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Resumen

La liberacion de glucocorticoides durante el proceso de aprendizaje facilita la consolidacion
de la memoria, especialmente de experiencias emotivas. Este efecto depende de varios factores,
entre ellos se encuentran la activacion del receptor a glucocorticoides (GR) en la amigdala y el
grado de emotividad del evento. En el presente trabajo estudiamos la relacion entre la intensidad
de un estimulo estresante, la concentracion de corticosterona (CORT) en suero y el porcentaje de
GR activo en la amigdala. Se entrenaron ratas macho de la cepa Wistar (250-350 gr) en la tarea
de condicionamiento de miedo al contexto (CMC) bajo diferentes intensidades de choque
eléctrico (0.0, 1.0, y 3.0 mA). Para cada intensidad se formaron dos grupos, al primero de ellos se
le realizé la prueba de retencion a las 48 h y posteriormente dos sesiones de extincién cada 24 h.
Al otro grupo se le sacrificd 15 min después del entrenamiento, se colectd la sangre y se extrajo
la amigdala. Se cuantificaron los niveles de CORT en suero utilizando el método de ELISA, y
con las muestras de amigdala se midieron los niveles de GR activo mediante SDS-PAGE/WB. Se
observo que los animales entrenados con las intensidades de 1.0 y 3.0 mA aprendieron la tarea de
CMC pero conductualmente no mostraron diferencias en la respuesta de miedo (porcentaje de
congelamiento) durante las sesiones de entrenamiento y de retencion, sin embargo, difieren en el
proceso de extincion, siendo el grupo de 3.0 mA el que mostré un retardo en este proceso. Las
mediciones de los niveles de CORT y de GR activo no se relacionaron con la intensidad del
choque, ya que la concentraciéon de hormona fue mayor en el grupo de 3.0 mA respecto al resto
de los grupos, y no existen diferencias del GR activo entre las distintas intensidades.



Abstract

The release of glucocorticoids during the learning process facilitates memory consolidation,
especially of highly emotional or stressful events. This effect depends on several factors, among
which are the activation of the glucocorticoid receptor (GR) in the amygdala and the arousal
produced by the event. The present study investigated the relation of the intensity of the stressor,
serum corticosterone (CORT) levels and the percentage of activated GR in the amygdala. Male
Wistar rats (250-350 gr) were trained in contextual fear conditioning in a single session (11 min)
using different foot-shock intensities (0.0, 1.0, and 3.0 mA). There were two groups for each
intensity. On the first one, rats were tested for retention 48 h post training, and then fear response
extinction was evaluated in two sessions every 24 h post retention. The other group was
sacrificed 15 min after training by decapitation, blood was collected and the amygdala extracted.
CORT levels in serum were quantified by the ELISA method, and with amygdala samples the
active GR (serine 232 phosphorylated) levels were measured by SDS-PAGE/WB. We observed
that animals trained with intensities of 1.0 or 3.0 mA learned the task but there were not
differences on the fear response (percentage of freezing) between them during training and
retention sessions, however, they were different in the extinction process, since the group of 3.0
mA showed a latency in this process. Both CORT levels and active GR densities did not show
relation with shock intensity, because hormone concentration was higher in the group of 3.0 mA
in contrast with the control group, and there were not differences of active GR between

intensities.
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3. Introduccion

El estrés es la respuesta fisioldgica a un estimulo o una condicién que altera el equilibrio de
un organismo. Esta respuesta involucra la liberacion de un grupo de hormonas Ilamadas
glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en roedores), las cuales, ademéas de
regular procesos homeostaticos en todo el organismo, también modulan procesos cognitivos
como el aprendizaje y la memoria.

Se ha demostrado que ciertos niveles de glucocorticoides facilitan la consolidacion de la
memoria de los eventos asociados con un estimulo estresante, y se sabe que este efecto depende
de la unién de la hormona con el receptor a glucocorticoides (GR), el cual, al estar acoplado con
su ligando, sufre modificaciones post-traduccionales en residuos de aminoacidos entre los que se
encuentra la serina 211 (S211) en humanos, cuya fosforilacion induce la activacion del receptor
para funcionar como un factor de transcripcion que regula la expresion genica.

Existe una correlacion positiva entre la intensidad del estimulo estresante y la
concentracion de glucocorticoides en suero de varios animales, incluidos los humanos y los
roedores. Sin embargo, a pesar que los efectos de la hormona dependen de su union con el GR,
no se ha estudiado la posibilidad de un efecto sobre la activacion del receptor.

El estudio de los efectos fisiologicos y conductuales debidos a la exposicion a eventos
aversivos se ha realizado a través del entrenamiento de animales, generalmente de roedores, en
tareas de aprendizaje que utilizan estimulos estresantes dentro de sus protocolos. Entre estas se
encuentra el condicionamiento de miedo al contexto (CMC), que consiste en asociar un contexto
especifico (estimulo condicionado, EC) con la respuesta de miedo que se genera en un individuo
al aplicarle choques eléctricos (estimulo incondicionado, ElI).

La via anatomica necesaria para el CMC esta bien determinada y la participacion de la
amigdala es fundamental para la asociacion de los estimulos El y EC a través de los procesos de
adquisicién y consolidacion de la memoria, asi como para la expresion de la respuesta de miedo
caracterizada por una disminucion en la movilidad corporal del sujeto (congelamiento).

Se sabe que los GR localizados en la amigdala son importantes para la adquisicion y
consolidacion del CMC. Hasta ahora, no se ha estudiado el efecto de un estimulo estresante sobre
la fosforilacion del receptor, y menos adn, si esta modificacion se relaciona con la intensidad del
estimulo. Con esta informacion, se sabra si la fosforilacion del GR, especificamente en la S211,

es relevante para la facilitacion de la consolidacion de la memoria ejercida por los



glucocorticoides en esta region, y de ser asi, se podria deducir el tipo de regulacién
transcripcional que realiza el receptor.

En este trabajo se entrenaron ratas en el CMC de una sola sesion (11 min) bajo diferentes
intensidades de choque eléctrico (0.0, 1.0 0 3.0 mA). Posteriormente, para cada grupo se probé la
retencion de los animales 24 h después del entrenamiento, y se midio la latencia de extincion en
dos sesiones realizadas cada 24 h después de la retencion. Para cada intensidad de choque, un
grupo de ratas se sacrificd a los 15 min después del entrenamiento, se obtuvieron muestras de
sangre para la cuantificacion de los niveles de CORT en suero a través de la técnica de ELISA, y
se extrajo tejido de amigdala para conocer el porcentaje de GR fosforilado en la S211 por medio
de la técnica de SDS-PAGE/Western Blot.

Se observo que las ratas entrenadas con diferentes intensidades de choque eléctrico
muestran la misma adquisicion y retencion, sin embargo, el proceso de extincidn se relaciona
directamente con la intensidad del choque, de forma que los individuos entrenados con la
intensidad més alta presentan un retardo en la extincion. Contrario a otros trabajos, no hubo una
correlacion entre la intensidad del chogue y los niveles de CORT en suero, ya que el Gnico grupo
de ratas que mostré mayores niveles de hormona fue el de 3.0 mA. En cuanto a los niveles de GR
en la amigdala, se encontré que no importa la intensidad del choque, las ratas entrenadas en el
CMC presentan la misma densidad de receptor total y de GR fosforilado en la S211.

Por lo tanto, con las condiciones utilizadas durante el desarrollo de la tarea de CMC y los
parametros de medicion de hormona y de receptor que se utilizaron en este trabajo, la
fosforilacion del GR en la S211 no es un proceso afectado por la intensidad del estimulo
estresante, y no se relaciona con la cantidad de hormona liberada.



4. Antecedentes

4.1. Memoria de eventos estresantes

El aprendizaje es la alteracion de la conducta de un organismo en funcion de la experiencia
previa, que no puede atribuirse a modificaciones en la respuesta de drganos sensoriales o
efectores debida a la adaptacion sensorial, fatiga muscular o a las drogas (Reilly & Kim, 2013).
El proceso de formacién de la memoria involucra las etapas de adquisicion, consolidacion y de
evocacion de la informacion. La adquisicion se refiere al proceso involucrado en permitir que se
perciba nueva informacion y sea atendida adecuadamente de tal forma que se forme un trazo
neural que la represente, el cual, debe ser almacenado o consolidado mediante la formacion de
conexiones neurales fuertes que no permitan su pérdida y, posteriormente, el individuo logre
evocarla, es decir, que sea capaz de localizar y activar el trazo neural que la representa (Goshen-
Gottstein, 2003).

La informacion recién adquirida se caracteriza por formar una memoria de corto plazo que se
encuentra en un estado fragil y vulnerable, capaz de almacenar pocos elementos y durar
segundos, minutos y hasta algunas horas. Para su consolidacion, esta memoria depende de
procesos enddgenos como la sintesis de proteinas, que logren establecerla en una memoria de
largo plazo, cuya capacidad de almacenamiento es ilimitada y puede durar dias, meses y afios
(Goshen-Gottstein, 2003; Roozendaal, 2000). Este proceso es regulado por influencias neurales y
hormonales, asi como por mecanismos celulares y moleculares que son activados por los distintos
estimulos que forman parte de la experiencia (McGaugh, 2000).

Un tipo de experiencia que se caracteriza por generar memorias de largo plazo, es la
relacionada con eventos estresantes. El estrés es la respuesta a un estimulo que altera el equilibrio
de un organismo, y como parte de esta respuesta, el cerebro inicia una serie de procesos de
atencion y de metabolismo que le permiten a los individuos adaptarse rapidamente a ambientes
aversivos o amenazantes (Schwabe, Bohringer, & Wolf, 2009). Esta respuesta induce un estado
de “activacion” en el individuo que le permite iniciar y mantener acciones especificas y
coordinadas (que en conjunto se conocen como el sistema: huir, pelear o congelarse), con el
objetivo de evitar o eliminar el origen del estimulo estresante (Ursin & Eriksen, 2004).

Un método de investigacién de las respuestas conductuales y fisioldgicas que resultan de la
exposicion de un individuo a un evento aversivo, es el condicionamiento de miedo al contexto

(CMC), cuyas caracteristicas son similares a las respuestas observadas en los desordenes
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generalizados de miedo y de ansiedad en humanos (Sandford, Fang & Tang, 2003; Jacobs,
Cushman & Fanselow, 2010). EI CMC es un tipo de condicionamiento clasico o Pavloviano en el
que un estimulo inofensivo conocido como estimulo condicionado (EC) que en el caso del CMC
es un contexto (el conjunto de circunstancias en torno a un evento en el que se encuentra el
animal), se presenta junto con un estimulo aversivo, como un choque eléctrico, llamado estimulo
incondicionado (EIl), que genera una respuesta innata de miedo, también llamada respuesta
incondicionada (RI1). Una vez asociados ambos estimulos, la presentacion del EC por si solo
inducird la generacion de la respuesta de miedo, ahora llamada respuesta condicionada (RC),
acompafada de la activacion del sistema autonomo y de la liberacién de hormonas (Maren, Phan,
& Liberzon, 2013; Roozendaal, McEwen, & Chattarji, 2009).

Al ser una tarea que genera respuestas conductuales y fisiologicas que caracterizan al
miedo, el CMC es una tarea conductual en la que la amigdala, el hipocampo, el estriado y la
corteza prefrontal son componentes esenciales de su circuito neural (Goosens & Maren, 2001).
No obstante, mediante lesiones neurotdxicas y electroquimicas realizadas en diferentes regiones
del cerebro, principalmente de rata, antes del entrenamiento de la tarea, es decir, antes de la
aplicacion de los estimulos EC y EI, y en las que posteriormente se evalta su efecto sobre la
respuesta del animal, se sabe que la amigdala es requerida tanto para la adquisicion de ambos
estimulos (Phillips & LeDoux, 1992), asi como para la modulacion de la consolidacion de la
memoria de la experiencia y para la expresion de las respuestas autbnomas y hormonales
asociadas al estado de “activacion” del animal (Goosens & Maren, 2001; Roozendaal,

Barsegyan, & Lee, 2008), por lo que esta estructura es esencial para el CMC.

1. Laamigdala

La amigdala es una region cerebral localizada en el I16bulo temporal medio, la cual agrupa
mas de diez nucleos que a su vez se dividen en subnucleos, cuya comunicacion se realiza a través
una extensa red de conexiones intra e internucleares. Su anatomia se ha estudiado en distintos
animales pero principalmente en rata, demostrando que asi como existen muchas similitudes
entre especies, hay diferencias claras en la organizacion y el tamafio relativo de los nucleos que la
conforman (LeDoux, 2007; Sah, Faber, Lopez De Armentia, & Power, 2003). Los nucleos
amigdaloides se clasifican en tres grupos: 1) el grupo basolateral (BLA), que incluye al nucleo

lateral, al nicleo basal y al nlcleo basal accesorio; 2) el grupo superficial o semejante a cortical,



formado por el nucleo cortical y el nicleo del tracto olfatorio lateral; y 3) el grupo centromedial,
compuesto de los ndcleos medial y central (Figura 1). Ademas, existe un conjunto de nucleos que
se consideran de forma separada, estos incluyen a las masas celulares intercaladas y el area

amigdalohipocampal (Sah et al., 2003).

Capsula
interna

Corteza
Piriforme

Nucleo basolateral
Nicleo centromedial
Nucleo cortical

Dorsal

Lateral Medial

Figura 1. Nucleos principales de la amigdala: 1) el grupo profundo o basolateral, que incluye al nicleo lateral
(n. L), al nacleo basal (n. B.) y al nlcleo basal accesorio (n. Ba.); 2) el grupo superficial o cortical, formado
por el nucleo cortical (n. Co.) y el nacleo del tracto olfatorio lateral (n. TOL); vy 3) el grupo centromedial,
compuesto de los ntcleos medial (n. M.) y central (n. C.). Modificada de Sah et al. (2003).

En el cerebro de ratas, las vias aferentes y eferentes de la amigdala han sido mapeadas en
detalle. El sitio principal de entrada es el ndcleo lateral, especialmente su regién dorsal, que
recibe informacion de varias modalidades: somatosensorial (incluyendo el dolor), gustativa,
visceral, olfatoria, auditiva y visual, provenientes de areas talamicas, corticales, hipotalamicas y
del tallo cerebral. La informacion sensorial recibida es transmitida al nucleo central, quien es la
via principal de salida de la amigdala hacia otras regiones cerebrales, para la expresion de las
respuestas emotivas innatas y de las respuestas fisiologicas asociadas (LeDoux, 2007). Estas
respuestas involucran conexiones con el mesencéfalo, el puente, la médula y el hipotdlamo, que
se caracterizan por modular las respuestas de congelamiento (inmovilidad somatomotora, excepto
la necesaria para respirar), la reaccion de sobresalto y el aumento de la presion sanguinea, asi
como las reacciones autbnomas y enddcrinas (Flor & Birbaumer, 2000; Johansen, Cain, Ostroff,
& LeDoux, 2011).



Ademas de ser un sitio de entrada de informacion, el nucleo lateral modula los procesos de
memoria y de aprendizaje a traves de sus proyecciones con el hipocampo, la corteza prefrontal, el
nucleo acumbens, el nucleo caudado y el estriado, quienes forman sistemas de memoria cuya
actividad depende del tipo de informacion percibida (Orsini & Maren, 2012; Roozendaal et al,
2009). No obstante, la amigdala también es considerada un almacén de la memoria, ya que como
resultado de la experiencia estresante se inducen procesos de plasticidad cerebral, es decir
cambios en la eficacia sindptica debidos a mecanismos morfoldgicos, celulares o moleculares,
que son considerados la base de los procesos de aprendizaje y memoria en vertebrados (Mitra,
Jadhav, McEwen, Vyas, & Chattarji, 2005; Sigurdsson, Doyere, Cain, & LeDoux, 2007). En el
CMC, el EC proveniente del hipocampo y el El proveniente del mesencéfalo (gris
periacuaductal), del tAlamo y/o de la corteza cerebral, convergen en el nucleo lateral, en donde el
EC induce la liberacion del neurotransmisor glutamato (Glu), quien posteriormente se une a sus
receptores AMPA, NMDA y mGlu induciendo la entrada del ion calcio (Ca®*). Por otro lado, el
El induce la liberacién del i6n Mg?* de los receptores NMDA, asi como la apertura de los canales
de calcio dependientes de voltaje, que en conjunto provocan un aumento en la entrada de Ca?",
quien activa diversas cascadas de sefializacion que contribuyen al mantenimiento de la
plasticidad neural. Posteriormente, el nucleo lateral envia la informacion al ndcleo central para
modular la expresion de la respuesta de miedo (Rodrigues, Schafe, & Ledoux, 2004).

Se sabe que la selectividad del nucleo lateral para modular los procesos de consolidacion de
la memoria de experiencias estresantes, se debe a su interaccion con las hormonas adrenales,
adrenalina y glucocorticoides (GCs) (Roozendaal & McGaugh, 1997), que se liberan durante el
estado de “activacion” y que permiten que el grado de significancia de una experiencia regule la
fuerza de la memoria de ésta (McGaugh, 2000). La adrenalina es una sustancia polar que no
atraviesa la barrera hematoencefalica, por lo que su efecto sobre la amigdala lo ejerce a través de
la activacion de sus receptores localizados en aferencias vagales dirigidas hacia el nucleo del
tracto solitario, de donde emergen proyecciones hacia la BLA (Ferry, Roozendaal, & McGaugh,
1999). Por el contrario, los GCs entran facilmente al cerebro y se unen a sus receptores
localizados en el nucleo lateral para modular la consolidacion de la memoria de los eventos

estresantes (Roozendaal et al., 2009).

2. Los glucocorticoides



Los principales GCs enddgenos son el cortisol y la CORT (Figura 2). Ambos esteroides son
producidos en la mayoria de los mamiferos, pero la proporcion en la que son secretados varia
entre especies: en primates predomina el cortisol, en los roedores se produce CORT
principalmente, y en ovejas, cerdos y perros se producen cantidades significativas de los dos
(Buckingham, 2006).

Cortisol Corticosterona

Figura 2. Estructura molecular de los esteroides cortisol y corticosterona. Existe una gran variedad de
moléculas esteroideas pero todos contienen el mismo esqueleto tetraciclico. Los sustituyentes y los grupos
funcionales presentes en cada anillo difieren entre los diferentes esteroides y son los principales responsables
de sus efectos fisioldgicos. La posicion de los sustituyentes y de los grupos se identifica por un sistema
numeérico caracteristico de todos los esteroides. La diferencia entre cortisol y corticosterona es la presencia de
un grupo alcohol (-OH) en el carbono 17. Modificado de Patrick (2013).

Los Gcs son liberadas a la circulacién sistémica en forma circadiana y pulsatil, de tal forma
que en el nadir o el “valle” circadiano, es decir, bajo condiciones basales, se encuentran en
concentraciones que varian en el rango de 0.173 — 0.346 ng/mL, y aumentan entre un 20% y 30%
en el pico mas alto del ritmo. Generalmente, este pico se presenta antes del inicio de la actividad
diaria del individuo, por lo que en los animales diurnos, como los primates, se genera en las
primeras horas del dia, y en los nocturnos, como los roedores, se presenta al anochecer. No
obstante, adjunto al patron de liberacion circadiano, los GCs aumentan su concentracion en
respuesta a estrés fisico o psicoldgico via el eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal (HHA), llegando
a alcanzar niveles de 104 ng/L (Buckingham, 2006; Joéls et al., 2008).

La activacion del eje HHA ante una situacion estresante o emocionalmente significativa,
inicia cuando las neuronas parvocelulares del ndcleo paraventricular (PVN) del hipotalamo
liberan el factor de liberacion de corticotropina (CRH) y el nonapéptido vasopresina (AVP)
(Figura 3), los cuales viajan desde la eminencia media, via la circulacion porta, hasta la hipofisis
anterior, donde estimulan sinérgicamente a los corticotropos o0 células productoras de
propiomelanocortina, para secretar la hormona adrenocorticotropica (ACTH) en la circulacion
sistémica (Lopez et al., 1999). A su vez, la ACTH actia en la zona fasciculata de la corteza
adrenal via los receptores a melanocortina tipo 2 para iniciar la sintesis de GCs, los cuales son

liberados inmediatamente a la circulacion sistemica por difusién (Buckingham, 2006; Joéls &



Karst, 2012). Una vez liberados, los GCs llegan a todas las celulas en el cerebro, no obstante,
solo son activos en aquellas células que expresan sus dos tipos de receptores: los

mineralocorticoides (MR) y los receptores a glucocorticoides (GR) (Joéls & Karst, 2012).
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Figura 3. Activacion del eje HHA. Ante la respuesta a estrés, las células PVN del hipotalamo producen la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) y vasopresina (AVP). Ambos péptidos son liberados a la circulacién sanguinea
y estimulan la produccién y la secrecion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) en la hipdfisis anterior,
quien a su vez, estimula la sintesis y liberacién de GCs de la corteza adrenal. Ademas, aferencias provenientes de
la amigdala pueden activar al eje. Su regulacion involucra la retroalimentacion negativa de los GCs en el

hipotalamo e hipo6fisis, asi como en otras regiones cerebrales como el hipocampo. Modificado de Sandi (2004).

3. Efecto de la concentracion de los GCs sobre la consolidacion de la memoria

El efecto cognitivo de los GCs depende de la fase del proceso de memoria que se esté
ejecutando durante la liberacion de la hormona. En particular, la elevacion aguda de los niveles
de hormona durante o inmediatamente después del proceso de adquisicién, resulta en la
facilitacion de la consolidacion, un efecto influenciado por la concentracién de GCs (Figura 4),
ya gque al aumentar la concentracién de hormona se facilita la consolidacion de la memoria, pero
cualquier aumento posterior a cierto umbral produce un deterioro, un comportamiento conocido
como “U invertida (Pravosudov, 2010; Sandi, 2003).

Se cree que la relacion entre concentracion de GCs y el efecto sobre la consolidacion de la
memoria recae en la activacion de sus dos receptores. Los MR o tipo | poseen una gran afinidad a
CORT, cortisol y aldosterona, Kq~ 0.5-2 nM (Buckingham, 2006), su localizacion se restringe a
las células piramidales del hipocampo, el septum lateral, la amigdala central, la neocorteza y
algunos nucleos motores en el tallo cerebral (Joéls & Karst, 2012; Lopez et al., 1999). En el caso
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del GR, este receptor presenta una afinidad diez veces menor a cortisol y a CORT, K4=5 nM, no
se unen con facilidad a la aldosterona (Buckingham, 2006) y poseen mayor afinidad por el GC de
origen sintético llamado dexametasona (de Kloet, Vreugdenhil, Oitzl, & Joéls, 1998). Estos
receptores se distribuyen ampliamente en neuronas y células gliales, siendo particularmente
abundantes en células hipocampales CA1, en células del giro dentado, en las neuronas
parvocelulares del PVN del hipotalamo, la hipdfisis, la corteza, el cerebelo y algunos ndcleos del
tallo cerebral (Joéls & Karst, 2012).
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Figura 4. Efecto de la concentracion de los GCs sobre la memoria. Representacion esquematica del efecto en
forma de “U invertida” de los diferentes niveles de CORT o de estrés. Concentraciones bajas de hormona
facilitan la consolidacion de la memoria, mientras que concentraciones altas la afectan. Modificado de Sandi
(2011)

Cuando los niveles circulantes de hormona son muy bajos, la mayoria de los GR y MR
estan libres, resultando en tasas bajas de disparo de potenciales de accién y en conexiones
sindpticas débiles. Cuando se eleva moderadamente la concentracion de hormona en sangre, tal
como sucede durante una situacion estresante, la mayoria de los MR y una fraccion de los GR se
encuentran ocupados, generando el fendmeno de potenciacién a largo plazo (LTP, por sus siglas
en inglés), el cual es un modelo celular de plasticidad sinaptica que consiste en la generacion de
un aumento duradero de la amplitud de los potenciales postsinapticos excitatorios como resultado
de la estimulacion de alta frecuencia (tetanica) de vias aferentes, aumentando la fuerza y el
numero de conexiones sindpticas que permiten la facilitacion de la consolidacion. Si el aumento
de la concentracion de GCs persiste, entonces se saturardn ambos receptores, causando deterioro
en la LTP y reduciendo la tasa de disparo neuronal, lo que provoca un déficit en la memoria y en
el aprendizaje (Pravosudov, 2010; Sandi, 2004).

Ademas de la concentracion y el momento de su liberacion, los efectos de los GCs en la

consolidacién de la memoria dependen de la intensidad de estrés de la experiencia (Mclntyre &



Roozendaal, 2007). Mediante el uso de paradigmas conductuales o tareas de aprendizaje que
utilizan agentes estresantes dentro de sus protocolos, y en los que es posible manipular la
intensidad de estos durante la fase de adquisicion o de entrenamiento, se ha demostrado que
existe una relacion directa entre los niveles de GCs circulantes medidos despues del
entrenamiento de ratas utilizando diferentes niveles de estrés, y que ademas, este efecto se
correlaciona con el nivel de recuerdo mostrado por los animales en pruebas posteriores (Goshen-
Gottstein, 2003; Pravosudov, 2010; Sandi, 2003).

En un estudio hecho con ratas en el que se manipulé la temperatura del agua durante la fase
de adquisicion de la prueba de laberinto acuético, en donde los animales tienen que aprender a
encontrar una plataforma sumergida en un contenedor de agua con la ayuda de claves espaciales
ubicadas en el exterior del contenedor, se observd que los animales entrenados a 19 °C presentan
una mejor ejecucion de la tarea que las entrenadas a 25 °C. Al cuantificar los niveles de CORT
liberados inmediatamente después del entrenamiento y al relacionarseles con la fuerza con la que
el aprendizaje espacial se establecio en la memoria espacial en ambas condiciones
experimentales, se encontré que las ratas entrenadas a 19 °C presentan niveles hormonales mas
elevados que las entrenadas a 25 °C (Sandi, 2003; Sandi et al., 1997).

Otro estudio realizado en pollos domésticos, mostré la facilitacién de la memoria ante un
estimulo aversivo débil (una pelota cubierta de concentraciones bajas de una substancia
fuertemente desagradable llamada antranilato de metilo; MEA), mientras que al utilizar un
estimulo aversivo fuerte (concentraciones elevadas de MEA), se observaron elevaciones
moderadas y altas de CORT que deterioraron la memoria (Pravosudov, 2010; Sandi & Rose,
1997).

En el CMC también se ha observado el efecto del nivel de estrés sobre la cantidad de
hormona y la ejecucidn de la tarea. Al medir los niveles de CORT en plasma de ratas expuestas a
distintas intensidades de choque en el entrenamiento, se encontré una correlacion positiva entre
la magnitud de los niveles de hormona y el grado de inmovilizacion exhibido en las sesiones de
retencion de memoria efectuadas a las 24 h y a los siete dias después del entrenamiento (Figura
5) (Cordero et al., 1998).
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Figura 5. Correlacion entre la intensidad de choque eléctrico y los niveles de corticosterona en plasma. a) y d)
Porcentaje de tiempo de inmovilidad durante las sesiones de entrenamiento y de retencion: a) a las 24 hrs. y d)
a las 24 hrs. y a los 7 dias. b) y e) Valores de corticosterona en plasma medidos después de la sesion de
retencion. ¢) y f) Correlacion entre los valores de inmovilidad de la sesion de retencion y los niveles de
corticosterona en plasma después de la sesién de retencién. Los resultados en a), b), d) y e) estan representados
como la media + SEM.* p <0.05 respecto al grupo entrenado a intensidades de 0.2 mA., * p < 0.05 respecto al

grupo entrenado al mA., ° p < 0.01 respecto a los grupos entrenados con choque eléctrico. Modificado de
Cordero, Merino, y Sandi (1998).

Debido a la diferencia de afinidades entre los receptores MR y GR por su ligando, el
aumento de los niveles de GCs asociado a la respuesta a estrés incrementa la probabilidad de su
union con el GR, por lo que la mayoria de la investigacion relacionada al efecto de la hormona
sobre la facilitacion de la consolidacion de la memoria de experiencias estresantes se ha
enfocado en el estudio de este receptor (Sandi, 2003).

4.  Receptor a glucocorticoides

El GR pertenece a la superfamilia de receptores intracelulares de proteinas de regulacion
transcripcional (Krstic et al., 1997). Es una proteina compuesta de ~780 residuos de aminoacidos
que se encuentran agrupados en varios dominios (Figura 6). Su secuencia contiene un dominio
de activacion transcripcional en el extremo N-terminal (NTD, por sus siglas en inglés), un
dominio central de unién al DNA (DBD, por sus siglas en inglés) altamente conservado en la
super familia de receptores nucleares, una region flexible (“bisagra”) y un dominio de unioén a
ligando en el extremo C-terminal (LBD, por sus siglas en inglés). EI dominio NTD funciona
como un activador transcripcional llamado AF1 que permite el reclutamiento de co-rreguladores

y de maquinaria transcripcional. El dominio DBD posee dos motivos “dedos de zinc” que
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reconocen y se unen a secuencias especificas conocidas como ‘“elementos de respuesta a
glucocorticoides” (GRE). Existe una segunda region activadora de la transcripcion en el dominio
LBD llamada AF2 que también interactia con co-reguladores. La region DBD/”’bisagra” y el
LBD contienen una sefial de localizacién nuclear que permite la translocacion del receptor al

nucleo mediante un mecanismo dependiente de importina (Nacela & Cidlowski, 2003).
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“Dedos de Zinc”

Figura 6. Dominios funcionales del GR. El extremo N-terminal (NH,) contiene al dominio AF1 que facilita la
activacion transcripcional. EI dominio central incluye dos dominios dedos de Zinc (Zn?") ricos en cisteina (C)
responsables de la dimerizacion del receptor y de su unién al ADN. El dominio siguiente es importante para la
translocacion nuclear (“bisagra”). En el extremo C-terminal (CO,H) se encuentra otro dominio facilitador de la
transcripcion (AF2) responsable de la unién al ligando. Modificada de Buckingham (2006).

El GR es codificado por el gen nr3cl (conservado en humanos y roedores), que contiene
nueve exones, de los cuales, el primero es una regién 5° no traducida y el resto codifica para
proteinas distintas a través de procesos de “splicing” alternativo. El exon 9 genera las isoformas
GRa y GRP que son idénticas a lo largo de los primeros 727 residuos de aminodcidos,
diferenciandose en su extremo C-terminal. Cuando el GRa se encuentra unido a un GC,
transloca al nucleo y recluta co-reguladores que ejercen efectos transcripcionales, mientras que
la isoforma GRJ reside constitutivamente en el nucleo actuando como un inhibidor negativo
dominante de GRa, ademas de que regula genes diferentes (Galliher-Beckley & Cidlowski,
2009).

El GR pueden mediar efectos genomicos (lentos) y no genémicos (rapidos). Estos ultimos
se efectuan en el rango de minutos, a través de mecanismos que no requieren de la transcripcion
de genes activada por el GR, sino que involucran la activacion de vias de transduccion de sefiales
por medio de GRs unidos a membrana o citoplasmicos, que se han reportado en varios sistemas,

incluyendo el cardiovascular, el inmune y el neuroenddcrino. Sin embargo, los efectos clasicos
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de la sefializacidn de los GCs son acciones gendmicas que dependen de la transcripcion mediada
por el GR y de la sintesis de novo de proteinas, procesos que involucran horas (Kadmiel &
Cidlowski, 2013). En este caso, el GR inicialmente se encuentra unido a moléculas chaperonas
(principalmente a la proteina de choque térmico hsp90), que al unirseles un GC, se disocian del
GR y el complejo receptor-hormona transloca al ndcleo, posteriormente el receptor se
homodimeriza y se une con alta afinidad a los GRE, sitios palindrémicos localizados en regiones
promotoras o intragenicas de los genes blancos de los GCs, para modular la transcripcion.
Alternativamente, los receptores pueden acoplarse con otros factores de transcripcion para
interferir con su actividad (Joéls & Karst, 2012; Krstic et al., 1997).

Las diversas acciones de los GR se deben, en parte, a las multiples isoformas generadas por
los procesos de “splicing” alternativo y de iniciacion alterna de la traduccion. No obstante, estas
proteinas sufren modificaciones post-traduccionales, incluidas la fosforilacion, la acetilacion, la
ubiquitinacién y la sumoilacion, que alteran el funcionamiento de este factor de la transcripcion.
En el GR de humano, los residuos S203, S113, S134, S141, S143, S203, S211, S226 y S404 son
sitios altamente fosforilados debido a la accidn de cinasas, incluidas las cinasas dependientes de
ciclina (CDKSs), la MAPK, la glicdgeno sintasa 3 (GSK-3), la c-Jun N-terminal (JNK) y la casein
cinasa Il. La mayoria de estos sitios de fosforilacion se encuentran en el dominio NTD de la
region N-terminal, algunos siendo fosforilados de forma continua y otros solo después de la
unién del GR con la hormona (Kadmiel & Cidlowski, 2013, Adzic et al, 2009).

La fosforilacion del GR dependiente de hormona puede determinar su especificidad hacia el
promotor blanco, su interaccion con cofactores, la fuerza y duracion de su sefializacion, asi como
su estabilidad y su localizacién subcelular. En humanos, los residuos S203 y S226 son
fosforilados en presencia y ausencia de hormona, mientras que S211 se fosforila inicamente con
la unién del ligando. Estudios de inmunoflorescencia y de fraccionamiento bioquimico del
receptor en presencia de la hormona indican que la forma fosforilada del residuo S203 (P-S203)
predomina en citoplasma, mientras que S226 y S211 fosforilados (P-S226 y P-S211,
respectivamente) residen en el ndcleo, por lo que estos ultimos contribuyen directamente a la
regulacién transcripcional del GR, no obstante sus funciones son completamente contrarias, ya
que P-S211 regula positivamente la transcripcion y P-S226 la inhibe, promoviendo el transporte
del GR fuera del nacleo después de la disociacion de la hormona (Blind & Garabedian, 2008;
Wang et al, 2002).
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En rata, el dominio NTD del GR contiene cuatro sitios principales de fosforilacion: T171,
S224, S232 y S246, de los cuales, los residuos S224 y S232 son analogos a la S203 y S211
respectivamente. Al igual que en humanos, su fosforilacion diferencial regula positiva y
negativamente la actividad transcripcional del receptor, de forma que la regulacion positiva es
debida a la actividad de las CDKSs sobre S224 y S232, y se sabe que para que exista un aumento
significativo en la transcripcion es necesario que ambas sean fosforiladas. Por otra parte, la
forma fosforilada de la S246 y de T171 por medio de JNK, inhibe la activacién transcripcional
del GR (Rogatsky et al, 1998).

Dentro de los genes que el GR regula de forma positiva se encuentran: el zipper de leucina
inducido por glucocorticoides (GILZ, por sus siglas en inglés), la cinasa-1 regulada por
glucocorticoides de suero (SGK1, por sus siglas en inglés), la tristetraprolina (TTP) y la
fosfatasa-1 de la MAPK. Ejemplos de genes regulados negativamente estan: la B-arrestina, la
osteocalcina y el propio gen nr3cl (Kadmiel & Cidlowski, 2013). Se sabe que este mecanismo
de autorregulacion de la represién de su propio gen ocurre por el exceso de hormona, sin
importar su asociacion con factores transcripcionales especificos de ligando, pero este efecto
depende del tipo celular y de las condiciones fisioldgicas en las que se encuentre el organismo
(Ramamoorthy & Cidlowski, 2013).

En la amigdala, el GR se distribuye en espacios subcelulares de glia y de neuronas de los
nucleos basal, lateral y central. En el nucleo lateral, se le encuentra en el soma y en procesos
gliales, en el citoplasma, el nucleo y membranas de neuronas postsinapticas, asi como en
terminales axodnicas, dendritas y espinas dendriticas (Johnson, Farb, Morrison, McEwen, &
LeDoux, 2005). En humanos, el nimero de GR en la periferia esta asociado con el
funcionamiento de la amigdala y es considerado un predictor del aumento de la actividad de esta
region en individuos sanos después de ser expuestos a un evento sumamente estresante (Geuze et
al., 2012). Por otra parte, la aplicacion de diferentes concentraciones del antagonista del GR, RU
38486, en la periferia y directamente en la BLA de ratas justo antes de ser entrenadas en el CMC,
se observod un deterioro en la consolidacion de la memoria en aquellos animales inyectados en la
BLA (Figura 7), ya que se redujo el porcentaje de la conducta de congelamiento durante la
prueba de retencion efectuada 24 hr después del entrenamiento (Donley, Schulkin & Rosen,
2005).
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Figura 7. Deterioro de la memoria de largo plazo en el CMC después de la administracion de diferentes
dosis del antagonista a GR en la BLA. A) Porcentaje de congelamiento (mediat S. E. M) durante los
periodos de pre-choque, post-choque y retencidn. Los niveles de congelamiento en el pre-choque y el post-
choque no fueron diferentes entre grupos. B) Diferencias del porcentaje de congelamiento entre el periodo
de retencién y de post-choque: las ratas que recibieron 3 ng (n=10) o 30 ng (n=10) del antagonista RU
38486 tuvieron un deterioro significativo en la memoria comparado con las ratas que recibieron el
vehiculo, propilenglicol al 100% (n=13), * p < 0.05. Las ratas que recibieron 0.3 ng del antagonista (n=10)
no mostraron diferencias significativas en la diferencia del congelamiento. Modificado de Donley,
Schulkin y Rosen (2005).

Por lo tanto, estos resultados sefialan que el grado de emotividad o de estrés esta
relacionado con el nivel de GCs en circulacion, cuya cantidad es muy importante para
determinar la fuerza de asociacion entre los estimulos asociados con el evento estresante durante
el proceso de consolidacion de memoria a largo plazo, y que se requiere de la activacion del GR

en la amigdala para la respuesta de congelamiento.
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5. Justificacién

La exposicion de un animal a un evento emotivo o estresante se relaciona con la liberacion
de CORT, de forma que los niveles circulantes de esta hormona aumentan conforme incrementa
la emotividad de dicho evento. Las experiencias con alto grado de emotividad se caracterizan por
ser recuerdos de larga duracion y que requieren de la activacion del GR en la amigdala para su
consolidacién. Debido a que la fosforilacion del residuo S211 de este receptor depende de la
union de CORT Yy es importante para la regulacion de su actividad transcripcional, es interesante
conocer si la intensidad del estimulo, y por consiguiente los niveles de CORT, afectan la
densidad de GR fosforilado en la S211.

6. Hipotesis

1. La intensidad del choque eléctrico utilizado durante el entrenamiento en el CMC se
relaciona directamente con la cantidad de CORT liberada a la circulacion.

2. La cantidad de CORT liberada a la circulacion durante el entrenamiento en el CMC se
relaciona directamente con la densidad de GR fosforilado en el residuo S211 en la
amigdala.

3. La cantidad de CORT liberada a la circulaciéon y la densidad de GR fosforilado en el
residuo S211 en la amigdala. se correlacionan con el desempefio conductual de los

animales a lo largo de la tarea.

7. Objetivos

e General
Estudiar el efecto de la intensidad del choque eléctrico utilizado durante el entrenamiento de
ratas en CMC sobre los niveles de CORT en circulacién y la densidad de GR fosforilado en la

S211 en la amigdala, asi como su relacion con el desempefio conductual de la tarea.

e Especificos

1. Entrenar ratas en la tarea de CMC con intensidades de choque eléctrico de 1.0y 3.0 mA 'y
medir la conducta de congelamiento a lo largo de la tarea de CMC.
2. Medir los niveles de CORT en suero de ratas entrenadas en la tarea de CMC utilizando las

intensidades de choque eléctrico de 1.0 6 3.0 mA.
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3. Medir el porcentaje de GR fosforilado en el residuo S211, en la amigdala de ratas
entrenadas en la tarea de CMC con las intensidades de choque eléctrico de 1.0 6 3.0 mA.,
4. Evaluar si existe correlacion entre las mediciones conductuales y fisiologicas, en funcion

de la intensidad del choque eléctrico utilizado durante el entrenamiento.
8. Materiales y métodos

Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de Bioética del
Instituto de Neurobiologia, UNAM vy se realizaron conforme a la NORMA Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, a las especificaciones para la produccion, cuidado y uso de los animales
de laboratorio y a las normas estipuladas en la “Guide for Care and Use of Laboratory Animals

del NIH (ILAR, 1996)”.

Sujetos

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar (Ratus novergicus albinus) adquiridas de la
colonia del Instituto de Neurobiologia, de la Universidad Nacional Autdnoma de México. Una
vez en el bioterio del laboratorio, las ratas se mantuvieron en cajas de acrilico individuales (24 x
21 x 45 cm) con cama de aserrin, agua y comida disponible ad libitum, en un ciclo de luz-
oscuridad de 12/12 h (luz encendida a las 7:00 h) y a temperatura constante de 21 + 1 °C. Los
animales utilizados pesaron entre 250 y 350 gramos y fueron utilizados tres dias después de su
ingreso al bioterio, con la finalidad de que se aclimataran a las nuevas condiciones. Cada una de
las ratas fue manipulada durante cinco minutos tres dias previos al inicio de cada experimento

para habituarlas al manejo humano.

Grupos V tratamientos

Las ratas fueron asignadas al azar a cada uno de los cuatro grupos experimentales (Tabla 1).
El grupo llamado “Control” estuvo formado por siete ratas que fueron sacrificadas al dia
siguiente de la dltima sesion de manipulaciéon para la obtencién de muestras. Los tres grupos
restantes estuvieron formados por 10 ratas que fueron entrenadas en la tarea de condicionamiento
de miedo al contexto de una sesion bajo diferentes intensidades de choque eléctrico (“Entrenado
sin choque” 0.0 mA, “Intensidad baja” 1 mA e “Intensidad alta” 3.0 mA), y por siete ratas para la

obtencion de muestras sanguineas y cerebrales.
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Tabla 1. Descripcion de los grupos experimentales
Se incluye el niimero de individuos utilizados en cada tratamiento

Grupo Individuos Tratamiento
- Manipulacion
- Sacrificio para la obtencién de tejido
- Manipulacion
- Entrenamiento en presencia del contexto sin la

Control 7

10 L s L
aplicacién de choque eléctrico, prueba de retencién, y
Entrenado sin choque pruebas de extincién 1y 2
(0.0 mA) - Manipulacién
7 - Entrenamiento en presencia del contexto sin la

aplicacién de choque eléctrico
- Sacrificio para la obtencién de tejido
- Manipulacién
10 - Entrenamiento con choques de 1.0 mA, prueba de
retencidn, pruebas de extincién 1y 2
- Manipulacién
7 - Entrenamiento con choques de 1.0 mA
- Sacrificio para la obtencion de tejido
- Manipulacion
10 - Entrenamiento con choques de 3.0 mA, prueba de
retencion, pruebas de extincién 1y 2
- Manipulacién
7 - Entrenamiento con choques de 3.0 mA
- Sacrificio para la obtencidn de tejido

Intensidad baja

Intensidad alta

Prueba conductual de condicionamiento de miedo al contexto (CMC)

Los experimentos conductuales se realizaron entre las 8:00 y las 15:00 h en la mayoria de
las ocasiones. Para cada uno de los dias en los que las ratas fueron utilizadas, los animales se
transportaron, de forma individual, desde el bioterio del laboratorio hacia una sala adyacente al
cuarto de trabajo una hora antes y después del inicio y fin de su manipulacion, respectivamente.

La camara de condicionamiento de miedo al contexto se localiza dentro de un cuarto
sonoamortiguado y bien iluminado. Las dimensiones de la camara son de 45x45x30 cm
(AccuScan Instruments, Inc) y estd formada por paredes de acrilico, de las cuales, la superior es
movible y es por donde se introduce a la rata, mientras que en las cuatro paredes verticales se
localizan las claves contextuales que consisten en un patron de lineas gruesas blancas y negras
intercaladas. El suelo de la cdmara estd constituido por una rejilla de 17 barrotes de acero

inoxidable de 0.5 cm de diametro, separados una distancia de 1,5 cm entre ellos, que se
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encuentran conectados a un generador de descargas eléctricas (Coulbourn, Modelo H13-15), el
cual, esta conectado en paralelo a una fuente de poder regulada (STEREN, Modelo PRLS DPS-
123) y a un contador de intervalos, de tal forma que la administracion de las descargas eléctricas
se realiza a través de un sistema automatico (Figura 8). En los costados de la cdmara de
condicionamiento estan acopladas fotoceldas que funcionan como sensores de la actividad
motora de las ratas, los cuales se encuentran conectados a una computadora para el
procesamiento de la informacion mediante el programa VersaMax System (Accuscan

Instruments, Inc., Columbus,Ohio, EUA).

y: \\\\\\\\muwu/// ‘,,g

Figura 8. Cdmara de CMC y aparatos de medicidn asociados. Fotografia de la cAmara de condicionamiento y la
clave contextual (izquierda), el generador de descargas eléctricas y el contador de intervalos (derecha).

En la sesion de entrenamiento cada uno de los animales ingresd a la cAmara, siempre
orientados de igual forma respecto a las claves contextuales. El protocolo consistio en tres
minutos de exploracion donde el animal recorre la base de la cAmara y reconoce el contexto en el
que se encuentra (periodo pre-choque) y siete minutos posteriores en los que se aplicaron
choques eléctricos en la rejilla durante un segundo en cada minuto, que dependiendo de los
grupos experimentales fue de 1.0 6 3.0 mA de intensidad (periodo post-choque). Ademas se
incluy6 el grupo “Entrenado sin choques” (0.0 mA) que fue expuesto a la exploracion de la
camara sin la aplicacion de choques (Figura 9). La sesién finaliza un minuto después de la tltima
descarga eléctrica, posteriormente el animal es retirado de la cAmara y regresado a su caja
individual. La sesién de retencion se realizé 48 h después del dia del entrenamiento siguiendo el
protocolo anterior, pero sin la aplicacion de los choques eléctricos. Las dos sesiones de extincion
se realizaron cada 24 h a partir de la sesion de retencion. Entre cada ensayo se limpiaron las
paredes de la cdmara y los barrotes de la rejilla con una solucion de etanol al 10 % y de acido
acetico al 1%.
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Como medida del condicionamiento de las ratas, se midié el tiempo de congelamiento por

minuto de cada una de las sesiones del CMC.

: s Entrenamiento Retencion  Extincion 1 Extincion 2
Manipulacion (Contexto y choque) (Contexto) (Contexto) (Contexto)
A Y J \ I S
e A\ Y
1 2 2 4 5 6 74 8
Disgm s s s o o e
.
( b

Minutos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1%

Pre-choque Post-choque

Figura 9. Diagrama del protocolo de CMC. Para cada uno de los grupos, las ratas se manipularon 5 min durante
3 dias consecutivos. Al dia siguiente se entrenaron en la tarea de CMC, cuya duracion es de 11 min divididos de
la siguiente forma: en los primeros 3 minutos (sesion de pre-choque) solo estuvo presente el contexto, y en los
minutos 4-11 (sesién post-choque) se aplicaron choques eléctricos cada minuto durante 1 s, de intensidad de 0.0
mA para el grupo “entrenado sin choque”, de 1-0 mA para el grupo de “intensidad baja”, y de 3.0 mA para el
grupo “intensidad alta”, con excepcion del Gltimo minuto. La retencidn de las ratas se evalu6 a las 48 h y
posteriormente se realizaron dos pruebas de extincién cada 24 h después de la retencidn. Tanto en la retencion
como en las sesiones de extincion, solo esta presente el contexto en la cAmara de condicionamiento.

Obtencidn de muestras

Para la colecta de sangre y la obtencion de tejido cerebral, se sacrificaron a las ratas por
decapitacion (Figura 10). En el caso del grupo Control, el sacrificio se realizd al dia siguiente de
la manipulacion y para el resto de los grupos se efectué 15 min después de la sesion de
entrenamiento. Inmediatamente se colectd la sangre en tubos de vidrio estériles sin heparina a
temperatura ambiente. Al mismo tiempo, se extrajo el cerebro y se coloco en una matriz de
diseccion de cerebro de rata colocada sobre hielo; con el uso de navajas, se efectuaron cinco
cortes: el primero en el bulbo olfatorio (BO), los dos siguientes fueron a la tercera y a la quinta
ranura posterior al BO (de esta rebanada se extrajo el estriado), el cuarto se realizo en la hipofisis
y el dltimo dos ranuras posteriores al corte anterior (de esta rebanada se extrajo la amigdala). Para
ambas estructuras, la extraccion fue bilateral, juntando en un solo tubo tipo Eppendorf las

muestras de ambos hemisferios.

20



Para la obtencion del suero, las muestras sanguineas fueron centrifugadas a 2000 rpm
durante 30 min con una temperatura de 4 °C, el sobrenadante fue colectado en tubos Eppendorf y
centrifugados a 250 rpm durante 10 min., el nuevo sobrenadante se almaceno en tubos Eppendorf
a -80 °C. Las muestras de amigdala fueron almacenadas de forma individual a -80 °C

inmediatamente después de su extraccion para su uso posterior.

* Grupo control

Manipulaciéon  Sacrificio
/_M \ﬁ/—/ ELISA
Suero
1 2 3 4
Dias—--+—~-+'—+~—'+'—* —— 1 Obtenciénde

muestras

- Niveles de CORT

SDS-PAGE/WB

Amigdala — GR total

GR fosforiladoen S211

* Grupos
Entrenado sin choque (0.0 mA)
Intensidad baja (1.0 mA)
Intensidad alta (3.0 mA)

Entrenamiento

Manipulacion (Gonteto yichoque)

: Sacrificio a los 15 min
Dias — . : B e P 1T & —
5 ‘L 4 —4 ! - post-entrenamiento

Minutos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

s

Figura 10. Diagrama del protocolo para la obtencion de muestras. Para el grupo control, las ratas fueron
sacrificadas al dia siguiente de la Ultima sesién de manipulacion. Para los grupos: entrenado sin choque,
intensidad baja e intensidad alta, las ratas se manipularon y se entrenaron siguiendo el mismo protocolo del
CMC, y se sacrificaron 15 min post-entrenamiento. El sacrificio se realiz6 por el método de decapitacion e
inmediatamente se colecto la sangre y se extrajo la amigdala. Con las muestras de sangre se obtuvo el suero y se
midieron los niveles de CORT con el método de ELISA, mientras que con el tejido de amigdala se midieron los
niveles de GR total y de GR fosforilado en la S211 mediante las técnicas de SDS-PAGE y western-blot (WB).

Cuantificacién de corticosterona en suero

Para la medicion de los niveles de CORT en cada de unos de los grupos las muestras de
suero fueron analizadas con el método de ELISA utilizando el kit comercialmente disponible
Corticosterone EIA Kit (ENZO LIFE SCIENCE INT'L INC., Pennsylvania, EUA). La
descripcion en detalle de la composicién de las soluciones utilizadas se puede consultar el
Apéndice-A. El protocolo consiste en colocar 100 pL de las soluciones estandar y de las muestras
de suero diluidas en cada contenedor de la placa, todas por duplicado, seguido de 50 pL de la
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solucion conjugado y de anticuerpo. La placa fue incubada durante 2 h a temperatura ambiente y
con agitacion constante, posteriormente se le hicieron tres lavados para eliminar el exceso de
esteroides no unidos. Se agregaron 200 pL del substrato a cada contenedor y la reaccion se
detuvo después de 1 h con la solucidn de paro. Para la lectura de la densidad dptica de la placa, se
utiliz6 un lector de absorbancia de microplacas (iMark, BIO-RAD, EUA) a 405 nm, con una
correccion de entre 570-590 nm. El anticuerpo presenta reactividad cruzada con corticosterona
(100 %), deoxicorticosterona (28.6 %) y progesterona (1.7 %), asi como con otros compuestos
(<1 %).

Medicién de los niveles de GR fosforilado

Para conocer los detalles de la composicion de las soluciones utilizadas se puede consultar
el Apéndice B. Los extractos de tejido de amigdala se mantuvieron en hielo y fueron
homogenizados con amortiguador de lisado RIPA 1x (Cell Signaling Technology, Inc., Danvers
MA, EUA) preparado con el inhibidor de proteasas COMPLETE 1x, utilizando un volumen
proporcional a la cantidad de tejido. Posteriormente los tejidos se sonificaron durante 5 min en
bafio maria y se agitaron durante 2 h a 7 °C. Las muestras se centrifugaron a 10,000 g durante 15
min a 4 °C, se aislé el sobrenadante y se mantuvo a 4 °C. La concentracion de proteina se
determind mediante el método de Bradford y se selecciond el volumen necesario de cada muestra
que correspondiera a una concentracion de 50 pg de proteina total, el resto se almacené a -80 °C
para su uso posterior. Cada muestra fue estabilizada agregandole el volumen correspondiente de
la solucion amortiguadora (1.0 mL TRIS-HCI 1.5 M pH 8.8, 0.8 mL glicerol, 1.6 mL SDS 10 %,
0.2 mL azul de bromofenol 0.05 %, 4 mL agua destilada) para un total de 20 pL, y se colocaron
en bafio maria durante 5 min.

Para la electroforesis se utilizaron geles pre-formados de poliacrilamida al 10 % Mini-
PROTEAN TGX Precast Geles (BIO-RAD; CA, EUA) de 10 pozos. Como marcador de peso
molecular se emplearon los estandares de 10-250 kD, Precision Plus Protein Kaleidoscope (BIO-
RAD; CA, EUA); se utilizaron 7 pL del marcador mezclado con 13 pL de la solucién
amortiguadora utilizada en la preparacion de las muestras. Cada gel incluyé muestras de todos los
grupos de ratas, que fueron cargadas en los carriles en el orden siguiente: marcador de peso
molecular, grupo control (Gnicamente manipulado), grupo de 0.0 mA, grupo de 1.0 mA y grupo

de 3.0 mA. Una vez que el gel estuvo cargado con el marcador y las muestras, a la cAmara de
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electroforesis se le agreg6 la solucion amortiguadora de corrida (15 gr/L TRIS-base 0.025 M, 72
gr/L glicina, 5 gr/L SDS, pH 8.3) y se corrié a 100 V durante 1 h y 30 min aproximadamente, en
hielo.

Una vez terminada la electroforesis, se equilibraron el gel y la membrana de nitrocelulosa
(BIO-RAD; CA, EUA) con amortiguador de transferencia (25 mM TRIS, 192 mM glicina, 20 %
metanol, pH 8.3) dos veces, la primera durante 5 min y la segunda durante 10 min. Al mismo
tiempo se remojaron las fibras y el papel filtro en el amortiguador de transferencia. Se coloco un
refrigerante y un agitador electromagnético dentro de la cadmara y se dejé correr a 200 mA
durante 1 h. Al terminar, la membrana se coloc6 en TBS 1x (100 nM TRIS, 2.5 M NaCl, pH 7.5)
y se agité durante 10 min. Para el blogueo, la membrana se expuso a la solucion bloqueadora
(BIO-RAD) al 5 % en TBS 1x durante 1 h en agitacion. Posteriormente, la membrana se lavé con
TTBS 1x (TBS + Tween al 20 %) tres veces durante 10 min cada uno, en agitacion.

Para la deteccion de GR y de GR fosforilado en la serina 211 (P-S211), se utilizaron los
anticuerpos primarios GR-H300: sc-8992 (Santa Cruz Biotechnology, INC; CA, EUA) y
Phospho GR (Ser 211) (Cell Signaling TECHNOLOGY; Danvers MA, EUA) respectivamente,
ambos anticuerpos policlonales de conejo. Como control de carga, se utilizd el anticuerpo
monoclonal contra actina sc-58673 (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC; CA, EUA).
Todos los anticuerpos se prepararon, por separado, en una solucién con TTBS 1x y solucién
bloqueadora al 1 %, diluidos de la siguiente manera: 1:2000 para el GR-H300, 1:1000 para el GR
fosforilado y 1:1000 para el anticuerpo anti actina. La incubacion de la membrana con cada uno
de los tres anticuerpos se realiz6 durante toda una noche. Al terminar la incubacion, la membrana
se lavo tres veces con TTBS 1x, 10 min cada lavado.

Como anticuerpo secundario para los anticuerpos GR-H300 y Phospho GR, se utilizo el
anti 1gG de conejo hecho en cabra y conjugado con peroxidasa, a una dilucion de 1:3000 en
TTBS + leche al 1 %. Como anticuerpo secundario para el anticuerpo contra actina se utilizé el
anticuerpo de ratdn sc-58673 (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC; CA, EUA), a una
dilucion de 1:3000. La incubacién de la membrana con ambos anticuerpos fue de 2 h en agitacion
constante. Posteriormente, se le hicieron 3 lavados con TTBS 1x y 3 con TBS 1x, de 10 min cada
uno.

Como sustrato de revelado se utilizaron los reactivos de deteccion ECL Western Blotting
Detection Reagents (Amersham; Buckinghamshire, UK), mezclando las soluciones 1 y 2 en una
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proporcién 1:1 (4 mL totales por membrana). Se colocd la membrana en una bolsa de plastico y
posteriormente la solucion substrato, se incub6 por 5 min y se evitd la formacion de burbujas
sobre la membrana. En un cuarto oscuro, se coloco la bolsa con la membrana en un cassete de
revelado y encima se coloco la placa radiografica Hyperfilm ECL (Amersham; Buckinghamshire,
UK). El tiempo de exposicion vario de acuerdo al anticuerpo primario utilizado: 1 min para la
deteccion de GR-H300 y de actina tipo GBX, y 1 hr para Phospho GR. Para el revelado, se
prepararon las soluciones reveladora y fijadora (Kodak), segun lo indican los fabricantes.
Inmediatamente después de la exposicion al sustrato, la placa se sumergio en el siguiente tren de
soluciones: 1 min en la solucion reveladora, 1 min de enjuague en agua, 1 min en la solucién
fijadora y 1 min de enjuague en agua. Finalmente, la placa se dejo secar y se analizG por

densitometria, utilizando el programa Image Lab (BIO-RAD).

Analisis estadistico

Las gréficas y el analisis estadistico de los resultados de las diferentes mediciones se
realizaron con el programa SigmaPlot (Systat Software, San Jose, CA., E.U.A) de la siguiente
manera:

Sesion conductual de CMC: Para cada una de las intensidades de choque, se grafico la
media * error estandar (EE) del porcentaje de congelamiento de los minutos 1-3 de la sesion de
entrenamiento (sesion de pre-choque), de los minutos 4-11 de la sesion de entrenamiento (sesion
de post-choque), de los once minutos de la sesion de retencion, y de los once minutos de cada una
de las sesiones de extincion. Para el andlisis estadistico se realiz6 una comparacion entre los
grupos utilizando el andlisis de varianza (ANDEVA) de medidas repetidas donde los factores
fueron: A, la sesion conductual (pre-choque, post-choque, retencion, extincion 1y extincion 2) y
B, la intensidad del choque (0.0, 1.0 y 3 mA). Como prueba post-hoc se utilizd el método de
Bonferroni, con una p <0.05.

Cuantificacion de CORT en suero: Se grafico la media = EE de la concentracion de
hormona (ng/L) para cada grupo de ratas y se realizé una prueba ANDEVA de una via donde el
factor fue la intensidad del choque (Control, 0.0, 1.0 y 3 mA). Como prueba post-hoc se utilizé el
método de Bonferroni, con una p < 0.05.

Medicion de los niveles de GR total y fosforilado: Para cada grupo se grafico la media +
EE de la densidad de la sefial de banda de proteina. El anlisis estadistico se realiz6 con la prueba
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ANDEVA de una via donde el factor fue la intensidad del choque (Control, 0.0, 1.0 y 3 mA).
Como prueba post-hoc se utiliz6 el método de Bonferroni, con una p < 0.05.

Analisis de correlacion entre las variables medidas: Se compararon las mediciones del
porcentaje de congelamiento de la sesion de post-choque, los niveles de CORT en suero, la
densidad Optica de GR total y de GR fosforilado, asi como el porcentaje de GR fosoforilado,
utilizando el método de analisis del coeficiente de correlacién producto-momento de Pearson, con

unap <0.05.
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9. Resultados

Condicionamiento de Miedo al Contexto

Se entrenaron ratas en la tarea de CMC utilizando intensidades de choque eléctrico de 0.0,
1.0 y 3.0 mA. Para cada uno de estos grupos, el analisis conductual se realiz6 tomando en cuenta
el porcentaje del tiempo de congelamiento de los minutos de las sesiones de la tarea de
aprendizaje: pre-choque, post-choque, retencion, extincion 1 y extincion 2. Se observé un efecto
global entre las intensidades (F, o7 = 16.48, p < 0.001) a lo largo de la tarea, asi como diferencias
estadisticamente significativas entre las sesiones (F 4, 7 = 28.145, p < 0.001) y un efecto en la
interaccion (Fg, 27 = 4.065, p < 0.001).

La camara es un ambiente nuevo para las ratas y es de esperarse que la exploren libremente
durante la sesion de pre-choque, haciéndose evidente en la carencia de diferencias entre
intensidades (Figura 11). Durante el condicionamiento o la sesion de post-choque, la aplicacion
de los choques eléctricos resulté en un aumento significativo del tiempo de congelamiento
respecto al grupo entrenado con 0.0 mA y no se observaron diferencias entre las intensidades de
1.0 y 3.0 mA. Este comportamiento se mantuvo en la sesion de retencion realizada 48 h después
del entrenamiento, sin embargo, se observa una ligera separacion entre las dos intensidades, de
forma que la conducta de las ratas entrenadas con 1.0 mA tendi6é al comportamiento del grupo
control, es decir, se encontraban en proceso de extincién, mientras que las de 3.0 mA
mantuvieron niveles altos de congelamiento.

La diferencia conductual entre los grupos de 1.0 y 3.0 mA se hizo evidente hasta la primera
sesion de extincion, en la que las ratas entrenadas con la intensidad de choque baja completaron
este proceso y se comportaron de igual forma que las del grupo de 0.0 mA. En el caso del grupo
entrenado con la intensidad de choque alta, la extincion se observd hasta las siguientes 24 h, ya
que es hasta este periodo en donde se descarta cualquier diferencia significativa en el tiempo de
congelamiento con el resto de los grupos (0.0 vs 1.0 mA, t =1.84, p =0.201; 0.0 vs 3.0 mA, t =
0.950, p=1.00; 1.0 vs 3.0 mA, t = 0.897, p = 1.00)
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Figura 11. Porcentaje de congelamiento de las diferentes sesiones de la tarea de CMC. Se muestra el promedio
del porcentaje de congelamiento de cada intensidad de choque, 0.0, 1.0 y 3.0 mA, en las sesiones de Pre-
choque (promedio de los minutos 1-3 de la sesién de entrenamiento), post-choque (promedio de los minutos 4-
11 de la sesion de entrenamiento), retencion (promedio de los 11 minutos de esta sesion, efectuada 48 h
después del entrenamiento), extincion 1 (promedio de los 11 minutos de esta sesion, efectuada 24 h después de
la retencion) y extincion 2 (promedio de los 11 minutos de esta sesion, efectuada 24 h después de la extincion
2). Los resultados estan representados como la media + EE. Andlisis estadistico utilizando ANDEVA de dos
vias de medidas repetidas (Factor A, Intensidad del choque (0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA); Factor B, sesion de la
tarea (pre-choque, post-choque, retencidn, extincidn 1 y extincion 2). Se utilizé el método de Bonferroni como
prueba post-hoc. Diferencia significativa de los grupos 1.0 y 3.0 mA vs el grupo de 0.0 mA (***, p < 0.001);
diferencia significativa del grupo 1.0 mA vs el grupo de 0.0 mA, y del grupo 3.0 mA vs el grupo de 3.0 mA (*,
p < 0.05). Se utilizéd una n = 10 en todos los grupos.

Medicion de los niveles de CORT

Se sabe que dependiendo de la intensidad del estimulo estresante varian los niveles de CORT

los nivel

el Unico
[Control
-3.609, p < 0.01] (Figura 12).

circulantes de ratas entrenadas en diferentes tareas de aprendizaje, incluido el CMC, por lo que

para determinar si esta relacion se aplica a nuestras condiciones de condicionamiento, se midieron

es de CORT en suero para ratas del grupo “control” (sacrificadas un dia después de la

ultima sesion de manipulacion) y de los grupos 0.0, 1.0 y 3.0 mA (sacrificadas 15 min después
del entrenamiento). Se encontré un efecto global entre los grupos (Fs24 = 15.36, p < 0.001),

siendo todos diferentes al grupo control, incluso el entrenado sin choque eléctrico. Sin embargo,

grupo que presento diferencias con el resto de las intensidades fue el de la intensidad alta
vs 3.0 mA,t =-4.488,p<0.001;0.0vs 3.0 mA,t=-3.768, p<0.01; 1.0vs 3.0 mA, t =
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Figura 12. Niveles de CORT. Concentracién de CORT en suero (ng/L) obtenido un dia después de la Gltima
sesion de manipulacién para el grupo Control, y 15 min después del entrenamiento de los grupos: 0.0, 1.0y
3.0 mA. Los resultados estan representados como la media £ EE. Analisis estadistico utilizando ANDEVA
de una via y el método de Bonferroni como prueba post-hoc. *** (p < 0.001), ** (p < 0.01) respecto al
grupo control, para las comparaciones indicadas. n= 7 en todos los grupos.

Niveles de CORT en suero (ng/mL)

Medicion de los niveles de GR fosforilado

El GR presenta diferencias en el patron de fosforilacion dependiendo del estado en el que se
encuentre, activo y no activo, permitiendo el desarrollo de anticuerpos especificos para el GR en sus
dos conformaciones. Uno de estos anticuerpos es selectivo para el receptor fosforilado en el residuo
S211, cuyo analogo en rata es S232, y que como se dijo anteriormente, es un residuo clave para la
actividad del GR en presencia de CORT. Al calcular los niveles de GR total (fosforilado y no
fosforilado) y de GR fosforilado en la amigdala, se encontré que ambas mediciones son iguales en
todos los grupos (Figura 13-A, B), aunque se observa una ligera tendencia en aumentar la
conformacidén fosforilada del GR con las intensidades de 0.0, 1.0 mA y 3.0 mA. Al extraer el
porcentaje de GR fosforilado de la cantidad de GR total, se observan diferencias entre el control y el
resto de los grupos [Control vs 0.0 mA, t = -3.075, p < 0.05; Control vs 1.0 mA, t = - 2.505, p <
0.05; Control vs 3.0 mA, t =-2.819, p <0.05], (Figura 13-C).
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Figura 13. GR total y GR fosforilado en la amigdala. A) Cantidad de GR total (fosforilado y no fosforilado), y las
isoformas o y ) cuantificado por densidad optica de la banda. B) Cantidad de GR fosforilado, cuantificado por
densidad dptica de la banda. C) Porcentaje de GR fosforilado (respecto del total, tomando en cuenta ambas
isoformas). En la parte inferior se muestran los resultados de un WB representativo: las bandas corresponden al
GR total (isoformas a y B), al GR fosforilado y a actina como control de carga. Cada carril corresponde a un
animal diferente, de tal forma que los dos primeros son muestras de amigdala de ratas control (Gnicamente
manipuladas) los dos siguientes son ratas entrenadas sin choque eléctrico (0.0 mA), posteriormente son ratas
entrenadas con 1.0 mA vy los dos dltimos son ratas entrenadas con 3.0 mA. Los resultados estan representados
como la media £ EEM. Andlisis estadistico utilizando ANDEVA de una via y Bonferroni como prueba post-hoc,
* (p < 0.05) respecto al grupo control; n = 6 en todos los grupos.

Al realizar el andlisis de correlacion de los valores del porcentaje de congelamiento de la
sesion de post-choque con los niveles de CORT en suero y las mediciones del GR para los grupos
que fueron entrenados en la camara de condicionamiento con las distintas intensidades de
choque, no se observa correlacion con CORT, r (21) = 0.199, p = 0.388, ni con los valores del GR
total, r (18) = 0.419, p = 0.0832. Sin embargo, si se relacionan con los valores de la densidad de
GR fosforilado en la S211, r (18) = 0.503, p = 0.033 (Figura 14-A). Al correlacionar los valores
de CORT de todos los grupos, incluyendo al grupo control (no manipulado), con la cantidad de
GR total y fosforilado, se observa que la cantidad de hormona en suero influye de forma directa

con la cantidad de GR total [r (24) = 0.451, p = 0.0269] y de GR fosforilado en S211 [r (24) =
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0.612, p = 0.0014], asi como con el porcentaje de GR fosforilado [r (24) = 0.602, p = 0.0018]
(Figura 14-B, C, D).
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Figura 14. Correlaciones de Pearson entre algunas variables medidas. A) Representacion de la correlacion del
porcentaje de congelamiento de la sesién de post-choque con la densidad dptica del GR fosforilado en la S211
en los grupos entrenados con las diferentes intensidades de choque (0.0, 1.0 y 3.0 mA). B-D) Representacion
de la correlacién de los niveles de CORT con las distintas mediciones del GR: B, densidad optica del GR total
(fosforilado y no fosforilado); C, densidad 6ptica del GR fosforilado; y D, porcentaje de GR fosforilado en la
S211. Se tomaron en cuenta los grupos: Control (nicamente manipulado), 0.0, 1.0 y 3.0 mA.
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10. Discusion

Los resultados conductuales indican que las ratas entrenadas en la tarea de CMC con
diferente intensidad de choque eléctrico aprenden y retienen de igual forma, debido a que los
grupos de 1.0 y 3.0 mA muestran niveles similares de porcentaje de congelamiento, pero difieren
en el tiempo de extincion. Usualmente, los sujetos “normales” que son entrenados en el CMC,
muestran porcentajes de congelamiento alrededor del 10 % durante la sesion de pre-choque
(Conrad et al., 2004; Cordero, Merino, & Sandi, 1998; Maren & Holt, 2004) y del 60 - 80 % en la
sesion de post-choque utilizando la intensidad de 1.0 mA durante el entrenamiento (Cordero et
al., 1998; Goosens & Maren, 2001.; Schutsky, Ouyang, Castelino, Zhang, & Thomas, 2011;
Sullivan et al., 2004), sin embargo, estos valores varian dependiendo del protocolo y de la cepa
utilizada. En este trabajo, las ratas mostraron porcentajes altos de congelamiento desde la sesidn
de pre-choque (~ 60%) sin importar la intensidad del choque, mientras que las ratas entrenadas
con 1.0 tienen valores por encima del 80% de la sesion de post-choque. A pesar que se ha
demostrado que la exposicién al contexto durante la sesion de pre-choque facilita el
condicionamiento de miedo (Rudy & O’Reilly, 1999), diversos reportes en los que se utiliza el
CMC dentro de los protocolos, incluyen un dia de exploracion de la camara de condicionamiento
antes de someter a los animales a la sesion de entrenamiento, esto con el objetivo de habituarlos
al estrés generado por un ambiente nuevo, que consiste en la presentacion de un animal a
componentes que normalmente no estan en su ambiente natural y que funcionan como agentes
estresantes (Pagé & Cooper, 2004), de forma que cualquier efecto sobre la respuesta de miedo sea
debido a la aplicacion del choque y no a la exposicion a un ambiente novedoso (Ferreira,
Moreira, Ikeda, Bueno, & Oliveira, 2003; Morgan & LeDoux, 1995; Phillips & LeDoux, 1992).
Basandonos en esto, proponemos la incorporacion de un dia de exploracion de la cdmara para
disminuir los niveles de congelamiento observados en la sesién de pre-choque y asegurar que la
medicion de la respuesta de miedo se deba Gnicamente a la aplicacion del choque.

En cuanto al grupo de ratas entrenadas con la intensidad de 3.0 mA, esperabamos encontrar
valores de congelamiento mayores al grupo de 1.0 mA, pero a pesar de que fueron
significativamente diferentes al grupo entrenado sin choque, los valores entre ambos grupos
fueron muy similares. Es muy raro encontrar reportes en la literatura donde utilicen 3.0 mA en el
entrenamiento de animales en una tarea de aprendizaje, sin embargo, existe un estudio en donde

se midid la magnitud de las respuestas de sobresalto y de congelamiento utilizando choques de
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1.0 y de 3.0 mA, y lo que se observé fue un efecto en forma de U invertida sobre ambas
respuestas, en la que intensidades altas de choque inducen su atenuacion (Leaton & Borszcz,
1985; Witnauer, J. E. & Miller, 2014), por lo que es probable que estemos observando este
fendmeno con las condiciones utilizadas en nuestro trabajo. Asi también, no se descarta la idea
de que 3.0 mA fue un choque doloroso de intensidad tan alta que permitio la asociacion del
contexto, ya que se observaron las etapas de retencion y de extincion, pero que también indujo la
activacion de respuestas de miedo debidas al dolor que contrarrestaron a la respuesta de
congelamiento, por lo que no se observaron porcentajes mayores a las obtenidas con el grupo de
1.0 mA.

Los resultados de las mediciones de CORT tampoco permiten establecer una relacion
proporcional entre la intensidad del choque y los niveles de hormona, ya que Unicamente
intensidades altas inducen un cambio considerablemente mayor de CORT. Respecto al grupo
entrenado sin choque, pareciera que la simple experiencia de estar en la céamara de
condicionamiento afecta los niveles de hormona, asemejandose a la exposicién a un ambiente
novedoso. Se ha encontrado que dicho estrés provoca un aumento de 3 a 5 veces respecto a los
niveles basales de CORT en suero de ratas expuestas a la tarea de campo abierto (Weinstock et
al., 1992). En el caso del CMC, se ha encontrado que los niveles de CORT medidos durante la
sesion de pre-choque son de aproximadamente 200 ng/mL, que es un valor mayor al que se
observa en estado de reposo, pero no alcanza niveles tan altos como los que se obtienen 2-3 min
después de la aplicacion de los choques (Weinstock et al., 1998). En nuestro caso, este mismo
efecto se observé en el grupo de ratas entrenadas con 0.0 mA, a las que el cambio de las cajas
individuales hacia la camara, es decir, hacia un entorno nuevo, les genera un tipo de estrés que
resulta en una concentracion de CORT cercana a 180 ng/mL, que es mayor a la del grupo Control
pero que es similar a la que se observo en el grupo entrenado con la intensidad de 1.0 mA. De
hecho, no existen diferencias significativas entre estos dos grupos, lo que va en contra de la
varios reportes, en los que se encuentran diferencias entre los niveles de hormona en suero entre
intensidades de choque que varian en un rango de 0.0 a 1.0 mA (Cordero et al., 1998; Luyten,
Vansteenwegen, van Kuyck, Deckers, & Nuttin, 2011; Phillips & LeDoux, 1992). Debido a que
el grupo Control (Gnicamente manipulado) presentd niveles de hormona caracteristicos del estado
de reposo, la sesion de manipulacion y el método de sacrificio no fueron factores que

influenciaron la falta de diferencias en la concentracion de CORT entre los grupos de 0.0 y 1.0
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mA, lo que sugiere que fueron las condiciones del paradigma de CMC las que no permitieron
generar diferencias en la concentracion de los niveles de hormona entre ambas intensidades, tales
como la incapacidad de regular la frecuencia del chogue (en unidades de hertz) en el generador
de corriente o las grandes dimensiones de la caja de condicionamiento respecto a las usualmente
reportadas en la literatura, que impide la aplicacion de un choque uniforme a lo largo de la
gradilla donde se encuentra el animal.

Las ratas entrenadas con la intensidad de 3.0 mA tuvieron un retardo en la extincion y
fueron los unicos que mostraron valores de CORT significativamente mayores al resto de las
intensidades. Estos resultados pueden estar asociados, ya que se sabe que dependiendo de la
intensidad y la duracién del estrés es el tipo de efecto fisiologico provocado, de tal forma que
niveles bajos de estrés inducen alteraciones transitorias en los sistemas motivacionales y
emocionales que influyen en procesos cognitivos; niveles moderados inducen modificaciones
duraderas relacionadas con la plasticidad sinaptica, como la LTP; niveles altos estimulan cambios
morfologicos permanentes, tales como el aumento en la arborizacion dendritica y cambios en el
soma; mientras que niveles cronicos de estrés causan neurotoxicidad (Kim & Yoon, 1998).
Estudios donde se ha medido la cinética de la hormona en suero indican que los niveles son
mayores en un lapso de 10 a 15 min después de un evento estresante, y que permanecen elevados
durante 30 min (Béez et al, 1996). Por lo tanto, es muy probable que la CORT liberada después
del entrenamiento con la intensidad de 3.0 mA indujo la formacion de cambios plasticos durante
este periodo de tiempo, y que estos cambios se mantuvieron hasta el tiempo en el que se observo
la extincion.

Se sabe que para generar la conducta de congelamiento en el CMC se requiere de la
activacion del GR en el ndcleo lateral. En el presente trabajo observamos sefial de la presencia
del GR total (fosforilado y no fosforilado) y del GR activo (fosforilado en la S211), pero no
encontramos diferencias entre la densidad de la sefial entre todos los grupos de ratas. Sin
embargo, al obtener el porcentaje de GR activo, resultaron diferencias significativas de todas las
intensidades con el grupo control, pero no entre intensidades, ademés de que también se observo
el efecto estresante ejercido por la cdmara de condicionamiento sobre la activacion del GR, ya
que las ratas entrenadas con 0.0 mA mostraron un aumento en la fosforilacion del GR, que de
acuerdo a los antecedentes, sucede al aumentar la concentracion de CORT debido a estrés. Esto
permite establecer que el contexto utilizado en el CMC, ya sea la luz del cuarto donde se realizo
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el condicionamiento o el patrén de rayas dispuesto en la camara, 0 ambos, no son estimulos
neutros adecuados para funcionar como EC. Otra posible razon por la que no se encuentran
diferencias en el porcentaje de fosforilacion del GR entre los grupos entrenados con las diferentes
intensidades, es el periodo de tiempo posterior al entrenamiento en el que se obtuvieron las
muestras. Diversos reportes en donde miden la cinética de fosforilacion del residuo S211, han
observado que la sefial aumenta en un lapso de 30 min a 1 h después del tratamiento con algln
agonista, teniendo el pico maximo entre las 2 y 3 h (Lamber et al 2013; Blind & Garabedian,
2008), por lo que es probable que no se dio el tiempo suficiente para completar la fosforilacion
del GR.

Es de destacar que la medicién de la fosforilacion involucra Unicamente al residuo S211 en
humanos), que si bien ha sido considerado como un elemento clave para la regulacion
transcripcional que ejerce el GR, existen otros aminoacidos que sufren esta modificacion en el
receptor, tales como la S203 y S226, cuyas funciones son igual de importantes para su actividad.
Se sabe que hay diferencias en el requerimiento de ciertos residuos fosforilados para la
regulacion de genes especificos, es decir, existen isoformas del GR que son reclutadas de forma
diferencial y de una forma gene especifica (Blind & Garabedian, 2008), de hecho, cabe la
posibilidad de que en estado basal existan subpoblaciones de GR con distintas combinaciones de
residuos fosforilados, y que la hiperfosforilacion inducida por la hormona altere la distribucién de
estas subpoblaciones (Bodwell, et al., 1995). Por lo tanto, debido a que el presente trabajo no
considera a todos los residuos principales del GR que se fosforilan en presencia de ligando y que
son importantes para regular su actividad, no se descarta la posibilidad de que el efecto del
entrenamiento con diferentes intensidades de choque se relacione con la fosforilacion del GR en

otro residuo.

11. Conclusién

Con las condiciones utilizadas durante el desarrollo de la tarea de CMC y los parametros de
medicion de hormona y de receptor que se utilizaron en este trabajo, se encontro que los eventos
aversivos con diferente grado de emotividad tienen la misma adquisicion y retencién, pero
difieren en el proceso de extincion de forma proporcional a la intensidad del estimulo

estresante. EI desempefio conductual de los animales debido a la intensidad de choque eléctrico
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utilizado durante el entrenamiento no se relaciona con la cantidad de CORT liberada en suero,
ni con la densidad de GR fosforilado en la S211.

12. Perspectivas:

- Incluir una sesion de exploracién de las ratas en la camara de condicionamiento, un dia antes
de la sesion de entrenamiento, con el objetivo de disminuir los niveles basales de porcentaje de
congelamiento.

- Medir los niveles de fosforilacion del GR a los 30 y 60 min después del entrenamiento de la
tarea de CMC en cada una de las intensidades de choque para contemplar la cinética de
fosforilacion de forma maés detallada.

Con las mismas intensidades de choque utilizadas en el presente trabajo, medir la densidad de
GR fosforilado en otro(s) residuo(s) importante(s) en el funcionamiento del receptor, tales
como la S203 y la S226 que poseen un efecto diferente sobre la actividad del GR. De esta
forma se distinguiria el tipo de regulacion transcripcional que realiza el receptor en relacién
con la intensidad de choque utilizado durante el entrenamiento del CMC.

Realizar estudios de PCR en genes que se sabe son regulados por el GR, para saber si su
expresion se modifica en la amigdala debido al entrenamiento en el CMC, y si esto depende de

la intensidad del chogue.
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14. Apéndices

A Composicién de sustancias utilizadas para la cuantificacion de corticosterona en suero por
el método de ELISA
- Anticuerpo anti CORT: Solucién amarilla de anticuerpo policlonal de oveja anti CORT
- Solucidn conjugado: Solucidn azul de fosfatasa alcalina conjugada con CORT
- Solucion de término: Solucion de trifosfato de sodio en agua
- Solucion estandar: Solucién de 200,000 pg/mL de CORT

- Solucion substrato: Solucidn de p-nitrofenil fosfato en buffer

B Composicion de sustancias utilizadas para la medicion de GR fosforilado
- COMPLETE: Mezcla de varios inhibidores de proteasas con especificidad de amplio
rango. Inhibe proteasas de serina, cisteina y metaloproteasas en bacterias, mamiferos,
levadura y extractos de plantas.
- RIPA: Buffer compuesto de Tris-HCI 20 mM (pH 7.5); NaCl 150 mM; Na,EDTA 1 mM;
EGTA 1 mM; NP-40 al 1%; desoxicolato de sodio al 1%; pirofosfato de sodio 2.5 mM,;
B-glicerofosfato 1 mM; NazVO4 1 mM; 1 pg/ml de leupeptina.
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