del hipocampo. Asimismo, un estudio que se esta llevando a cabo en
nuestro laboratorio ha mostrado que el entrenamiento intenso induce el
incremento de la fosforilacion del GR en las neuronas de la regién de CAl en el
hipocampo y en el estriado ventral. Sin embargo, es necesario conocer como se
da esta fosforilacion después de la evocacién, para asi poder entender el papel

de los GCs en las diferentes etapas de la formacion de la memoria.

2. ANTECEDENTES

2.1. El aprendizaje y la memoria

El aprendizaje o adquisicion se refiere a los cambios relativamente permanentes
de la conducta, producidos por la practica o la experiencia (Hinde, 1970),
mientras que la memoria se refiere al proceso de almacenamiento de ese cambio
o informacion.

Los procesos de aprendizaje se pueden categorizar en asociativos y no
asociativos. El aprendizaje no asociativo se refiere a la respuesta ante un solo

estimulo y dentro de esta categoria se encuentra la sensibilizacion, habituacién



e impronta, mientras que el aprendizaje asociativo se refiere a la formacion de
las asociaciones entre estimulos y respuestas e incluye el condicionamiento
clasico (Pavloviano) y el operante (instrumental).

El condicionamiento clasico se induce mediante un procedimiento en el que un
estimulo generalmente neutral, denominado estimulo condicionado (EC), se
combina con un estimulo que generalmente provoca una respuesta, denominado
estimulo incondicionado (El), el aprendizaje de la relacion EC-EIl se evalla
midiendo la respuesta condicionada (RC) que desencadena el EC como
consecuencia de su emparejamiento con el El. El condicionamiento operante
implica el aprendizaje de una relacion entre una respuesta y un estimulo. La
respuesta suele denominarse operante y el estimulo reforzador o castigador,
dependiendo de si el aprendizaje de la relacion respuesta-estimulo conduce al
aumento o disminucion de la probabilidad de emision de la operante. (Byrne,
2013; Jozefowiez, 2012).

A lo largo de los afios se han generado multiples clasificaciones de los distintos
tipos de memoria, una de ellas considera los de la memoria a lo largo de una
dimensién temporal de duracion. Asi, dependiendo de qué tanto tiempo se
mantenga la informacion en el sistema se puede hablar de memoria de corto
plazo o memoria de largo plazo. La memoria de corto plazo es labil y de una
duracion breve, desde minutos hasta un par de horas. La memoria de largo plazo
es estable y tiene una duracién mayor, afios o toda la vida. Clasificar a la memoria
por su duracion no es la Unica forma ya que también se ha hecho con base al tipo
de informacién (declarativa o de procedimiento) y por su propésito (de trabajo y
de referencia). Clasicamente se reconocen tres etapas de los procesos del
aprendizaje y la memoria: adquisicion, consolidacién y evocacion.

Adquisicion: Es la codificaciébn de la informacion, el proceso por el que las
caracteristicas de un estimulo o de un hecho son tratadas y convertidas en una
huella mnésica (Van der Linden et al., 1994).

Consolidacién: es el proceso molecular dependiente de la sintesis de proteinas
mediante el cual un rastro de memoria de corto plazo se transfiere a una memoria

estable de largo plazo (Kandel et al., 2001; McGaugh, 2000). Dependiendo de la



forma de memoria, la consolidaciéon de la memoria tiene lugar en regiones
cerebrales parcialmente diferentes (Schwabe & Wolf, 2013). La consolidacién
juega un papel importante en la patogénesis de los trastornos relacionados con
el miedo al estabilizar los recuerdos aversivos después de un evento aversivo
(Mineka & Oehlberg, 2008; Yehuda & LeDoux, 2007).

Evocacion: proceso de recopilar informacion almacenada previamente.
Dependiendo de la forma de memoria, en este proceso al igual que en la
consolidacion pueden estar implicadas distintas regiones cerebrales (Schwabe &
Wolf, 2013). La recuperacion de recuerdos aversivos puede llevar a experimentar
miedo, que es el sintoma central de los trastornos relacionados con éste.

La memoria también puede clasificarse por el tipo de informacion. Squire (1987)
clasifico a la memoria como declarativa y no declarativa. La memoria declarativa
incorpora la memoria semantica y episodica, y se refiere a las funciones de la
memoria cotidiana, que suelen estar alteradas en los pacientes amnésicos. Se
cree que la memoria declarativa se basa principalmente en las estructuras del
I6bulo temporal medial, incluido el hipocampo. La memoria no declarativa incluye
varios subcomponentes, de los cuales la memoria procedimental o la formacion
de memorias motoras es la mas prominente. Se cree que la memoria no
declarativa depende principalmente del cuerpo estriado, el cerebelo y las areas

de asociacién cortical (Cohen & Squire, 1980).

2.1.1. Moduladores de memoria

Los eventos estresantes conducen a la sefializacion orquestada por diversas
hormonas, péptidos y neurotransmisores tanto en la periferia como en el cerebro.
Estos mediadores del estrés no soélo preparan a un individuo para las
consecuencias agudas de una situacion peligrosa 0 amenazante, sino que
también inducen respuestas adaptativas a largo plazo, incluidas las influencias
en el aprendizaje y la memoria.

Una amplia evidencia de estudios en animales ha indicado que las hormonas

GCs, junto con muchos otros mediadores del estrés, estan involucradas de



manera crucial en la mediacion de los efectos moduladores del estrés tanto en la
consolidacion como en la evocacién de la memoria (de Quervain et al., 1998;
Quirarte et al., 1997; Roozendaal et al., 2009).

2.2. Glucocorticoides

Los GCs son hormonas esteroides secretadas por las glandulas adrenales que
regulan una gran variedad de procesos biolégicos y ejercen una profunda
influencia en muchas funciones fisiologicas (Nicolaides et al., 2018). Son
importantes para el mantenimiento de la homeostasis basal y la relacionada con
el estrés al actuar como productos finales del eje HPA que lo modulan (Chrousos,
1995).

La activacion del eje HPA da como resultado la liberacibn de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) de las neuronas parvocelulares en el nucleo
paraventricular del hipotalamo (PVN). Esta actia sobre la hipofisis para inducir la
liberacién de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) en el torrente sanguineo.
La ACTH estimula a la corteza adrenal y produce la secrecion de GCs que son
liberados a la circulacion sanguinea. Los GCs se sintetizan a partir del colesterol
mediante una serie de reacciones enzimaticas. Las 11R-hidroxiesteroides
deshidrogenasas (11R-HSD) regulan la actividad biolégica de los
glucocorticoides, la 11 3 -HSD1 cataliza la activacion del esteroide en sus formas
activas: cortisol en humanos o corticosterona (CORT) en roedores (Fig.1). Las 11
3 -HSD2 facilitan la reaccién opuesta convirtiendo las formas activas cortisol y
CORT en las formas inactivas cortisona y 11-deshidrocorticosterona (Chapman
et al., 2013).

Los GCs son secretados tonicamente en respuesta a un agente estresante; una
vez en el torrente sanguineo, los GCs se difunden en los tejidos y las células y
se unen a los receptores nucleares de GCs o mineralocorticoides (MR) aunque
quiza hay también receptores membranales. Se ha demostrado que los GCs
modulan la memoria, ya que la adrenalectomia deteriora la memoria y se revierte

el deterioro mediante la administraciéon sistémica de dexametasona, un



glucocorticoide sintético (Roozendaal et al., 1996). Estos datos sugieren que el
deterioro de la memoria es causado por la falta de GCs y, por lo tanto, apoyan su
participacion en el proceso de consolidacion de la memoria.

PVN

Hipotilamo

Eminencia
media

Hipofisis
anterior

ACTH |

Corticosterona

Corteza adrenal

Figura 1. Eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HPA). La activacion del eje HPA produce la sintesis y
secrecion de la hormona liberadora de la corticotropina (CRH) por las neuronas del ndcleo
paraventricular del hipotdlamo (PVN) hacia la parte anterior de la hipéfisis donde promueve la
sintesis de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) que a su vez produce la sintesis y liberacién
de corticosterona en la corteza de las glandulas adrenales. La corticosterona regula por
retroalimentacion negativa el eje. Modificado de Lightman & Conway-Campbell, (2010).

Al evaluar el papel de los GCs en la evitacion inhibitoria (El), se encontr6 que al
inhibir la sintesis de GCs con el farmaco metirapona, con una dosis alta (50 mg),
90 min antes de la prueba de retencion disminuyé significativamente el porcentaje
de inmovilidad de este grupo en comparacién con los animales tratados con
vehiculo, mostrando asi que los GCs tienen un papel relevante en la evocacion
en esta tarea (Roozendaal et al., 1996).

También se ha demostrado que las inyecciones sistémicas de GCs administrados
después de una experiencia de entrenamiento revierten los efectos amnésicos
de la administracion de inhibidores de sintesis de proteinas sobre la retencién en

ratones entrenados en El (Flood et al., 1978).



Estudios posteriores han demostrado que las inyecciones sistémicas de dosis
moderadas de CORT o del glucocorticoide sintético dexametasona mejoran la
memoria de largo plazo para el entrenamiento de El cuando se administran poco
después, pero no varias horas después de una experiencia de entrenamiento
(Flood et al., 1978; Kovacs et al., 1977; Roozendaal & McGaugh, 1996;
Roozendaal et al., 1999).

Finalmente se ha mostrado que, a mayor intensidad de entrenamiento en El, es
decir, mayor injerencia del elemento aversivo, se producen niveles mas altos de
CORT plasmaética posterior al entrenamiento, lo que se asocia con un mayor
tiempo de retencion en la prueba de evocacion (Ader & de Wied, 1972; Sandi &
Rose, 1997). Esto sugiere que la CORT mejora la consolidacion de la memoria y
gue actua sobre los GR en el hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal para

facilitar la memoria (Roozendaal et al., 1996).

2.3. Receptor a glucocorticoides

El (GR) pertenece a la familia de receptores nucleares que actian como factores
de transcripcién activados por ligando. Todos los receptores nucleares, incluido
el GR, muestran una estructura modular compuesta de cinco a seis regiones
(AF): la region A/B amino-terminal, también llamada dominio inmunogénico o N-
terminal contiene un dominio de transactivacion importante, denominado funcién
de activacion (AF-1), las regiones C y E, que corresponden a los dominios de
unién al ADN (DBD) que contiene dos motivos de dedos de zinc tipo C4 a través
de los cuales se une a los elementos de respuesta a glucocorticoides (GRES) y
el dominio de unién a ligando (LBD), respectivamente. La region D representa la
region de bisagra (HR), mientras que la regidon F se encuentra en el extremo C-
terminal de los NR y presenta alta variabilidad. El GR no contiene una region F
(Ramamoorthy & Cidlowski, 2016) (Figura 2A).

Mecanismos de acciodn

Acciones gendmicas: En su estado inactivo, el GR no se une al ligando y reside



en el citoplasma en un complejo chaperon con la proteina de choque térmico 90-
p23, que inactiva la union del GR al DNA, mientras mantiene al receptor
competente para la union con un ligando de alta afinidad. Tras la union de la
hormona, las moléculas de GR se homodimerizan y se importan rapidamente al
nacleo. En el ndcleo, el complejo hormona- ligando se une a los GREs y modulan
la transcripcion de genes diana. La union de GR a los GREs induce cambios
conformacionales en GR que conducen al reclutamiento coordinado de
complejos correguladores y remodeladores de la cromatina que influyen en la
actividad de la ARN polimerasa Il y activa la transcripcion o represion de genes
(Ramamoorthy & Cidlowski, 2016)(Figura 2B).
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Figura 2. A) Estructura de dominio modular del GR. Se compone del dominio N-terminal (NTD)
gue contiene la funcion de activacion 1 (AF-1), un dominio de union al ADN (DBD), una region de
bisagra (H) y un dominio de unién al ligando (LBD). Modificado de Weikim et al. (2018). B)
Mecanismo de accion de los GCs por la via gendmica. La unién del GR con su ligando produce
su translocacion al nicleo, forma dimeros y se une a los elementos de respuesta a GCs (GRES)
que regulan la actividad transcripcional. Modificado de Nicolaides et al. (2020).



Las acciones rapidas no gendémicas de los glucocorticoides estan mediadas por
interacciones fisicoquimicas con el GR citosélico o GR unido a membrana. A
diferencia de los efectos gendmicos, los efectos no genémicos de los
glucocorticoides no requieren sintesis de proteinas y ocurren entre segundos y

minutos después de la activacion del GR (Groeneweg et al., 2011).

2.3.1.Fosforilacion del GR

La fosforilacion de proteinas es el principal mecanismo molecular a través del
cual se regula la funcién de las proteinas en respuesta a estimulos extracelulares.
Practicamente todos los tipos de sefales extracelulares, incluidas las citocinas,
hormonas, neurotransmisores y factores neurotréficos, asi como los estimulos
fisicos como el calor y la luz visible, producen la mayoria de sus diversos efectos
fisiolégicos al regular el estado de fosforilacién de proteinas especificas en sus
células diana.

Las funciones neuronales que subyacen a la plasticidad sinaptica y los procesos
de memoria se basan en complejos moleculares altamente especializados, que
forman redes de sefalizacion intracelular. La organizacion precisa y el
funcionamiento adecuado de esta red intracelular requiere de un amplio grado de
regulacion de alta fidelidad, que se logra en gran medida mediante la fosforilacion
de proteinas.

La fosforilacién de proteinas es una modificacion postraduccional de proteinas,
mediante la cual un grupo fosfato se une covalentemente a un residuo de serina,
treonina o tirosina. La conversién de una proteina sustrato de un estado no
fosforilado a la forma fosforilada es catalizada por una proteina cinasa. La
fosfoproteina se puede convertir de nuevo al estado no fosforilado mediante una
proteina fosfatasa. Las proteinas fosfatasas catalizan la ruptura de este enlace
fosfoéster a través de la hidrolisis. Este cambio reversible dependiente de la
actividad, de la forma no fosforilada a la fosforilada, es el mecanismo molecular
mas ampliamente utilizado, mediante el cual se transmiten sefiales fisioldgicas

para regular las funciones celulares. La adicion de grupos fosfato a las proteinas



puede inducir cambios conformacionales que alteran las funciones bioquimicas y
celulares, como la modulacion de la actividad enzimatica, la ubicacion celular o
la asociaciéon molecular. En condiciones basales, el nivel de fosforilacion de un
sustrato esta determinado por un equilibrio en la actividad cinasa y fosfatasa.
Tras la estimulacion a través de sefales extracelulares e intracelulares, el nivel
de fosforilacion se puede cambiar aumentando o disminuyendo la actividad de
una proteina cinasa o una proteina fosfatasa.

El GR muestra un nivel basal de fosforilacion y se hiperfosforila al unirse a los
GCs. Sin embargo, la estructura del ligando, cortisol o CORT como ligandos
enddgenos, determina tanto el patron como la extension de la fosforilacion del
GR.

La transcripcion mediada por GR estd regulada tanto positiva como
negativamente por la fosforilacion. Hasta la fecha, se ha informado que el GR se
fosforila en cuatro sitios principales (Thrl71, Ser224, Ser232 y Ser246; en GR de
rata) en su region reguladora transcripcional N-terminal. MAPK fosforila GR de
rata en Thrl71y Ser246, mientras que la cinasa dependiente de ciclina (Cdk) lo
fosforila en Ser224 y Ser232 (Ramamoorthy & Cidlowski, 2016).

En ratas, una mayor cantidad de serina 232 fosforilada (pSer232) induce la
activacion y translocacion nuclear del receptor y aumenta su actividad
transcripcional. Por el contrario, la fosforilacion de la serina 246 (pSer246) induce
el efecto opuesto al promover la exportacion nuclear del GR o por su union a
correpresores dentro del nucleo, reprimiendo asi la transcripcion (Adzic et al.,
2009; Rogatsky et al., 1998; Wang et al., 2002).

2.3.2. Distribucion del GR en el hipocampo

Se sabe que los GRs estan ampliamente distribuidos en el cerebro y que son
abundantes en el cerebelo, el hipocampo y el nucleo paraventricular del
hipotalamo, estas ultimas dos estructuras por su papel clave en el control del eje
HHA (Dickens et al., 2011).

Algunos estudios han mostrado la localizacion del GR en el hipocampo de rata,
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principalmente en su regidon dorsal. En condiciones basales, se expresan en las
distintas regiones hipocampales, presentdndose abundantemente en CA1, CA2
y en el giro dentado (GD), y de forma moderada en las células piramidales de
CA3 (Van Eekelen et al., 1988).

2.4. Hipocampo

2.4.1. Anatomia del hipocampo

El hipocampo de rata es una estructura alargada, con su eje largo que se extiende
en forma de C desde la linea media del cerebro cerca de los nucleos septales
(rostrodorsalmente) sobre y detras del talamo hasta el l6bulo temporal
(caudoventralmente) (Figura 3). El hipocampo propiamente dicho tiene tres
subdivisiones: CA3, CA2y CAl, las regiones CAly CA3 se diferencian en cuanto
al tamafio de sus células principales; las neuronas piramidales, que son mas
grandes en CA3 y al patrén de conexion, la region CA2 consta de neuronas
piramidales grandes como en CA3, pero carece de la entrada de fibras musgosas
como en CAl.La formacién hipocampal incluye estas tres regiones, el giro
dentado, subiculum, pre y para subiculum y la corteza entorrinal (Figura 3)
(Amaral & Lavenex, 2007).

CA1

CA3 GD
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Figura 3. A) Localizacion del hipocampo en el cerebro de rata considerando los ejes
septotemporal y transversal. B) Corte coronal de cerebro de rata que muestras las
regiones del hipocampo: CA1, CA2, CA3 y GD. Modificado de Andersen et al. (2007).
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Considerando su eje longitudinal se divide en hipocampo dorsal (DH) y ventral
(VH), con los dos tercios septales que comprenden la region dorsal y el tercio
restante que comprende la regién ventral (Moser & Moser, 1998) (Figura
4).,estudios anatémicos indican que las conexiones de entrada y salida del
hipocampo dorsal y el hipocampo ventral son distintas (Swanson & Cowan,
1977).

Eje longitudinal

Ventral

£ +Dorsal
| \\E/

Figura 4. Division longitudinal del hipocampo, en donde se distinguen dos regiones principales,
el hipocampo dorsal y el hipocampo ventral. Modificado de Strange et al. (2014).
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2.4.2. Conexiones neurales del hipocampo

Aferencias
La principal aferencia a la formacion del hipocampo procede de la corteza
entorrinal, a través de una proyeccion difusa denominada via perforante, el

subiculo recibe también una modesta proyeccion del complejo amigdalino.

Eferencias

La proyeccién eferente de la formacion del hipocampo se origina principalmente
en las células del subiculo y en menor grado en las células piramidales del
hipocampo. En ambos casos, los axones de estas neuronas se introducen en el
alveo, confluyen y forman la fimbria del hipocampo y luego contindan hasta el
fornix.

A nivel de la comisura anterior, el fornix se divide en sus porciones poscomisural
y precomisural. Las fibras que se originan en el subiculo forman basicamente el

fornix poscomisural. La mayor parte de estas fibras terminan en el nacleo mamilar
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medial, y algunas se introducen en el nucleo ventromedial del hipotdlamo y en el
nacleo anterior del tAlamo dorsal. El fornix precomisural estd compuesto por
fibras que se originan principalmente en el hipocampo. Estas fibras se hallan
organizadas de modo difuso y se distribuyen hacia los nucleos septales, las areas
mediales de la corteza frontal, los nacleos preéptico y anterior del hipotalamo y

el ndcleo accumbens.

2.4.3. Circuito intrinseco

La conectividad clasica dentro del hipocampo es conocida como el "bucle
trisinaptico” en donde la corteza entorrinal proporciona la principal entrada
cortical al hipocampo, con sus proyecciones mas fuertes a través de la ruta
perforante hacia el DG (sinapsis 1). El GD se proyecta a la region CA3 a traves
de la via de las fibras musgosas (sinapsis 2). La regiéon CA3 proyecta a la region
CA1l a través de la via colateral de Schaffer (sinapsis 3). Finalmente, CAl

proyecta de nuevo a la corteza entorrinal, completando el bucle (Figura 5).
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Figura 5. A) llustracion del circuito del hipocampo. B) Diagrama de la red neuronal del hipocampo.
Se muestra la via trisinaptica excitatoria tradicional (corteza entorrinal (EC)-Giro dentado—CA3—
CA1-EC) esté representada por flechas sélidas. Modificado de Deng et al., (2011).

A pesar de este circuito intrinseco conservado, las porciones dorsal y ventral

tienen diferentes conectividades con &reas corticales y subcorticales. El
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hipocampo ventral recibe proyecciones de las areas cinguladas involucradas en
la regulacion emocional (cortezas infralimbicas y prelimbicas) y el hipocampo
dorsal de las &reas cinguladas involucradas en el procesamiento espacial (la
corteza retroesplenial). El DH se proyecta hacia una parte rostral muy pequefia
del septum lateral (LS), mientras que el VH inerva partes progresivamente mas
grandes del LS ventral; y esta organizacion se conserva en las proyecciones del
LS al hipotalamo. La conectividad del hipocampo con el nacleo accumbens y la
amigdala también siguen un patron topografico, con porciones mas ventrales del
hipocampo que se proyectan a partes mas mediales de ambas estructuras

subcorticales (Strange et al., 2014).

2.4.4. Funciones del hipocampo

El hipocampo es una estructura esencial para la formacion de nuevos recuerdos
declarativos de tipo episodicos, y también tiene un papel bien caracterizado en la
navegacion espacial. La formacién del hipocampo parece desempefiar un papel
fundamental en la capacidad del cerebro para formar asociaciones rapidas y
duraderas entre los estimulos ambientales de tal manera que permita el
aprendizaje de nueva informacion factica concreta y abstracta (memoria de
hechos) y el recuerdo y el reconocimiento detallados de eventos y lugares
(memoria episodica). Aprender la configuracion espacial de los lugares parece
ser un papel especialmente importante del hipocampo en los roedores. Muchas
células piramidales CA1 y CA3 se comportan como "células de lugar". Tras la
exposicion inicial a un nuevo entorno, estas células adquieren en varios minutos
la capacidad de aumentar su tasa de activacion neuronal cada vez que la rata
regresa a un lugar particular en ese entorno, formando asi un "mapa cognitivo"
dentro del cerebro (Spencer & Bland, 2007).

De acuerdo con sus diferencias neuroanatémicas, la evidencia sugiere que
puede haber disociaciones funcionales entre el DH y el VH. El DH recibe
informacion visual, auditiva y somatosensorial que se origina en las cortezas

sensoriales primarias y secundarias a través de la corteza entorrinal medial y su
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funcidn principal es el reconocimiento y procesamiento de informacion contextual,
mientras que el VH tiene conexiones reciprocas directas con la amigdala, asi
como fuertes conexiones con el hipotalamo y participa prominente en una

variedad de comportamientos emocionales (Andersen et al., 2007).

2.4.5. Participacion del hipocampo en tareas aversivas

La respuesta al estrés es una cascada bioquimica compleja que implica la
liberacion de diversas sustancias quimicas que pueden afectar varios aspectos
de la memoria, las estructuras cerebrales y los procesos fisiolégicos. Una
estructura del cerebro que participa de manera crucial tanto en la memoria como
en la regulacion neuroendocrina de las hormonas del estrés es el hipocampo. El
hipocampo es una estructura necesaria para la formacion de la memoria
declarativa en humanos, y memoria espacial (relacional o contextual) en
roedores. Se sabe que las experiencias estresantes, y especialmente
traumaticas, producen recuerdos intensos y duraderos de los eventos mismos,
dado la relevancia de esta estructura se han realizado diversos estudios para
saber cdmo el estrés afecta la cognicion dependiente del hipocampo, mediante
la utilizacion de tareas aversivas dependientes de esta estructura, como la
evitacion inhibitoria, el condicionamiento de miedo al contexto y el laberinto
acuatico de Morris( Martinez et al, 2002, Corcoran & Maren, 2001, 2004,Good &
Honey, 1991, Holt & Maren, 1999, Miyoshi et al.2012)

El papel del hipocampo en la codificacién de las representaciones contextuales
es coherente con la gran cantidad de literatura sobre el papel del hipocampo en
la representacion espacial y la navegacién alocéntrica.

Esto sucede debido a que el entorno inmediato es un componente de la
representacion contextual general de un animal, y asociar entornos con
seguridad versus peligro podria ser clave para la supervivencia de un animal. Las
neuronas del hipocampo responden a muchos tipos de estimulos, incluidas las
seflales no espaciales, pero son particularmente sensibles a la ubicacion
espacial. Estudios recientes han mostrado que el hipocampo genera una

representacion neuronal del contexto, que puede transmitirse a las regiones
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cerebrales extrahipocampales para facilitar la modulacion contextual de las
respuestas conductuales y los recuerdos (Eichenbaum et al. (1999).

Extensa literatura que involucra lesiones cerebrales experimentales demuestra
gue el hipocampo esta criticamente involucrado en el procesamiento del contexto
(Anagnostaras et al., 2001; Maren, 2001; Myers & Gluck, 1994). Por ejemplo, las
lesiones del hipocampo alteran las respuestas condicionadas del miedo a los
estimulos contextuales, las lesiones del hipocampo en roedores producen
deficiencias en el comportamiento de congelacién durante la exposicion a un
contexto emparejado con choques. Estos déficits son especialmente robustos
cuando las lesiones del hipocampo se producen pronto, un dia después del
condicionamiento del miedo contextual, pero son minimos cuando se producen
las lesiones en momentos posteriores (30-100 dias después del
condicionamiento) (Kim & Fanselow, 1992; Phillips & LeDoux, 1992). Las
lesiones del hipocampo o la corteza entorrinal (CE) hacen que los sujetos sean
insensibles a los cambios en el contexto (Freeman et al., 1997; Penick &
Solomom, 1991).

Las lesiones inducidas por acido kainico en la region CA3 afectan selectivamente
el rendimiento de la retencion en la prueba de animales entrenados en el laberinto
acuatico de Morris, como lo indica el menor tiempo empleado en el cuadrante
gue contenia la plataforma durante el entrenamiento y el aumento de las latencias
para cruzar la ubicacién de la plataforma. Estos hallazgos sugieren que los
déficits de retencion son inducidos por el dafio de CA3, por lo tanto, esta region
del hipocampo es necesaria para la formacion de la memoria de largo plazo en
esta tarea (Gayoso et al., 1994).

Para conocer el papel del hipocampo se entren6 un grupo de ratas en la tarea de
El. La retencién se prob6 a los 30 min 0 24 h después del entrenamiento. El grupo
evaluado 30 min después del entrenamiento de El mostrO poca o ninguna
disminucién en el rendimiento, mientras que el grupo probado a las 24 h mostré
disminuciones marcadas en el rendimiento, estos datos apoyan la idea de que el
hipocampo estéa involucrado en la consolidacion o recuperacion de informacion

relacionada con estos procedimientos (Martinez et al., 2002).
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2.5. Reactividad ante un estimulo estresante

Un considerable nidmero de investigaciones han demostrado que las ratas,
aunqgue sean idénticas en sexo, cepa, edad y condiciones de alojamiento, pueden
diferir considerablemente en términos de comportamiento y fisiologia. Estas
diferencias individuales pueden ser bastante estables y pueden detectarse
mediante pruebas de comportamiento (Borta & Schwarting, 2005). Tales
diferencias de comportamiento pueden estar relacionadas con diferencias
neuronales, bioquimicas y genéticas (Rex et al., 1999; Schwarting & Pawlak,
2004). Se considera el grado de activacion del comportamiento en una tarea para
clasificar a los animales de una poblacién determinada en dos grupos, uno con
actividad o respuesta alta y otro con una respuesta baja.

Para comprender la naturaleza y las causas de la variabilidad y resiliencia del
miedo, Bush et al. (2007) separaron ratas Sprague-Dawley en fenotipos de alta 'y
baja reactividad, y de recuperacion rapida y lenta, basados en los niveles de
congelacion durante el condicionamiento del miedo y la extincion,
respectivamente. Pruebas posteriores revelaron diferencias estables en ambas
medidas, lo que indica que las respuestas de miedo reflejan fenotipos similares
a rasgos en animales exogamicos. Resultados similares han mostrado los
estudios realizados por Borta y Schwarting (2005) en esta tarea.

La cria selectiva de ratas Long-Evans para un aprendizaje de evitacion bueno y
malo dio como resultado cepas de Syracuse que difieren notablemente en los
fenotipos seleccionados. Estos fenotipos tienen muchos rasgos asociados, por lo
gue se examind: emocionalidad a través de la medicion de la defecacién en
campo abierto, el condicionamiento del miedo, el entrenamiento de evitacién
pasiva, peso de las glandulas adrenales y concentracion adrenal de CORT.
Especificamente, los animales de la cepa de evitacion baja son mas emocionales,
muestran un mayor condicionamiento al miedo, exhiben un aprendizaje de
evitacion pasiva mas rapido y tienen glandulas suprarrenales mas grandes asi
mismo, los niveles de CORT suprarrenal son mas bajos que los de la cepa de
evitacion alta (Brush et al., 1999).

En 1989 Walker et al., examinaron la activacién del eje HHA en dos lineas de
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ratas, las ratas romanas de evitacion alta (RHA) y de evitacion baja (RLA)
conocidas por ser emocionalmente diferentes. Estas ratas se seleccionaron para
la adquisicion rapida de una respuesta de evitacion condicionada (RHA) en
comparacion con la imposibilidad de adquirir esta respuesta (RLA). En este
estudio se examind la respuesta endocrina (ACTH y CORT) de ratas RLAy RHA
expuestas a dos tipos de estrés: en una prueba de campo abierto durante 10 min
0 la exposicion a vapores de éter durante tres minutos. Las concentraciones
plasmaticas basales de ACTH fueron mas bajas en ratas RLA que en ratas RHA,
pero los valores absolutos de ACTH alcanzados después de ambos tipos de
estrés fueron semejantes entre las RLA y las RHA. La cantidad de CORT en
plasma en condiciones de reposo no fue diferente entre las ratas RLA y RHA. La
CORT plasmética fue mayor en las RLA después del estrés en la prueba de
campo abierto, mientras que no se observaron diferencias entre las ratas RLA 'y
RHA después del estrés producido por vapores de éter ni por choques eléctricos
en las patas (Gentsch et al. 1982). Se observaron diferencias adicionales a nivel
hipofisiario, ya que la poblacién del GR en las ratas RHA fue mayor que en ratas
RLA. De manera similar, la poblacién de los MR del hipocampo fue mayor en
ratas RHA.

En 1982, Gentch et al. encontraron una diferencia significativa en la
concentracion de CORT en condiciones basales entre las ratas RLA y RHA,
mientras que en otros estudios no se observaron dichas diferencias (Aubry et al.,
1995; Walker et al., 1989). Sin embargo, datos obtenidos por Steimer & Discroll
(2003) indican que esta diferencia depende de la hora en la que se tomo la
muestra, ya que no se encontraron diferencias significativas para CORT
plasmatica mas alta en las ratas RLA cuando se tomaron muestras de sangre
entre las 08:00 y las 09:00 h, pero fue significativa cuando se tomaron entre 19:00
y 20:00 h, es decir, cerca del pico del ritmo circadiano de la CORT plasmatica.
Diversos estudios a lo largo de los afios en estas dos lineas de ratas han
encontrado que las ratas RLA muestran un aumento de las respuestas al estrés
(por ejemplo, comportamiento de congelacién, secrecion de ACTH, CORT vy

prolactina) y adoptan un estilo de afrontamiento mas pasivo (o reactivo) cuando
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se enfrentan a un entorno nuevo. Por el contrario, las ratas RHA responden
menos al estrés, muestran poca ansiedad en situaciones novedosas y tienden a
ser impulsivas y buscadoras de novedades (sensaciones). Algunas diferencias
de comportamiento ya se notan poco después del nacimiento, pero el patrén
completo parece estabilizarse solo después de la pubertad.

Las interacciones gen-ambiente son criticas para establecer este patrén. Los
datos revisados indican que las diferencias entre las RHA y RLA probablemente
sean el resultado de una interaccidon compleja entre caracteristicas divergentes
de ansiedad o emocionalidad, diferencias en la actividad locomotora y busqueda
de novedades o recompensas, asi como estilos de afrontamiento activos frente
a pasivos (Steimer & Driscoll, 2003).

Las diferencias individuales en la sensibilidad al estrés y la capacidad para
afrontar situaciones estresantes parecen ser criticas para determinar la
vulnerabilidad o la resistencia a psicopatologias como la depresion y los
trastornos de ansiedad en los seres humanos. En la actualidad, existen
evidencias, tanto de estudios en humanos como en animales, de que estas
diferencias tienen una base bioldgica, que involucra tantos factores genéticos

como ambientales (Steimer & Driscoll, 2003).
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3. JUSTIFICACION

Para poder conocer mas acerca de las causas del desempefio heterogéneo de
la evocacion de la memoria, decidimos evaluar el papel de los GCs que ya se ha
mostrado en nuestro laboratorio que participan en la modulacién de la memoria
en la tarea de evitacion inhibitoria, a través de la cuantificacion de CORT en
plasma y la activacion del GR en las regiones CAl1 y GD del hipocampo. Los
estudios llevados a cabo han mostrado que se presentan diferentes patrones de
activacion después del entrenamiento de evitacion inhibitoria cuando se evaltan
las regiones del HD, por lo que ahora decidimos evaluar estos parametros en la
fase de evocacion, que nos ayudaria a entender cuales son las diferencias
anatomicas o fisiolégicas que influyen en la memoria y con esto entender mejor
la variabilidad en la respuesta al estrés y por ende, la susceptibilidad al estrés y

resiliencia.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

Es posible que la variabilidad encontrada en las latencias de retencion de los
animales entrenados en una tarea de evitacion inhibitoria con una intensidad
moderada de 0.5 mA pueda estar relacionada con los niveles de corticosterona y
la presencia del receptor a glucocorticoides fosforilado en regiones cerebrales
involucradas en la memoria, como, por ejemplo, el hipocampo dorsal.

Esto podria ser debido a la percepcién del estrés al cual estd sometido el animal,
a factores genéticos, a factores ambientales, etc.

Por lo anterior nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Existira un efecto bidireccional en los niveles de CORT y la activacion de los

GR en los animales que muestran una alta y baja evocacion de la tarea EI?
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5. HIPOTESIS

H1: Los sujetos con latencias altas durante la evocacion de la tarea de El
presentaran:

A) Aumento en los niveles de corticosterona en sangre.

B) Aumento en la densidad del receptor a glucocorticoides fosforilado en el

hipocampo.

H2: Los sujetos con latencias bajas durante la evocacion de la tarea de El no
presentaran:

A) Disminucion en los niveles de corticosterona en sangre.

B) Disminucion en la densidad del receptor a glucocorticoides fosforilado en el

hipocampo.

6. OBJETIVO GENERAL

Relacionar la ejecucion de las ratas en la evocacion de la tarea de El con los
niveles de corticosterona en sangre y la presencia del GR fosforilado en el

hipocampo dorsal.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES

+ Medir las concentraciones séricas de corticosterona después de la

evocacion de los animales entrenados en evitacion inhibitoria.
* Medir la presencia del GR en su variante fosforilada pSer211l en el
hipocampo dorsal después de la evocacion de ratas entrenadas en

evitacion inhibitoria.

» Analizar el peso corporal y el peso de las glandulas adrenales de las ratas

entrenadas en evitacion inhibitoria.
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7. METODO

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con los
lineamientos del Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la
Universidad Nacional Autébnoma de México para el uso de animales
experimentales, acordes con la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999
(2001) y las normas estipuladas en la Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals (National Research Council, 2011).

7.1. Sujetos

Se utilizaron 65 ratas macho de la cepa Wistar (Ratus norvegicus albinus) con un
peso inicial de 250 a 350 g, que se mantuvieron individualmente en cajas
acrilicas, con libre acceso al alimento y al agua, en un ciclo de luz-oscuridad de

12/12 h (luz encendida a las 07:00 h) y a temperatura constante de 21 + 1 °C.

7.2. Tarea de evitacion inhibitoria

Para entrenar a las ratas en la tarea de evitacion inhibitoria se utilizé una camara
gue consiste en una caja (60 cm de largo, 25 cm de profundidad y 25 cm de
ancho) con dos compartimientos del mismo tamafio (30 x 30 cm cada uno)
separados por una puerta deslizable, dicha camara esta construida de acrilico
rojo transparente. Un compartimiento llamado “de seguridad” esta iluminado (por
luz incandescente) y tiene una rejilla metélica en el piso con espacios de 16 mm.
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 15 mm.
Estas laminas son electrificadas por un estimulador de corriente constante
(Coulborne). La duracion de la aplicacion del estimulo, las latencias de
adquisicién y de retencién fueron medidas automaticamente con la ayuda de un
cronémetro digital automatico Schneider Electric S486.

Para las sesiones de entrenamiento el experimento se llevé a cabo durante el
ciclo de iluminacion (07:00-19:00 hrs), a partir de las 8:00 h hasta las 15:00 h
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para evitar variaciones por los ciclos de produccion de hormonas
glucocorticoides. La rata se colocé en el compartimiento seguro, con la vista
opuesta a la portezuela, se cerrd la cAmara y se dejaron pasar 10 s, lo que
permitia a la rata explorar el lugar, la puerta deslizable se abrié6 manualmente,
para ceder el paso de la rata al compartimiento de castigo. Una vez que la rata
posaba sus cuatro patas en la placa metélica del compartimiento, se
procedié a administrar el choque eléctrico con una intensidad de 0.5 mA, una
duracion de 1 s, un voltaje de 100 V y una frecuencia de 10 pulsos por segundo.
El tiempo en segundos transcurrido para que esto sucediera se registrO como
latencia de adquisicion, ademas se observd y registr6 la conducta que
presentaba el sujeto al recibir el estimulo. Al terminar la sesion de cada individuo,
la camara se limpié con una solucion de alcohol al 10% para eliminar desechos
fecales, orina, pelos y otras sustancias que pudiesen alterar la respuesta del
siguiente sujeto. La prueba de retencion se realiz6 en algunos grupos a las 48 h
del entrenamiento y en otros a los 30 min. Se desarroll6 de la misma manera que
el entrenamiento; se coloco a la rata en el compartimiento seguro,10 s después
se le permiti6 el paso al otro compartimiento, pero en esta sesion no se le
administré el choque eléctrico. Se registré la latencia de retencion, es decir los
segundos que tard6 en animal en pasar al otro lado, con un maximo de 600 s, si

después de ese tiempo no pasaba la rata, se daba por terminada la sesion.

7.3. Estrategia experimental

Las ratas llegaron del bioterio del Instituto de Neurobiologia al bioterio del
laboratorio y permanecieron por lo menos tres dias en su habitacion individual
antes de iniciar el protocolo experimental. Para los procedimientos conductuales
las ratas fueron movidas de manera individual del bioterio del laboratorio a
estantes en una sala adyacente al area de trabajo, una hora antes de iniciar cada
sesién y una hora posterior a ésta, y se retornaron al bioterio del laboratorio.
Antes de iniciar el entrenamiento las ratas fueron manipuladas en tres sesiones
gue se realizaron en dias consecutivos, durante cinco minutos cada dia (Figura

6). Se utilizaron tres grupos control, el grupo de sélo manipulacién (SM), donde
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las ratas recibieron Unicamente las sesiones de manipulacion, el grupo de 0.0

mMA, en el que las ratas siguieron el protocolo de entrenamiento sin recibir el

choque eléctrico, y el grupo de solo choque (SC), en el cual las ratas se

mantuvieron en el bioterio hasta el dia del entrenamiento y ese dia se colocaron

directamente en el compartimento oscuro y recibieron el choque eléctrico. Los

grupos experimentales fueron entrenados con la intensidad de 0.5 mA como ya

se describié. Los diferentes grupos fueron subdivididos para realizar la

cuantificacion de GR y de los niveles de CORT. Las ratas utilizadas fueron

distribuidas aleatoriamente como se muestra en la Tabla 1.

Dia 1-3 Manipulacion

c |

A

=

5
min

Dia 4 Entrenamiento

0.5 mA

Figura 6. Temporalidad del experimento.

Tabla. 1. Disefio de grupos. Se muestran los diferentes grupos y las mediciones realizadas.

Grupo

Sélo
manipulacion
(SM)

0.0 mA

Solo choque
(SC)

0.5 mA
Retencién
48hrs
0.5 mA
Retencién
30 min

Grupos y Tratamientos

El
N/A

11

22

24

Dia 5 Prueba

‘A

Numero de animales para cada experimento

GR fosforilado

4

CORT

14

14
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7.4. Obtencion de muestras

Las ratas se sacrificaron por el método de decapitacion 15 min después de la
prueba de retencion, se extrajo la sangre para realizar la cuantificacion de CORT
en suero. Otro grupo de ratas se sacrificaron una hora después de la prueba de
retencion y se extrajeron los cerebros para después realizar la cuantificacion de
GR.

7.5. Cuantificacion de corticosterona

Para la obtenciéon de suero las muestras sanguineas se centrifugaron a 2,000
rom durante 30 min a 4 °C, el sobrenadante fue colectado y nuevamente
centrifugado a 250 rpm durante 10 min y se colecto6 el nuevo sobrenadante. Las
muestras de suero fueron analizadas con el método de ELISA utilizando el kit
comercialmente disponible Corticosterone EIA Kit (ENZO INC., Pennsylvania,
EUA). El protocolo consistié en colocar 100 uL de las soluciones estandar y de
las muestras de suero diluidas (2.5 partes del reactivo de desplazamiento de
esteroides por cada 97.5 partes de la muestra sin diluir), todas por duplicado,
seguido de 50 pL de la solucién conjugado y de anticuerpo. La placa fue incubada
durante 2 h a temperatura ambiente en agitacion constante, y posteriormente se
le hicieron tres lavados para eliminar el exceso de esteroides no unidos. Se
agregaron 200 pL del substrato y la reaccion se detuvo después de 1 h con la
solucién de paro. Para la lectura de la densidad Optica de la placa, se utilizé un
lector de absorbancia de microplacas (iMark, BIO-RAD, EUA) a 405 nm. El
anticuerpo del kit utilizado presenta reactividad cruzada con corticosterona (100
%), deoxicorticosterona (28.6 %) y progesterona (1.7 %), asi como con otros
compuestos (<1 %).

7.6. Semicuantificacion de los niveles de GR fosforilado

Los animales se sacrificaron una hora después de la sesion de entrenamiento,
se extrajeron los cerebros y se sumergieron en un contenedor con isopentano,

rodeado por una mezcla gelatinosa de hielo seco y de etanol al 96 %, en donde

permanecieron durante 1 min. Posteriormente, cada uno de los cerebros fue
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almacenado de forma individual a -80 °C para su posterior procesamiento por

inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica

Para la obtencion de las rebanadas de HD los cerebros se colocaron durante 1 h
dentro de un criostato (Leica) a — 20 °C. Posteriormente se cortaron en la matriz
de diseccion de cerebros de rata, donde se obtuvo el bloque que contenia la
porcion del HD utilizando las coordenadas del atlas de coordenadas
estereotaxicas para su obtencion. Estos bloques se cortaron en rebanadas mas
delgadas de 16 ym de espesor. Los tres cortes seriados de cada animal se
montaron en laminillas Superfrost Plus (Fisher Scientific) y se dejaron secar
durante 10 min dentro del criostato. Inmediatamente después se colocaron en
una camara humeda de forma horizontal y se fijo el tejido con una solucién de
paraformaldehido al 4 % durante 10 min. Se lavaron con TBS (Tris 1.2, NaCl
4.38g, pH 7.6) cinco veces durante cinco min y después se expusieron los
epitopes incubando el tejido 30 min en buffer de citratos (2.94 g citrato de sodio,
pH 6, Tritdn al 0.05%) a 80 °C en bafio Maria. Se lavd con TBS cinco veces
durante cinco min y se incubaron con la solucién bloqueadora (BIO-RAD) al 5 %
en TBS durante dos horas. Al terminar, los cortes se lavaron con TTBS al (Tritén
al 0.1 %, pH 7.6) cinco veces durante cinco minutos.

Para la deteccion de GR pSer232 se utilizé el anticuerpo primario Phospho GR
(Ser 211) (Cell Signaling technology; Danvers, MA, EUA). Los anticuerpos se
prepararon, por separado, en una soluciéon con TTBS y solucion bloqueadora al
1 %, diluidos de la siguiente manera: 1:200 para pSer232. Se hicieron
incubaciones en cortes seriados de cada area cerebral, de forma que un corte se
incubo con el anticuerpo anti pSer232. La incubacion de las laminillas se realiz6
durante toda una noche (12 h aproximadamente) a 4 °C en una camara humeda
tapada. Al terminar, las muestras se lavaron tres veces con TBS, de 10 min cada
lavado. Para disminuir sefial de inmunofluorescencia inespecifica, el tejido se
incubd con la solucion Negro de Sudan B (Sigma) durante 30 min a temperatura

ambiente y se lavo tres veces con TBS, de 10 min cada lavado. Al terminar, los
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cortes se incubaron con los anticuerpos secundarios acoplados al fluoréforo
diluidos en TTBS y solucion blogueadora al 1 % con una dilucion 1:5000.
Después las laminillas se lavaron tres veces con TBS. Para marcar los nucleos
celulares, las muestras se incubaron con PI diluido en PBS durante 30 min y
posteriormente se lavaron tres veces con TBS, de 10 minutos cada lavado. Los
cortes se montaron con el medio especial para fluorescencia VectaShield (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EUA).

Las laminillas se visualizaron con un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 780
utilizando los laseres de longitud de onda de excitacion de 650 nm para Cy3, 500
nm para FITC y 358 nm para yoduro de propidio. Se obtuvieron micrografias
(40X) de tres campos diferentes de CA1, y del GD, siempre utilizando los mismos
pardmetros del microscopio. El analisis de las imagenes se realiz6 utilizando el
programa ImageJ donde se obtuvieron de manera automéatica las densidades
integradas de la sefial para el pGR Ser211 exclusivamente de localizacion
nuclear. Como control negativo de especificidad utilizamos cortes de HD en los
cuales se siguidé el mismo protocolo para los grupos utilizados en donde el

anticuerpo primario no fue afadido.

7.7 Andlisis estadistico

Las variables independientes que se analizaron fueron la latencia de adquisicién
y la latencia de retencibn. Ambas tuvieron un corte arbitrario, la latencia de
adquisicién a los 50 s y la latencia de retencién a los 600 s, razon por la que se
utilizaron pruebas no paramétricas para hacer las comparaciones. Para comparar
multiples grupos se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de
Dunn. Para la comparacion de las concentraciones en suero de CORT se realizé
un analisis de varianza (ANOVA) seguida de la prueba de Tukey. La presencia
de células inmunoreactivas se analizé con la prueba Wilcoxon de una muestra.
Todas las pruebas se realizaron con un nivel de significancia de P< 0.05. Se

utilizé el paquete estadistico GraphPad 5.0.
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8. RESULTADOS

8.1. Efecto del entrenamiento de evitacion inhibitoria

Para poder conocer el efecto global del entrenamiento con una intensidad de 0.5
mMA analizamos las latencias de entrada durante el entrenamiento y la prueba de
retencion de estos animales (Figura 7). Las latencias de entrada durante el
entrenamiento de todas las ratas fueron menores a 50 s (que fue el tiempo de
corte establecido), mientras que en la prueba de evocacion observamos que el
43.75% de las ratas tuvieron latencias menores a 60 s, 12.5% latencias menores

a 140 s,12.5% latencias menores a 500 s, y 31.25% latencias de 600 s.

& Entrenamiento
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Figura 7. Latencias de entrada de la ejecucién de los sujetos en la tarea de E.l., en el
entrenamiento y la prueba (48 horas después del entrenamiento). Los datos se expresan en
medianas (rangos intercuartilares) n= 16. La linea punteada representa la media de las
latencias durante la prueba de retencion.

Debido a la variabilidad de los datos obtenidos ante el mismo estimulo (choque
eléctrico en las patas de 0.5 mA) durante la prueba de retencion, se realizd un
histograma para conocer la distribucién y dispersion de las latencias de las ratas
(Figura 8). Los resultados muestran que la distribucion de los datos no es normal,

y los valores se distribuyen en los extremos. Consideramos la media de los datos
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(265.5) para separar a las ratas de acuerdo con su desempefio, los que tuvieron

valores por encima de la media se consideraron de retencion alta y los que

tuvieron valores de latencia por debajo como de retencion baja.

64 DRetencion baja
CJRetenciodn alta

Frecuencias
W
[
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Figura 8. Histograma de distribucién de las latencias en la prueba de retencion, la mediana de
los datos (265.5) secciona a los sujetos en aquellos que demostraron una retenciéon baja y una
retencién alta.

Cuando se analizaron las latencias de los grupos de retencién alta y baja,
ademas del grupo control de 0.0 mA durante la prueba de retencién (Figura
9),que se realiz6 48 h después del entrenamiento, la prueba estadistica de
Kruskal-Wallis mostr6 diferencias significativas entre los grupos (H (2) =22.67;
p = 0.0001) mientras que la post hoc de Dunn mostré que el grupo de
retencién alta (mediana=600) fue significativamente diferente con respecto al
grupo de 0.0 mA (mediana=16.6) (p = 0.0006) y el grupo de retencion baja
(mediana=36.6) (p= 0.0002) mostrando mayores latencias de retencion
durante la prueba. Estos resultados comprueban estadisticamente que los
animales que se consideraron de retencién alta efectivamente tuvieron
latencias de retencion mas altas que los de retencién baja, por lo tanto, estos

animales recordaron mejor el evento aversivo que el grupo de retencion baja.
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Figura 9. Latencias de la ejecucién de los sujetos
en la tarea de E.l., en la prueba de retencién (48
horas después del entrenamiento), separadas en
retencion alta o baja. Los datos se expresan en
medianas (rangos intercuartilares) n= 16. *
retencién alta contra con el grupo de 0.0 mA (p<
0.0001), # vs el grupo retencién baja.

prueba de retencion no se debian a la adquisicion de la tarea, se compararon

las latencias de entrada en los mismos grupos experimentales (Figura 10), la

prueba de Kruskal-Wallis no mostré diferencias significativas entre los grupos

(H (2) =0.1608; p = 0.9228), estos resultados nos sugieren que estos animales

no presentaron alteraciones motoras o visuales durante la adquisicion de la

tarea.
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Figura 10. Latencias de la ejecucién de los sujetos
en latarea de E.l., en el entrenamiento, separadas en
retencion alta o baja. Los datos se expresan en
medianas (rangos intercuartilares) n= 16.
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8.2. Medicion de los niveles de corticosterona en suero

Para conocer si la diferencia en la retencion de los animales entrenados con 0.5
MA, que se muestra en la figura 9, se debe en parte a una discrepancia en los
niveles de CORT, ya que se ha demostrado que hay una relacion directamente
proporcional entre los niveles de CORT en suero y el grado de retencion, se
obtuvo la sangre de los animales 15 min después de iniciar la prueba de retencion
y se midio la concentracién de la hormona en suero por el método de ELISA
(Figura 11). La prueba ANOVA de una via mostré diferencias significativas entre
los grupos (F (4, 30) = 15.91), que incluy6 los grupos de retencion alta y baja,
ademas de los grupos control de s6lo manipulacién (SM), sélo choque (SC) y 0.0
mA. La prueba post hoc de Tukey indicé diferencias significativas entre el grupo
de retencion alta debido al aumento del nivel de CORT en suero con respecto al
grupo de retencién baja (237.86%; p<0.0001), el grupo de 0.0 (221.22 %;
p<0.0002), el grupo de solo choque (728.8%; p<0.0001), y el grupo de solo
manipulacion (2554.5 %; p<0.0001), estos datos mostraron que efectivamente
existe una relacion entre el nivel de CORT y el desempefio en la prueba de
retencion. Encontramos niveles bajos de la hormona en los grupos de animales
gue solo fueron manipulados (SM) al igual que en el grupo de animales que no
recibieron el choque es decir de 0.0 mAy el grupo de sélo choque (SC), con estos
datos podemos inferir que la exposicién a la cAmara de condicionamiento (grupo
de 0.0 mA), el choque per se (recibido el dia de entrenamiento, grupo SC) y la
manipulacion de los animales (grupo SM) no son estimulos estresantes para los
animales en la prueba de evocacion, ya que no hubo diferencias significativas

entre los grupos.
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Figura 11. Concentracién de CORT en suero después de la prueba de retencién (48 horas
después del entrenamiento) de ratas entrenadas con 0.5 en E.l. La sangre se obtuvo 15 min
después de entrar a la cAmara. Los datos se expresan en medias + EE. n=35. * vs todos los
grupos p < 0.0001.

8.3. Peso corporal y peso total de las glandulas adrenales

Para conocer si hay una diferencia anatémica entre los animales entrenados con
0.5 mA de retencion alta y baja, que se considera una de las posibles causas en
la variabilidad de la respuesta conductual, se obtuvieron el peso corporal de los
animales un dia antes del entrenamiento en E.l. y el peso de las glandulas
suprarrenales después de la prueba de retencidn de los animales de los que se
obtuvo la sangre para la cuantificacion de CORT, incluyendo los grupos control
(Figura 12). La prueba ANOVA de una via no mostré diferencias significativas en
el peso corporal de las ratas (F (4, 32) = 0.6585), asi como tampoco se
encontraron diferencias significativas en el peso total de las glandulas
suprarrenales entre los grupos experimentales (F (4, 29) = 0.2152). Por lo tanto,
podemos inferir que la diferencia en la secrecién de CORT entre el grupo de
retencion alta y baja no esta relacionada con el peso corporal ni con el peso de

las glandulas adrenales.
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Figura 12. Peso corporal y peso total de las glandulas adrenales de los animales entrenados en
la tarea de El. Los datos se expresan en medias + EE. n=35.

8.4. Andlisis de inmunofluorescencia del GR fosforilado en la serina 211

Para conocer la presencia del pGR ser 232 en las regiones CAl1 y GD en el HD

se hicieron inmunofluorescencias en rebanadas seriadas del cerebro, donde se

obtuvo la media de la densidad integrada de la inmunoreactividad del pGR ser232

nuclear (Figura 13), los datos fueron normalizados con respecto al grupo control

de so6lo manipulacion (linea punteada). La prueba Wilcoxon de una muestra no

mostré diferencias significativas entre la media tedrica, que represento6 al grupo

control de s6lo manipulacion, con respecto al grupo de retencion alta, ni con los

demas grupos experimentales. Por lo tanto, el grupo de retencion alta no tuvo

aumento en la activacion del pGR ser211, al menos en las regiones CA1l y GD

del HD.
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Figura 13. Medias (+ EE) de la densidad integrada de la sefial para pGRser232 medida 60
min después de la prueba de retencién en la region A. CA1 y B. en GD del hipocampo dorsal.
Los datos fueron normalizados con respecto al grupo control de manipulaciéon (linea
punteada). n=4 para todos los grupos.C. Microfotografias representativas de los grupos en
las regiones CAl y GD, con la sefial para el pGRser232 mostrado en verde y los nucleos
tefiidos con IP mostrados en rojo.

8.5. Efecto del entrenamiento en la memoria de corto plazo

Para conocer si el efecto del entrenamiento con 0.5 mA se replica cuando se
evalla la memoria de corto plazo, se entreno un grupo independiente de animales
con 0.5 mA y se realiz6 la prueba de evocacion 30 min después del
entrenamiento y posteriormente a las 48 horas para obtener las latencias de
retencién. Las latencias de la prueba realizadas a los 30 min muestran
nuevamente que hay ratas que presentan retencion baja o alta como se

obtuvieron en la prueba de memoria de largo plazo (Figura 14), por lo que el
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efecto del entrenamiento se observa tanto en la memoria de corto plazo como en
la de largo plazo.
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Figura 14. Latencias de entrada de la ejecucion de los sujetos en la tarea de E.l, en el
entrenamiento y la prueba (48 horas después del entrenamiento). Los datos se expresan en
medianas (rangos intercuartilares) n= 9.

8.6. Medicion de los niveles de corticosterona de la memoria de corto plazo

Para evaluar si los niveles de CORT se relacionaban con la retencion evaluada
ahora a corto plazo (30 min) se entrend a un grupo independiente de ratas (n=14)
y se sacrificaron a los animales 15 minutos después de la prueba de evocacion y
se midio la concentracién de la hormona en suero por el método de ELISA (Figura
15). Las ratas fueron nuevamente separadas considerando la media de los datos
(210.2) de acuerdo con su desempefio en la prueba de retencion, las que tuvieron
valores por encima de la media se consideraron de retencion alta y las que
tuvieron valores de latencia por debajo como de retencion baja, ademas de que
se agrego el grupo control de 0.0 mA. La prueba ANOVA de una via mostro
diferencias significativas entre los grupos (F (2, 18=), no habiendo entonces
relacion entre la cantidad de la hormona y su desempefio en la prueba de
retencién. Adicionalmente se muestran las latencias de retencién y de

entrenamiento de este grupo independiente de animales.
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Figura 15. Concentracion de CORT en suero de ratas después de la prueba de retencion (30 min
después del entrenamiento) de ratas entrenadas con 0.5 en E.l. La sangre se obtuvo 15 min
después de entrar a la camara. Los datos se expresan en medias + EE. n=21. * vs todos los grupos;

9. DISCUSION

Nuestros resultados muestran que las ratas macho de 3 meses de edad de la
cepa Wistar utilizadas en este estudio, que son manejadas y entrenadas bajo las
mismas condiciones, responden de manera diferente al mismo tipo de estimulo
aversivo, en la tarea de evitacién inhibitoria, ya que al evaluar sus latencias en la
prueba de retencion podemos distinguir dos tipos de respuesta: alta y baja. Estos
resultados concuerdan con lo previamente reportado en algunas investigaciones
que han mostrado que las ratas, aunque idénticas en cepa, sexo, edad y
condiciones de alojamiento, pueden diferir considerablemente en términos de
comportamiento y fisiologia tanto en la tarea de ElI como en la de
condicionamiento de miedo al utilizar una intensidad similar en el choque (0.4 y
0.5 mA) (Bush et al., 2007; Carreira et al., 2017; Steimer & Driscoll, 2003).

Las diferencias interindividuales en la actividad fisiol6gica que presenta cada rata
pudieran estar influyendo en su desempefio en la prueba de retencion de la
memoria, una posible explicacion para estos resultados es que esta respuesta
heterogénea se debe a diferencias neuroquimicas y funcionales entre las ratas
de retencion baja y alta. Suficiente evidencia muestra que las ratas de lineas

seleccionadas y llamadas de evitacion baja (RLA) y alta (RHA), conocidas por
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ser emocionalmente diferentes, difieren en las caracteristicas y funcionalidad del
eje hipotalamo-hipofisis-adrenal, ya que se ha encontrado que las
concentraciones de CORT plasméticas, cantidad de GR en la hipofisis y
concentracion de ACTH ante eventos estresantes son diferentes, ademas de
discrepar en el peso de la hipofisis (Steimer & Driscoll, 2005; Steimer et al., 1998;
Walker et al., 1989). Cabe aclarar que, aunque las mediciones de las hormonas
se realizaron después de una exposicion al estrés, ninguna medicion se realizd
después de una tarea conductual aversiva, pero estos datos nos proporcionan
una nocién de como es la respuesta fisioldégica de estos animales ante dicho
estrés y como estas variaciones podrian estar influyendo en el comportamiento
de estos animales.

Posteriormente al evaluar la concentracion de CORT en plasma después de la
evocacion encontramos que como se ha descrito en El y condicionamiento de
miedo el grado de retencion de la tarea esté relacionada con el grado secrecion
de CORT (Cordero et al., 1998; Sandi & Rose., 1997; Ponce-Lina.,2020) ya que
el grupo de retencion alta mostré6 un aumento significativo de esta hormona con
respecto al grupo de retencion baja y los grupos control. Es importante mencionar
que en estos trabajos se utilizaron diferentes intensidades de choque que
provocaron diferentes grados de retencién, en donde se observé que a mayor
intensidad de choque habia un mayor grado de retencién, en cambio en este
trabajo se ha utilizado la misma intensidad de choque, 0.5 mA, y encontramos
diferencias en el grado de retencién y de secrecion de CORT.

Para poder conocer los procesos que podrian estar relacionados con la
respuesta diferencial Walker et al, 1989 evaluaron el eje hipofisis-adrenal de las
ratas RLA y RHA, que fueron seleccionadas de acuerdo con su comportamiento
diferencial en la tarea de evitacion activa y presentan marcadas diferencias en
este eje. Las ratas RLA son menos activas y tienen secreciones de CORT y
aldosteronas mas altas después de la exposicién al estrés (que fue la exposicién
a un nuevo ambiente) que las ratas RHA. Por otra parte, Gentsch et al.,1982
evaluaron estas hormonas en condiciones basales y utilizando diferentes tipos

de estresores, divididos en “débiles” en donde se realizé una inyeccion
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intraperitoneal y la exposicidon a un nuevo ambiente ademas de estresores
‘intensos” como estrés por inmovilizacion, por vapores de éter y choques
eléctricos en las patas, donde encontraron mayor secrecion de CORT en las
ratas RLA tanto en condiciones basales como cuando se utilizaron estresores
“débiles” en comparacion con las ratas RHA. Como podemos observar estos dos
grupos de ratas muestran una diferencia en las concentraciones de CORT, como
lo observamos en nuestra investigacion, lo que nos indica que probablemente la
diferencia entre estos dos grupos esta dada por una respuesta fisiologica al
estrés diferencial. Es relevante considerar que en este estudio no se encontraron
diferencias en la concentraciéon de CORT después del choque eléctrico entre los
dos grupos de ratas, que es de vital interés en este estudio, pero debemos tomar
en cuenta que en este caso podria ser debido a la intensidad del evento, ya que
se dieron choques eléctricos cada 30 s durante 10 min, y se haya presentado un
posible efecto de techo, y por este motivo no se encontraron diferencias, ademas
de que podria haber diferencias entre estos dos grupos en minutos posteriores a
los cinco minutos, que fue el tiempo en la que se realizé la medicidén de la CORT
después de la exposicion de los animales a los choques, ya que se ha mostrado
que el nivel maximo de CORT en plasma ocurre aproximadamente a los 15
minutos después de presentarse el estresor ( Muir & Pfister,1987) y que esto se
deba a la diferencia temporal en el retorno a los niveles de secrecion basales.
Debido a estos resultados consideramos que para poder entender mejor el
mecanismo que subyace a esta respuesta diferencial se deberian adicionar
mediciones de la concentracion de CORT en plasma de nuestros dos grupos
experimentales, tanto en su estado basal como a diferentes tiempos después de
la prueba de retencion (recuerdo del evento estresante).

Por otro lado, debido a que muchas de las consecuencias conductuales del estrés
estan mediadas por la activacion del GR, que es producida por el aumento
significativo de los niveles de CORT, y que se genera a través de la fosforilacion,
donde la fosforilacion del GR puede determinar la especificidad del promotor
objetivo, la interaccion del cofactor, la fuerza y duracion de la sefalizacion del

receptor y la estabilidad del receptor (Garabedian et al.,1998), decidimos evaluar
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su activacion a través de la presencia del GR fosforilado en la Ser 211,que es
uno de los cuatro sitios principales de activacion del receptor, en donde una
mayor cantidad de serina 211 fosforilada (pSer211) induce la activacion y
translocacion nuclear del receptor y aumenta su actividad transcripcional (Adzic
et al., 2009; Rogatsky et al., 1998; Wang et al., 2002). Por lo que decidimos
evaluar la presencia del pGR Ser211 en el hipocampo, ya que se ha observado
que tiene un papel importante en la consolidacion y evocacion de informacién
aprendida (Alvarez & Squire., 1994, Hasselmo, 1999 y Ramos, 2000),ya que se
mostrado que si el hipocampo se inactiva temporalmente antes de una prueba
de memoria espacial, la evocacion se ve afectada (Riedel et al.,, 1999),
centrdndonos en la regién dorsal, que se asocia con el procesamiento de la
informacion espacial o contextual (Andersen et al., 2007),especificamente en las
regiones CAl y GD del HD ya que se ha mostrado que estan involucradas
critcamente en la formacion, consolidacion y evocacién de recuerdos
dependientes del hipocampo (Bartsch et al, 2011 y Hamilton & Rhodes, 2015).
No se encontraron diferencias significativas entre el grupo de retencion alta y el
grupo de soélo manipulacion que fue nuestro grupo control, a pesar del aumento
de la CORT en plasma del grupo de retencion alta, lo cual es consistente con lo
ya reportado previamente en nuestro laboratorio en donde el entrenamiento en
la tarea de CMC no produjo cambios en la presencia del pGR Ser 211 en estas
regiones del HD (Ponce-Lina., 2020) y con lo reportado en El que sélo la
intensidad de 2.0 mA produce aumento en la presencia del receptor en la regién
CA1 del HD (art por publicar), aunque estas evaluaciones se realizaron después
de la adquisicion de la tarea, nos provee informacién acerca de cuales son las
condiciones que producen la activacién del receptor en esta serina durante la
adquisicion y consolidacion de la memoria. En el caso del hipocampo de rata, la
concentracion de hormona libre después de un evento estresante (exposicion a
un ambiente novedoso o nado forzado) tarda aproximadamente 20 min en
elevarse en la regiébn dorsal y 90 min en la region ventral, llegando a
concentraciones 20 % menores que las que se observan en suero (Dorey et al.,

2012; Droste et al., 2008). Ademas, es importante considerar que en un trabajo
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en donde se utilizd un modelo de ratas adrenalectomizadas, la inyeccion de
CORT de forma intraperitoneal (3 mg/Kg) elevo los niveles de corticosterona en
suero a 500 ng/mL y se demostré, a través del uso de inmunofluorescencia para
detectar al GR en las subregiones del hipocampo dorsal, que esta concentracion
de hormona liberada fue suficiente para activar al GR y observar su sefial en el
ndcleo 60 min después de la inyeccién (Sarabdijitsingh et al., 2009). Con estos
datos podemos inferir que la cantidad de CORT secretada después de la
evocacion por el grupo de retencion alta quiza no fue la suficiente para activar el
GR en estas dos regiones del HD.

Las 1113 hidroxiesteroides deshidrogenasas 11R3-HSD1 y 113-HSD?2 catalizan la
regeneracion e inactivacion de los GCs, las 113-HSD1 cataliza la reduccion de
11-dehidrocorticosterona (11-HDC) en corticosterona y las 11B-HSD2 catalizan
la oxidacién que produce la reaccion a la inversa (Bush et al., 1968, Rusvai and
Naray-Fejes-Toth, 1993, Monder and White, 1993). La 11B-HSD1 utiliza
NADP(H) y la 11B3-HSD2 requiere NAD como cofactor (Tomlinson et al., 2005,
White et al., 1997, Morris et al., 2003). Estudios en roedores han demostrado que
la 11B-HSD1 se expresa principalmente en el cerebelo, el hipocampo, la corteza
y la hipofisis (Seckl, 1997), por lo que se podria sugerir su participacion en
procesos de memoria y aprendizaje. La 113-HSD2 se expresa en gran medida
en los tejidos fetales, incluido el cerebro y la placenta, en el cerebro adulto se han
encontrado niveles moderados de ARNm de 11B-HSD2 en células especificas
dispersas de los ndcleos ventromedial y PVN del hipotalamo, la amigdala, el
locus coeruleus, y el nucleo del tracto solitario (NTS) (Roland et al., 1995; Robson
et al., 1998). Se ha observado que ratones knock-out para 113-HSD1 muestran
una retencién de memoria reducida después de 24 h en la prueba de evitacion
pasiva (Wyrwoll, Holmes & Seckl,2010) potencialmente como consecuencia de
la reduccion de la regeneracion de glucocorticoides lo que podria ser una causa
plausible de la memoria asociativa reducida en estos ratones, con estos datos
podemos inferir que probablemente las diferencias que observamos en nuestros
grupos de retencion baja y alta este dada por diferencias en la enzima 113-HSD1.
Por otra parte, se sabe que los GR y MR juegan papeles diferenciales en el
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comportamiento cognitivo. Los GR estan involucrados en la consolidacion de la
informacion adquirida recientemente, mientras que los MR son esenciales para
la interpretacion de los estimulos ambientales y la seleccion de la respuesta
conductual adecuada (Oitzl y de Kloet 1992). Se ha demostrado que los MR
juegan un papel esencial en la recuperacion de informacion espacial (Khaksari et
al. 2007). Recordemos que las acciones de los glucocorticoides estan mediadas
por dos tipos distintos de receptores intracelulares, los MR y GR. Los MR tienen
una afinidad 10 veces mayor por la corticosterona y estan casi saturados en
condiciones basales (De Kloet et al. 1998). Estos dos tipos de receptores también
tienen distribuciones claramente diferentes en el cerebro. Los GR se expresan
ampliamente en todo el cerebro, aunque el hipocampo tiene cantidades
particularmente altas. Los MR estan mucho mas localizados que los GR.
Nuevamente, el hipocampo tiene una alta concentracién, mientras que la
expresion es escasa en otras estructuras (De Kloet et al. 1998). Previamente en
la tarea de CMC el bloqueo de MR antes de la prueba de retencion reduce la
expresion del miedo contextual, lo que implica que los MR, en lugar de los GR,
juegan un papel importante en la recuperacién de informacion emocional y la
posterior expresion de miedo. Adicionalmente se demostré6 que la inyeccion
intracerebroventricular, intrahipocampal o intraseptal de butirolactona I, que es
un inhibidor de la cdk5, que es la enzima que fosforila al GR en la ser
211(Ramamoorthy & Cidlowski, 2016), inmediatamente antes o después del
entrenamiento deteriora la consolidacion del CMC, en dos cepas de ratones,
mientras que inyecciones tardias post-entrenamiento o inyecciones antes de la
prueba de retencion de la memoria a las 24 h no afecté la retencion (Fischer et
al. 2002, 2003). Estos resultados sugieren que la Cdk5 puede tener un papel en
las primeras etapas de la formacion de la memoria, pero no en el almacenamiento
de la memoria de largo plazo o la evocacion de la memoria. Con esta informacion
podemos deducir que quizé los MR tengan en parte una mayor implicacion en la
respuesta heterogénea de la memoria que los GR y por eso posiblemente no
encontramos diferencias en la presencia del pGR Ser 232 en las regiones CA1 Y
GD del HD.
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Ademas, debemos tomar en cuenta que, en la respuesta al estrés, el nivel de
varias hormonas cambia. Las reacciones al estrés estan asociadas con mayor
secrecion de una serie de hormonas, incluidos los glucocorticoides, las
catecolaminas, la hormona del crecimiento y la prolactina, cuyo efecto es
aumentar la movilizacion de las fuentes de energia y adaptar al individuo a su
nueva circunstancia. Evidencia de varios estudios indica que las catecolaminas y
los glucocorticoides liberados por las glandulas suprarrenales interactian para
influir en la plasticidad neural y la consolidacién de la memoria (Introini-Collison
& McGaugh.,1986; Izquierdo & Dias., 1985; Liang, Julier & McGaugh, 1986), por
lo que el papel de estas hormonas en la variabilidad de estos animales tiene que
ser considerada.

Al evaluar el efecto del entrenamiento en la memoria a corto plazo, y encontrar
esta respuesta divergente de las ratas nuevamente, nos lleva a pensar que estas
diferencias podrian ser intrinsecas de cada individuo y estar reguladas por
distintos factores genéticos que producirian esta respuesta diferente ante el
mismo estimulo, ya que al ser evaluados a los 30 min después del entrenamiento
evitamos el proceso de consolidacién, por lo que podemos descartar que estas
diferencias estén dadas por un procesamiento diferente de la consolidacion de la
memoria, en cuanto la cuantificacion de la concentracién de CORT y no haber
encontrado diferencias significativas entre estos dos grupos de retencion alta y
baja, consideramos que probablemente se deba a la influencia del choque
eléctrico que recibieron 30 min antes, ya que como se ha mostrado previamente
en nuestro laboratorio al evaluar la concentracion de CORT después del
entrenamiento (15 minutos después),sélo una intensidad de choque alta (2.0 mA)
produce un aumento significativo en la concentracibn plasmatica de
CORT(Gonzélez-Franco et al., 2017), por lo que intensidades menores producen
concentraciones similares de CORT, como lo encontramos en nuestro trabajo, lo
gue nos lleva a pensar que tal vez la duracion de estos niveles de CORT podrian
estar regulando sus diferencias en las latencias de retencién, por lo que
mediciones posteriores de la hormona nos ayudarian a entender mejor este

proceso, porque posiblemente el tiempo que los niveles regresen a su estado
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basal sea diferente entre el grupo de retencion alta y baja. Estos datos nos
proporcionan las primeras evidencias de la variabilidad ante la respuesta al estrés
y su relacién con los glucocorticoides y nos ayudaran a dirigir nuestras futuras
aproximaciones a dilucidar mejor este proceso. Debido a que las respuestas
endocrinas ante una experiencia estresante varian ampliamente entre los
individuos y pueden explicar parte de la variabilidad individual en la vulnerabilidad
al estrés. La respuesta endocrina al estrés probablemente tiene un gran
componente genético, pero también se sabe que es modificable por una
experiencia estresante prolongada o profunda. Estos factores pueden influir en
la respuesta hipofisis-suprarrenal al estrés, por lo que nos quedan bastantes
interrogantes por resolver para tener conocimiento de los procesos que subyacen
estas diferencias dadas por un estimulo moderado que nos ayudara a entender
las bases de las diferencias individuales y por ende la vulnerabilidad al estrés o

resilencia.

10. CONCLUSIONES

» Una misma experiencia de aprendizaje (choque de 0.5 mA) puede provocar

una memoria de retencion baja y alta evaluada a corto y a largo plazo.

» Los niveles de CORT estan relacionados con el desempefio en la prueba
de retencién a largo plazo, ya que sujetos con una memoria de retencion
alta presentaron niveles de CORT altos y sujetos con baja retencién no

mostraron un incremento.

» La memoria de retencién de los animales entrenados con 0.5 mA no esta
relacionada con la activacion del GR en la serina 211 en las regiones CA1

Y GD del hipocampo dorsal.
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11. PERSPECTIVAS

Para poder descartar que estas diferencias entre las ratas se deban a la una
discrepancia a la reactividad al dolor, seria ideal utilizar una prueba para
investigar si las posibles diferencias pueden deberse a mecanismos de
procesamiento del dolor, y que esto fuera la causa de la diferencia en la
evocacion. Se sabe que el comportamiento inducido por un choque eléctrico en
las patas depende de multiples parametros, incluida la tension de la rata, o las
diferencias individuales en la percepcion del dolor, la experiencia y la tolerancia.
La prueba de la placa calefactora evalia la respuesta supraespinal a los
estimulos dolorosos por lo que consideramos que para posteriores
aproximaciones seria la prueba adecuada para poder desestimar las diferencias
en la percepcién al dolor como la posible causa de esta respuesta divergente.

No podemos descartar que es posible encontrar diferencias en la presencia del
GR fosforilado en otras estructuras cerebrales implicadas en esta tarea como la
amigdala, el estriado y la corteza prefrontal, o en las estructuras implicadas en la
regulacion del eje HHA, ademas de que probablemente también estén implicadas

las catecolaminas que también son liberadas durante un evento estresante.
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