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RESUMEN

Diversos hallazgos han demostrado que el hipocampo es una estructura
cerebral que participa de forma importante en los procesos de aprendizaje y
memoria. Se sabe también que bajo situaciones de estrés, se activan diferentes
mecanismos en el organismo, entre ellos la liberacion de las hormonas
glucocorticoides que ejercen su funcion a través de la union con receptores que se
encuentran distribuidos en diversos tejidos y estructuras, entre ellas, el
hipocampo. El presente trabajo tuvo como objetivo cuantificar el receptor a
glucocorticoides (GR) en el hipocampo dorsal de ratas que fueron entrenadas en
la tarea de evitacidn inhibitoria y a las cuales se les midié la extincion de la tarea.
Con esta finalidad se entrenaron ratas en la tarea de evitacion inhibitoria, que
fueron divididas en 4 grupos: entrenadas sin choque eléctrico (0.0 mA) vy
entrenadas con un choque eléctrico de 0.5 mA, 1.0 mA o 2.0 mA. Una vez
terminando el entrenamiento, a las 48 horas la mitad de las ratas de cada grupo
fueron usadas para medir la latencia retencion y la extincion de la tarea aprendida,
medida cada 24 horas durante nueve dias; este experimento nos permitio evaluar
la fuerza del aprendizaje y su resistencia a la extincion. La otra mitad fueron
sacrificadas a distintos tiempos después del entrenamiento (30 minutos, 2 horas y
4 horas para cada uno de los grupos) para medir la expresion del GR en el
hipocampo mediante la técnica de Western Blot, esto nos permitié tener en
consideracion una ventana temporal de la expresion del GR bajo la influencia de
diferentes intensidades de choque eléctrico. Los resultados nos permitieron
determinar que el estimulo aversivo mas fuerte tiene una resistencia mayor a la
extincion, en comparacion con los otros grupos y que la expresion del GR en el
hipocampo dorsal aumenta con respecto a los diferentes estimulos empleados y
se mantiene en la ventana temporal.



INTRODUCCION

El desarrollo de la ciencia es algo que sin duda ha llenado a la humanidad
de grandes beneficios, siendo su principal objetivo el conocimiento. Dentro de la
psicologia el conocimiento aplicado, como en otras ciencias, puede ser utilizado
para prevenir, tratar o solucionar diversas situaciones en las que se ve implicado
un organismo, humano o no humano, de manera conjunta o individual, el cual se

enfrenta dia a dia ante diversas situaciones propias asi como de su entorno.

Un individuo necesita del conocimiento para poder enfrentarse al medio que
lo rodea, varias investigaciones se han enfocado en establecer como es que esto
sucede y qué procesos se desarrollan para poder hacer frente a las exigencias de
este medio. En este sentido uno de los procesos principales que juega un papel de
gran relevancia y es de interés para la ciencia, es el aprendizaje, que es entendido
como aquel cambio relativamente permanente en la conducta que se debe a la

experiencia (McGaugh, 1973).

Ligado al proceso de aprendizaje, esta el proceso de la memoria, que
puede definirse como el almacenamiento de la informacién producto de la
experiencia. Estos dos procesos son de vital importancia para la supervivencia, ya
gue nos permiten servirnos de la experiencia previa para hacer frente a

situaciones posteriores.

En el dia a dia, los individuos se ven involucrados en diversas situaciones,
muchas de las cuales son potencialmente generadoras de estrés, provocando la

activacion de diversos mecanismos de respuesta ante dichas situaciones.

Por estrés puede entenderse a la respuesta generalizada no especifica del
cuerpo a cualquier factor que amenaza con desequilibrar las habilidades
compensatorias del cuerpo para mantener la homeostasis (Sherwood, 2001). Ante
una situacion de estrés, de amenaza o de peligro para el individuo, el organismo

reacciona poniendo en marcha mecanismos tanto del sistema nervioso central,



como de ciertos sistemas periféricos (Sandi, Venero y Cordero, 2001). La
activacion del eje Hipotaldmico-Pituitario-Adrenal (HPA) es uno de los
mecanismos que se ponen en marcha, teniendo como resultado la secrecion de
las hormonas adrenales conocidas como glucocorticoides. EI mecanismo principal
por el que actian los glucocorticoides, tiene lugar mediante la unién a sus
receptores especificos, siendo asi que los glucocorticoides al unirse a sus
receptores intracelulares en las distintas estructuras cerebrales, pueden modular
distintos procesos en el sistema nervioso central como por el ejemplo la formacion
de la memoria (Sandi et al. 2001). Se sabe que el hipocampo es el principal sitio
de unién de los corticosteroides en el cerebro de mamiferos. Por lo tanto, el
proceso del aprendizaje, la memoria y la respuesta al estrés estan ligados entre si.

Existen diversas tareas de aprendizaje mediante las cuales se pueden
medir diversos aspectos, para el caso del proceso de extincion, asi como de la
medicion del receptor a glucocorticoides, en el presente trabajo se utilizara la tarea
de evitacion inhibitoria que, como mencionan Garin-Aguilar et al. (2012) es posible
usar este modelo como una herramienta metodologica util para disociar la
participacion simultanea de multiples sistemas de memoria en los procesos de

aprendizaje y memoria.

Es asi que, con el fin de aportar conocimiento dentro de esta linea de
investigacion y teniendo en cuenta la relevancia del aprendizaje, el
almacenamiento de la informacion, el estrés y las respuestas que desencadenan
cada uno de estos procesos dentro del organismo, el objetivo del presente trabajo
fue Cuantificar el receptor a glucocorticoides en el hipocampo y su efecto en la

extincion de un aprendizaje aversivo.



ANTECEDENTES

A lo largo de la historia, el hombre ha buscado entenderse asi mismo, ha
cuestionado continuamente su existencia, del cédmo, por qué y para qué de las
cosas; pasando desde el estudio de la relacion mente-cuerpo, el alma, los
pensamientos, la relacion individuo-entorno hasta los procesos neurobiol6gicos de

la conducta.

Dentro de los procesos neurobiolégicos mas estudiados se encuentran el
aprendizaje y la memoria ya que la capacidad de aprender y recordar es esencial
para nuestra supervivencia (McGaugh, 2013). El poder recordar lo que ha
sucedido nos permite predecir lo que es probable que suceda y alterar nuestro
comportamiento en consecuencia. Es asi como numerosas investigaciones y
experimentos se han encaminado para obtener mayor informacion acerca del
funcionamiento de estos procesos y sus efectos. Squire (1987) indica que los
estudios sobre aprendizaje hacen énfasis en la adquisicion de conocimiento y
desarrollo de nuevas conductas y los de memoria subrayan el papel de la
retencion o recuerdo de las conductas y otros eventos; la memoria se refiere a la
persistencia del aprendizaje en un estado que puede ser revelado un tiempo
después; por su parte Sperling (2004) sefiala que la memoria es la prueba de

haber aprendido, es el conocimiento de una experiencia pasada.
1. Aprendizaje

La relevancia del aprendizaje dentro de nuestras vidas diarias es
indiscutible, ha constituido la base principal de la supervivencia de las muchas
especies, incluyendo la nuestra (Mendoza, 2002), en su sentido mas amplio hace
posible la socializacibn humana (McGaugh, 1973). Las diversas definiciones de
aprendizaje coinciden en que este proceso es un cambio relativamente

permanente en la conducta de un sujeto, que resulta de la experiencia. Al limitar el



aprendizaje a cambios relativamente permanentes, se excluyen modificaciones de
la conducta debidas a factores de motivacion, a la adaptacion sensorial 0 a la
fatiga. Al sefialar que la préactica, el entrenamiento y la experiencia son las
condiciones esenciales del aprendizaje, se excluyen cambios de la conducta que
son resultado de la maduracion, la senectud, o de variables fisiol6gicas (Bower y
Hilgard, 2011). Mendoza (2002) comenta que esta capacidad de establecer

cambios en nuestra conducta es posible gracias a la plasticidad cerebral.

El aprendizaje se ha dividido en no asociativo y asociativo. El primer tipo de
aprendizaje implica experiencia con un solo estimulo o con dos estimulos que no
tienen necesariamente una relacion temporal (Mendoza, 2002), donde se

encuentra la habituacion, la sensibilizacion y la impronta.

La habituacion es considerada como la disminucion o decremento de una
respuesta innata a un estimulo a medida que éste se repite ) ya que el organismo
aprende las propiedades de un estimulo novedoso inofensivo o no reforzante y por
tanto, suprime su respuesta ante él (Rosenzweig & Leiman, 2003; Mendoza,
2002). La sensibilizaciéon ocurre cuando un estimulo fuerte del mismo tipo, o
incluso de otra modalidad sensorial, provocard a menudo que la respuesta a
presentaciones sucesivas del estimulo habituado incremente su amplitud
(Rosenzweig & Leiman, 2003). Mientras que la impronta es un tipo de aprendizaje
gue se observa con facilidad en animales que nacen con un estadio relativamente
avanzado de desarrollo, sobre todo motor, donde los animales jovenes comienzan
a seguir el primer objeto relativamente grande y en movimiento que ven; es la
forma en que el individuo se integra al grupo de su misma especie en condiciones

normales (Mendoza, 2002).

Por otro lado, el aprendizaje asociativo implica la asociacion entre eventos:
un estimulo y una respuesta, una respuesta y su consecuencia, o entre dos 0 mas
estimulos (Mendoza, 2002); dentro de este tipo de aprendizaje encontramos el

condicionamiento clasico y el condicionamiento operante.



1.1 Condicionamiento Clasico

Abordado inicialmente por el fisilogo ruso Ivan Petrovich Pavlov, el
condicionamiento clasico se basa en la fuerza de la asociacion entre un estimulo
neutro (estimulo condicionado (EC)), incapaz por si mismo de producir una
respuesta, con un estimulo incondicionado (El) que si la evoca; al cabo de varios
ensayos o0 apareamientos, el estimulo neutro, como consecuencia de su
asociacion con el estimulo incondicionado, sera capaz de producir una respuesta
condicionada (RC) muy semejante a la respuesta incondicionada (RI) (Gonzélez-
Cabanach, 1995). Bermudez-Rattoni, Quirarte y Prado-Alcala (2001) mencionan
gue para obtener un reflejo condicionado se comienza con la adquisicién por
asociaciones repetidas, es decir, la repeticion de la presentacion del El después
de la presentacion del EC. Una caracteristica importante es que el EC siempre
debe preceder al El. Pavlov encontré que se requeria de un intervalo de tiempo
entre los dos estimulos y hallé que cuando el El ya no se presenta durante varios
ensayos, es decir, que el estimulo condicionado se presenta solo, la respuesta
empieza a decaer gradualmente e inclusive puede llegar a desaparecer; a esto se
le llama extincion de la respuesta. Después de que hay una completa extincion y
se vuelve a presentar solo el EC, se puede dar de nuevo la respuesta, fenomeno
al que se le llama recuperacion espontanea. También es sabido que el aprendizaje
se facilita mediante el aumento del intervalo entre ensayos repetidos (McGaugh,
1966).

1.2  Condicionamiento instrumental u operante

La base del aprendizaje instrumental fue desarrollada por Edward
Thorndike que identifico la forma de aprendizaje dada por ensayo y error, a la que
posteriormente se le llamo aprendizaje por seleccidn y conexion; en esta situacion
los sujetos que aprenden se enfrentan a un problema y deben alcanzar una meta y
lo hacen cuando seleccionan una respuesta entre un namero de posibilidades,
ejecutan esa respuesta y en consecuencia arriban a un resultado (Bower e Hilgard
2011).



Tiempo después B. F. Skinner desarroll6 el condicionamiento operante, que
radica en la distincion entre la conducta respondiente y la conducta operante, este
condicionamiento implica una relacion de contingencias en donde un estimulo es
seguido por una respuesta, y a esta Ultima le sigue una consecuencia, la cual
tendrd un efecto directo sobre la probabilidad de presentacion futura de la
respuesta (Mendoza, 2002).

1.3 Reforzadores y castigos

Un reforzador es cualquier estimulo que incrementa la probabilidad de
ocurrencia de una respuesta; los reforzadores positivos son aquellos cuya
presentacion contingente a la respuesta aumenta la probabilidad de aparicion de
esa respuesta; mientras que los reforzadores negativos son aquellos cuya retirada
contingente a la conducta incrementa la probabilidad de que esta conducta vuelva

a repetirse.

El castigo es cualquier estimulo que decrementa la probabilidad de
ocurrencia de una respuesta; el castigo positivo es aquel estimulo aversivo cuya
retirada contingente a la conducta disminuye su probabilidad de aparicion,
mientras que el castigo negativo consiste en la retirada de un refuerzo positivo que
posee el sujeto, retirada que se efectia como consecuencia de la conducta que se

desea suprimir, disminuyendo asi la probabilidad de aparicion de esa conducta.

Dentro del aprendizaje operante podemos entender a la extincibn como
aquella fase del aprendizaje donde se presenta un decremento de la conducta
debido a la suspension del reforzador (Bermudez y Prado-Alcalad 2001), en
aquellas ocasiones donde se utiliza algun estimulo aversivo podria entenderse
gue es el proceso teorico que representa el descenso de miedo condicionado.
Kesner y Martinez (2007).



Se sabe también que en la experiencia aprendida, la intensidad del estimulo
tiene un efecto sobre la fuerza de la respuesta condicionada y que las diferencias
en la fortaleza del aprendizaje deben poder manifestarse durante una prueba de
resistencia a la extincion (Garin-Aguilar et al. 2012). Las fases o etapas del
aprendizaje quedan representadas en la Figura 1.

ADQUISICION ~ MANTENIMIENTO EXTINCION

Recuperacion
espontanea

|
I
|
|
|
|
|

 — e —

Etapas del aprendizaje

Figura. 1. Representa las etapas del almacenamiento de informacion.

2. Memoria

La memoria es reconocida como el almacenamiento de informacion
proveniente del aprendizaje, es una asombrosa habilidad, producto de la evolucién
del cerebro humano (Téllez, 2005), cada persona ha tenido diversas experiencias
a lo largo de su vida, algunas agradables y otras no, sin embargo, cada una de
esas experiencias provee de informacion, la cual es almacenada dentro de
nosotros, gracias a esto, nos es posible tener una percepcion propia acerca de las
cosas, sirve como referencia para nuestra toma de decisiones, saber qué nos
gusta y qué no, reconocer a las personas con quienes hemos convivido, identificar
los lugares en los que hemos estado y cuéles nos faltan por conocer, es decir,
tenemos una referencia de donde venimos y hacia donde queremos dirigirnos.
Esta habilidad ha influido en la acumulacion de mayor experiencia y en el

desarrollo de aprendizajes mas complejos.; Kandel (2007) por su parte resalta que
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la memoria no solo es esencial para la continuidad de la identidad sino para la
transmision de la cultura, la evolucion y la continuidad de las sociedades a lo largo
de las centurias (Kandel, 2007). La capacidad de abstraer informacion del medio
ambiente, almacenarla y recrearla para generar nuevas formas de resolver
problemas es una de las cualidades mas importantes de nuestro cerebro (Rueda-
Orozco et al., 2006).

Es necesario recalcar que la memoria y el aprendizaje estan estrechamente
relacionados, la memoria implica la adquisicion previa de informacion
(aprendizaje) y el aprendizaje requiere la retencion de esa informacion (Téllez,
2005), no podemos observar la evocacion o recuperacion de la informaciéon si

antes ésta no fue aprendida (Mendoza, 2002).

La memoria no es una construccion unitaria, por el contrario, los recuerdos
gue uno tiene son tan diversos como la experiencia que los producen (Kesner y
Martinez, 2007). Las investigaciones sobre las bases fisiologicas de la memoria
han desembocado en diversos intentos por encontrar la evidencia de algun cambio
permanente en las funciones neuronales como producto de la experiencia
(McGaugh, 1966).

En cuanto a la temporalidad o duraciéon del almacenamiento de la
informacion, se ha clasificado a la memoria como memoria a corto plazo y
memoria a largo plazo. Los procesos a corto plazo proporcionan una base
temporal de recuerdo de experiencias, y la consolidacion de las huellas a largo

plazo implica procesos que ocurren en intervalos relativamente largos de tiempo.

En lo que se refiere a las caracteristicas propias de la informacion
almacenada, encontramos las memorias visual, auditiva, kinestésica, espacial,
emocional y semantica (Téllez, 2005). También se menciona la concurrencia de la

memoria explicita y la implicita (Kandel, 2007).
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2.1 Consolidaciéon

Se han realizado diversas investigaciones sobre las bases fisioldgicas de la
memoria intentando encontrar la evidencia de algin cambio permanente en las

funciones neuronales como producto de la experiencia (McGaugh, 1966).

Para que la informacién pueda quedar almacenada debe pasar por un
proceso de consolidacién, el cual puede entenderse como la estabilizacién
progresiva de la memoria de largo plazo después de la adquisicion. El término de
consolidacion se utiliza cominmente para referirse a dos tipos de procesos, la
consolidacion sinptica que se lleva a cabo dentro de los primeros minutos a horas
después de aprender y se produce en todos los sistemas de memoria estudiados
hasta el momento; y la consolidacion de los sistemas de memoria que implica a
las estructuras cerebrales, y conlleva mucho mas tiempo. En este proceso de
consolidacion, el hipocampo funge una funcion de filtro de informacién ya que ésta
llega al hipocampo donde hay una reorganizacion de la informacion para después
ser almacenada en otras areas (Dudai, 2004). La consolidacién de la memoria
requiere de tiempo y bajo al menos algunas circunstancias, los procesos de
consolidacion parecen ser susceptibles a una variedad de influencias que pueden
facilitarla o perjudicarla (McGaugh, 1966); lo que ha proporcionado una
oportunidad para la investigacion de este proceso y poder establecer las
condiciones que ocurren después del aprendizaje para regular la fuerza de la
memoria (McGaugh, 2013). Por lo tanto, la consolidacion de la memoria es el
proceso que media entre la experiencia de un suceso y el almacenamiento de la
misma (Téllez, 2005). A través de diversas tareas experimentales que permiten
estudiar a la memoria, se ha encontrado que cada ensayo de entrenamiento
repetido puede potenciar los procesos de corta duracion que subyacen a la
adquisicién y a su vez mejora simultaneamente la consolidacién a largo plazo. En

la Figura 2 se muestra el modelo estandar de la consolidacién de la memoria.
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Consolidaciéon

Recuperacion
MCP MLP ¢

Recuperacion

'

Memoria

Figura 2. Modelo estandar de la consolidacién de la memoria. MCP: memoria de
corto plazo, MLP: memoria de largo plazo. Tomado de Dudai (2004).

Los resultados experimentales han aportado pruebas solidas de que los
estimulantes del sistema nervioso central pueden facilitar el aprendizaje
mejorando la consolidacion de la memoria. Amplia evidencia sobre la
consolidacion de la memoria ha venido de estudios de amnesia inducida
experimentalmente (McGaugh, 1966). Se sabe que las hormonas adrenales del
estrés, la epinefrina y la corticosterona liberada por la excitacion emocional
regulan la consolidacién de la memoria a largo plazo (McGaugh, 2013). Apoyando
a esta idea, Sandi (1998) encontré evidencia de que los glucocorticoides durante
el post-entrenamiento, a través de la actuacion especifica de los receptores a

glucocorticoides en el cerebro, modulan la formacion de la memoria.

La memoria en si, implica la activacion y modulacion de diversas
estructuras cerebrales, las cuales trabajan como un sistema y cada una de estas
estructuras esta involucrada con la memoria segun el tipo de informaciéon que

deba ser almacenada. Es debido a esto que la clasificacion de la memoria, asi
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como su relacion con las estructuras cerebrales, ha sido objetivo de diversas
lineas de investigacion. Sweatt y McKnight (2010), mencionan que la mayoria de
las regiones neuroanatomicas humanas que estan asociadas con los sistemas de

memoria especificos han sido identificadas usando enfoques clinicos.

Lo cierto es que la memoria no funciona de manera aislada o solamente
sobre una estructura en particular; no se almacena sélo un tipo de informacion,
sino mas bien puede hablarse de sistemas y diferentes tipos de informaciéon que
provienen de diversos estimulos del medio. McGaugh (2013) comenta que a los
diversos momentos de la vida no se les da el mismo peso en la memoria, nosotros
no recordamos igualmente toda nuestra experiencia, aunado a esto Sweatt y
McKnight (2010) mencionan que la conceptualizacion moderna de la memoria en
los seres humanos es el hecho de que la memoria se lleva a cabo por multiples
sistemas de memoria. Ahora pensamos en la memoria humana como un complejo
de varios componentes, proceso de multiples entradas y salidas. Es sabido que
hay diferentes estructuras que participan en el proceso de la memoria, ejemplo de
esto es el hipocampo, al cual se le ha relacionado con la memoria de tipo espacial
(Broadbent, Squire y Clark, 2004). Ver Figura 3.

MEMORIA

ACORTO PLAZO ALARGO PLAZO

SENSORIAL DE DECLARATIVA DE PROCEDIMIENTO
TRABAJO (EXPLICITA) (IMPLICITA)
I
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Figura 3. Tipos y subtipos de memoria con las respectivas estructuras cerebrales
implicadas. Tomado de Téllez (2005).
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Prado-Alcala et al. (2006) mencionan que con el desarrollo de la biologia
celular y molecular, se han descrito algunos de los mecanismos intimos
neuronales que son desencadenados a partir de experiencias de aprendizaje, que
a través del proceso de consolidacion, tienen como consecuencia la formacién de
la memoria de largo plazo. La formacién de esta memoria depende de la
activacion de genes especificos que contienen la codificacion necesaria para la
sintesis de proteinas. De esta manera, la informacion derivada de una experiencia
de aprendizaje podria quedar almacenada en virtud de cambios en la estructura y
metabolismo neuronales (crecimiento dendritico, génesis de espinas dendriticas,
incremento en la produccion y liberacidbn de neurotransmisores, sintesis de
receptores de membrana sensibles a neurotransmisores especificos, etc.). A
mediados de los afios noventa se habia demostrado que cierto factor de
transcripcion, el CREB desempeiiaba una funciéon clave en la conversion de la
memoria a corto plazo en memoria a largo plazo (Fields, 2005). También se ha
estudiado el papel que juegan distintos tipos de hormonas y neurotransmisores en
el proceso de aprendizaje y memoria; en el encéfalo la mayoria de las neuronas
se comunican entre si liberando mensajeros quimicos denominados
neurotransmisores que provocan respuestas eléctricas postsinapticas al unirse a
distintos componentes de un grupo diverso de proteinas denominadas receptores
de neurotransmisores (Purves et al., 2008). Gracias a estos transmisores
nerviosos las neuronas se pueden comunicar y los sistemas del cerebro pueden
realizar sus funciones cognoscitivas. Cualquier modificacion relevante en la
funcién de los neurotransmisores puede producir alteraciones psicolégicas. Los
neurotransmisores mas conocidos son la dopamina, la acetilcolina, el glutamato, el
GABA, la serotonina y la norarenalina (Téllez, 2005). Las hormonas, por su parte,
son sustancias quimicas secretadas por las glandulas endocrinas, se necesitan en
cantidades muy pequefias y sirven como reguladores en ciertos procesos muy
especificos (Ardila, 2007). Las células en el cerebro, contienen los tipos de
receptores para las hormonas que median estos cambios en la expresion génica
(McEwen, Sakai, y Spencer, 1993). Se sabe que hay hormonas que participan

activamente en el proceso de la memoria, las principales son las hormonas del
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estrés: el cortisol y la adrenalina, secretadas por las glandulas suprarrenales
(Teéllez, 2005). Las hormonas influyen en los procesos metabdlicos actuando sobre
ellos activando funciones ya existentes; tienden a excitar o a inhibir sistemas de
enzimas (Ardila, 2007).

Se sabe que ante una situacién de estrés, en el organismo se activan
numerosos receptores de diferentes tipos de neurotransmisores y de esta forma
se activan circuitos del sistema nervioso para responder ante esta situacion, estos
mecanismos estan relacionados con el almacenamiento de la informacion. Es asi
gue el proceso de aprendizaje, memoria y respuesta al estrés estan ligados entre

s

Sl.

Existen diversas tareas de aprendizaje mediante las cuales se pueden
probar o medir diversos aspectos, para el caso del proceso de extincion, asi como
de la medicion del receptor a glucocorticoides, en el presente trabajo se utilizara la
tarea de evitacion inhibitoria que, como mencionan Garin-Aguilar et al. (2012) es
posible usar este modelo como una herramienta metodologica util para disociar la
participacion simultanea de multiples sistemas de memoria en los procesos de
aprendizaje y memoria que permitira desentrafiar las relaciones de competencia o

de cooperacién entre los sistemas participantes.
3. Hipocampo

El hipocampo recibe su nombre debido a su forma curvada similar a la del
caballo de mar, Kolb y Whishaw (2009) sefalan que esta estructura se extiende
siguiendo una curva desde el neocértex lateral del 16bulo temporal medial hasta la
linea media del encéfalo y se encuentra dentro del |6bulo temporal, esta
conectado a las estructuras corticales temporales por la via perforante y a los
cuerpos mamilares del tronco encefélico, al nacleo accumbens y al talamo. A su
vez el hipocampo esta conectado al resto del encéfalo a través de la via perforante
(porque perfora el hipocampo) y lo conecta con el tAlamo y la corteza frontal, los

ganglios basales y el hipotalamo.
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La informacién sensorial de las diversas areas sensoriales corticales se
canaliza hacia el hipocampo a través de la corteza perirrinal y entorrinal, que son
las areas corticales en la proximidad anatémica inmediata del hipocampo en el
I6bulo temporal (Sweatt y McKnight, 2010).

El hipocampo esta formado por dos circunvalaciones, el asta de Ammon o
cuerno de Ammon (CA) y la circunvolucién dentada o giro dentado; cada una
contiene un tipo de célula distinto; en el asta de Ammodn se encuentran células
piramidales, en cambio en la circunvolucion dentada encontramos células
granulares; las células piramidales del asta de Ammoén estan divididas en cuatro
grupos: CA1, CA2, CA3, y CA4. Las conexiones entre la circunvolucion dentada y
el asta de Ammon son amplias, de modo que casi todas las células granulares se
conectan a todas las células piramidales; esta interconectividad sugiere que
después de una lesion parcial, las partes que quedan pueden conservar intactas
algunas de las funciones de las estructuras; Dentro del hipocampo, las vias
aferentes desde la corteza vienen por la circunvolucién dentada y desde alli se
proyectan hacia el asta de Ammon. Por lo tanto, las células granulares son las
células “sensitivas” del hipocampo y las células piramidales son las células
motoras. Las células CAl se proyectan hacia otra parte del I6bulo temporal
denominada subiculo, y las células del subiculo se proyectan de vuelta hacia la
corteza del I6bulo temporal y hacia el tdlamo y el tronco encefélico (Kolb y
Whishaw, 2009).

Se sabe de la participacion del hipocampo en la memoria de humanos
debido a lesiones ocurridas en esta estructura como producto de accidentes.
También es sabido que el hipocampo permite que se lleve a cabo la memoria

declarativa, episodica y espacial (Sweatt y McKnight, 2010).
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Figura 4. Dibujo de las subregiones y conexiones neuronales del hipocampo.
Modificado de Ramon y Cajal (1899).

El hipocampo tiene una relevancia imprescindible en sus funciones, ya que
es parte de un sistema multimodal de integracion sensorial en el sistema nervioso
central (Sweatt y McKnight, 2010).

En su relacion con el estrés, el aprendizaje y la memoria Kesner y Martinez,
(2007) comentan que debido a su participacion y la induccion de la potenciacion a
largo plazo, que son caracteristicas de las primeras etapas del proceso de
aprendizaje y memoria, la exposicion de estrés puede ser clasificado como un

factor de atencion y reforzante auxiliar en el proceso de la memoria.
4. Estrés y memoria

Joseph-Bravo y De Gortari (2007) indican que el estrés, incluye cualquier
estimulo externo que cause un cambio en el equilibrio del organismo y que puede
definirse como la respuesta de un sistema autorregulable a una alarma general. El
estrés a nivel comportamental, inevitablemente conlleva una multitud de correlatos
fisiol6égicos, hormonales y moleculares en el organismo (Sandi et al. 2001). Las

situaciones de estrés agudo producen elevacion en la actividad hormonal
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(fundamentalmente de hormonas corticosteroideas y de adrenalina). El agente que
induce esta respuesta es llamado estresor, mientras que el estrés se refiere al

estado inducido por el estresor (Sherwood 2001).

En este trabajo, entenderemos al estrés como el estado creado en un
organismo enfrentado a agentes reales o simbodlicamente nocivos para su
integridad, estado que desencadenaria una serie de respuestas no especificas,
desarrolladas en el curso de la filogenia y conservadas gracias a su valor
adaptativo a estos agentes (Vigas, 1980). El estrés representa una interaccién
entre los diversos elementos del medio ambiente, incluyendo el "entorno externo "
del organismo, otros organismos vivos Yy los resultados de una serie de
experiencias que desafian la homeostasis y activan la secrecion de hormonas
(McEwen et al. 1993). Cada malestar en el cuerpo, ya sea real o imaginario,
provoca una respuesta de estrés, que sirve para restaurar la homeostasis y

facilitar la adaptacion (de Kloet, Vreugdenhil, Oitzl y Joéls, 1998).

Ante una situacion de estrés, el organismo reacciona activando diversos
sistemas a traves de los cuales busca regresar a todo el cuerpo a la homeostasis,
y lograr la restauracion del equilibrio fisioldgico que es el objetivo final de la
respuesta del cuerpo al estrés. Para que haya estrés en el organismo es necesario
tener un estimulo que lo cause, sea interno o externo. La reaccion de cada
organismo ante una situacion de estrés depende de diversos factores y es en
funcidn de la naturaleza, intensidad, duracion y frecuencia del estimulo estresante
gue se producen cambios a corto o largo plazo, en toda una serie de sistemas
(Sandi et al., 2001), asi como de las regiones activadas del sistema nervioso
central (en particular el sistema limbico: amigdala, corteza frontal, hipocampo e
hipotalamo) y los neurotransmisores involucrados (Joseph-Bravo y De Gortari,
2007).

Resaltando la importancia de la funcién de las hormonas y sus receptores,
cabe sefalar que la especificidad de los efectos hormonales esta determinada por
la selectividad de los receptores en las membranas celulares y por los genes

especificos involucrados en las células (Rosenzweig y Leiman, 2003). También es
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bien sabido que el modo como reacciona cada persona ante una situacion
particular, se encuentra estrechamente ligado al modo como las multiples
experiencias de la vida han ido labrando su cerebro y en definitiva, su estilo
cognitivo (Sandi et al., 2001), por lo que varia de organismo en organismo.

Siguiendo en la linea del estrés, Joseph-Bravo y De Gortari (2007) sefalan
qgue existen diferentes tipos de estresores, como los estresores fisicos que son
estimulos que alteran el estado fisiol6gico afectando mecanismos homeostaticos
gue activan las vias nerviosas que llegan a nucleos localizados en la parte
superior de la médula espinal y en el tallo cerebral, los cuéles envian aferentes
directamente al nucleo paraventricular del hipotdlamo e incitan una respuesta
rapida y necesaria para la supervivencia, pero no requieren mayor interpretacion
por estructuras superiores del cerebro. Por otro lado los estresores psicolégicos
son estimulos que amenazan el estado actual del individuo o provocan un estado
de anticipacion aun cuando no representen una amenaza inmediata a las
condiciones fisioldgicas; necesitan ser procesados por la corteza antes de iniciar la
respuesta al estrés para tener un significado fisioldgico, y dependen en gran
medida de experiencias previas. Esta informacion es organizada en las estructuras
limbicas induciendo las respuestas neuroendocrinas y conductuales al estrés. Por
lo tanto, dependiendo del tipo de estrés, fisico o psicolégico, se activan las

neuronas del tallo cerebral o las de areas del sistema limbico.

Durante la respuesta del organismo al estrés, es inminente hablar de la
activacion del eje Hipotalamico-Pituitario-Adrenal (HPA), Sandi et al. (2001)
marcan que la activacion del eje HPA tiene como consecuencia final la secrecion
de glucocorticoides. Si los glucocorticoides alcanzan niveles elevados por tiempos
prolongados pueden resultar perjudiciales para el organismo, pudiendo producir,
entre otras alteraciones: dafio neuronal, ansiedad depresion, hipertension,
infertilidad, entre otros; asi pues, es importante para el organismo que la

activacion del eje HPA sea regulada con particular precision.

Lo que se denomina estrés a nivel comportamental, inevitablemente

conlleva una multitud de correlatos fisiolégicos, hormonales y moleculares en el
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organismo. Las situaciones de estrés agudo producen elevaciones en la actividad
hormonal (Sandi et al., 2001). Joseph-Bravo y De Gortari (2007) sefialan que los
glucocorticoides proveen la energia necesaria a los musculos para efectuar la
respuesta e influyen en la transmision sindptica. Asi mismo se ha comprobado que
ante la sobre activacion prolongada, se desencadenan diversas patologias en el

organismo.
4.1 Eje Hipotalamo-Pituitario-Adrenal (HPA)

Una de las respuestas principales del organismo ante una situacion de
estrés, es la activacion del eje Hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA). El hipotalamo
es el encargado de coordinar y modular la rapida respuesta del sistema simpatico
junto con la activacion del eje HPA (Sandi et al.,, 2001). También regula la
secrecion de glucocorticoides a través de la liberacion de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH), asi como la vasopresina y la oxitocina, que actuan
sinérgicamente en la hipofisis para causar la liberacion de ACTH (McEwen et al.,
1993).

Sandi et al. (2001) describen el proceso del eje HPA e indican que
inicialmente, en respuesta a distintos agentes estresantes, se producen sefiales
de activacion procedentes de distintas estructuras cerebrales, que convergen en
un grupo de neuronas parvocelulares del ndcleo paravetricular del hipotalamo,
estas neuronas sintetizan la hormona liberadora de corticotropina (CRH); esta es
liberada en la eminencia media, en donde hay una serie de capilares que forman
un sistema de vasos portales, estos vasos ponen en comunicacién al hipotalamo
con la hipdfisis anterior o adenohipdfisis. Al llegar a la adenohipofisis, la CRH
estimula a las células corticotropicas, que sintetizan y liberan a la circulacion
sanguinea la hormona corticotropina (ACTH), la cual una vez secretada a la
circulacién sanguinea activa la captacion de glucosa en el musculo esquelético y
al llegar a las glandulas adrenales, estimula la produccién vy liberacion de los
glucocorticoides a la sangre, en donde la maxima concentracion de estas
hormonas suele observase a los 30 minutos de haber comenzado la situacion

estresante, aunque autores como Kloet et al. (1998) mencionan que la secrecion
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de corticoides suprarrenales suele alcanzar niveles maximos a los 15 minutos

después de la activacion de HPA.

En resumen, la activacion del HPA tiene como resultado final la secrecion
de glucocorticoides. Este hecho constituye un paso fundamental en la respuesta
adaptativa del organismo frente a una situacion de estrés. Actuando
principalmente en el hipotalamo y en la hipdfisis, los glucocorticoides son capaces
de regular su propia liberacion, inhibiendo tanto la secrecion como la sintesis de
CRH y ACTH (Sandi et al., 2001). Ver Figura 5.
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Figura. 5. Muestra la regulacion del eje HPA. Tomado de Kronenberg et al. (2003).
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4.2 Los Glucocorticoides

Los glucocorticoides son un grupo de hormonas esteroideas
adrenocorticales, tienen efectos metabodlicos que incluyen la estimulacion de la
gluconeogénesis, aumentan el catabolismo de las proteinas, la movilizacién de
acidos grasos, y una potente inhibicion de la respuesta inflamatoria (Kesner y
Martinez, 2007), son pequefas Yy lipdfilas, con escasa solubilidad en los medios
acuosos, son secretadas inmediatamente después de ser sintetizadas por lo que
no pueden ser almacenadas; se transportan a través de la sangre (Koolman vy
Rohm, 2004); al ser liberados a la circulacién se unen a determinadas proteinas
plasmaticas que ayudan a su transporte (Sandi et al., 2001); su naturaleza
lipofilica les permite entrar a la célula y actuar sobre receptores intracelulares,
sobre todo a nivel de la transcripcion, por o que necesitan unirse a su receptor
para poder ejercer su mecanismo de accion, uniéndose en el citoplasma de la
célula, formando el complejo receptor-hormona, una vez unido a su receptor, el
glucocorticoide es llevado al nucleo celular, la accién hormonal produce, en un
lapso de minutos a horas, concentraciones cambiantes de RNAm para las
proteinas clave de los procesos celulares, es decir, de la respuesta celular
(Koolman y Ro6hm, 2004). La sensibilidad hacia los glucocorticoides varia
considerablemente entre los individuos, incluso en el mismo individuo, la
capacidad de respuesta a los glucocorticoides se diferencia entre los tejidos (Lu y
Cidlowski, 2006). Como reflejo de esta amplia gama de funciones, la elaboracion
de glucocorticoides sintéticos compone una gran clase de farmacos
indispensables en el tratamiento de la inflamacion, trastornos autoinmunes,

cancer, rechazo de trasplantes de érganos y edema cerebral.

Las glandulas adrenales liberan diferentes hormonas en el organismo, estas
hormonas difieren en funcidn unas de otras y son producidas en distintas partes
estructurales de las glandulas adrenales como se muestra en la Figura 6. El
cortisol (en humanos, corticosterona en roedores), es el glucocorticoide mas
importante que se produce en la corteza suprarrenal, ya que regula el

metabolismo de las proteinas y de los hidratos de carbono estimulando la
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degradacion de las proteinas y la conversion de los aminoacidos en glucosa, es
asi que permite se incremente el nivel sanguineo de azucar (Koolman y Réhm,
2004).
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Figura. 6. Estructura de las glandulas adrenales y su produccion de hormonas.
Modificado de Téllez (2005)

La accion de los glucocorticoides depende del tejido y la especificidad de la
célula blanco. Las células diana de los glucocorticoides se distribuyen
ampliamente por todo el organismo de los mamiferos; a pesar de que los efectos
hormonales difieren ampliamente entre diferentes células diana, tales células
tienen el mismo sistema en el que el receptor funciona como mediador intracelular
entre la sefial hormonal y la respuesta celular (Gehring, 1993). Tres elementos
clave pueden afectar la regulacién de la transcripcion por los glucocorticoides: la
disponibilidad ligando, el propio receptor y el reclutamiento de cofactores y otras

proteinas (Lu y Cidlowski, 2006).
4.3 Receptor a glucocorticoides (GR)

Las acciones de la corticosterona en el cerebro estdn mediadas por su
unién a receptores especificos, el receptor de glucocorticoides (GR) y los
receptores de mineralocorticoides (MR) (de Kloet et al., 1998). El MR se encarga
del mantenimiento de la actividad HPA basal y el GR facilita la recuperacion de la

activacion inducida por el estrés (de Kloet et al., 1998). Ambos tipos de receptores
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se producen en el hipocampo en concentraciones altas, pero estan presentes
también en otras areas del cerebro y en otros tejidos del cuerpo (McEwen et al.,
1993). En definitiva es la unidon de esteroides al receptor el primer paso en los
eventos bioquimicos de la accion de glucocorticoides (Gehring, 1993) y es el
hipocampo la estructura cerebral con mas GR (McEwen et al., 1968 y Reul y De
Kloet, 1985).

El GR tiene una estructura modular que estd formada por dominios de
diferente longitud y funcién; los cuales son el dominio regulador, el dominio para la
union al DNA y el dominio para la union con la hormona (Koolman y R6hm, 2004).
Ante la ausencia de hormona, el GR se encuentra en el citoplasma como
monomero en complejo con proteinas chaperonas, principalmente con la proteina
de choque térmico hsp90 (Koolman y R6hm, 2004). Al unirse el GR a la hormona
se da un cambio profundo en la estructura del receptor que da como producto la
activacion del receptor (Gehring, 1993), el complejo hormona-receptor es
conducido al nucleo, pasando a través de la membrana nuclear donde puede
unirse directamente al ADN para regular la expresion del gen diana a través de
secuencias especificas del ADN que reconocen al GR activado y se denominan
elementos de respuesta a glucocorticoides (GRES). Existen dos tipos de GRESs:
GREs positivos que determinan la induccion de la transcripcion y GREs negativos
gue la reprimen. ElI GR interactia con factores de transcripcion tales como
activadores de proteina, transductores de sefial y activadores de la transcripcion,
dandole al complejo hormona-receptor la capacidad de interactuar ahora con el

genoma (Koolman y R6hm, 2004).

El GR activado también recluta selectivamente cofactores de manera
coordinada, muchos de los coactivadores relacionados con el GR contienen
histona acetiltransferasa intrinseca y la actividad metiltransferasa, que altera la
estructura de la cromatina y facilita el acceso de los componentes de la

maquinaria de transcripcion al ADN (Lu y Cidlowski, 2006).

Ell dominio de unién a la hormona determina la especificidad de unién al

esteroide, es el dominio de unién a ADN el responsable de la expresion de genes
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especificos de glucocorticoides; el dominio de union a la hormona cubre una parte
importante de la secuencia del receptor principal ya que diferentes subregiones
dentro del dominio de wunion de las hormonas contribuyen, directa o
indirectamente, a la integridad, el plegamiento correcto y la funcionalidad de este
dominio receptor (Gehring, 1993).

En conclusién, la wunion de los glucocorticoides induce cambios
conformacionales en el receptor, la disociacion de proteinas chaperonas, la
dimerizacién del receptor, la importacion nuclear y de unién al ADN (Lu y
Cidlowski, 2006).
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Figura 7. a) Muestra el eje HPA, su interaccion con el hipocampo; b) procedimiento
de unién de los glucocorticoides con el GR. Tomado de Sandi (2004).

La activacion aguda del GR en el hipocampo afecta la excitabilidad

neuronal y el metabolismo de la energia en cuestion de horas, mientras que la
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activacion cronica resulta en la atrofia de las dendritas de las neuronas

piramidales. Ver figura 7.

Existe evidencia que indica que las mdltiples isoformas de los GR se
generan a partir de un unico gen del mismo GR, estas isoformas tienen todos los
patrones de distribucion en tejidos Unicos y perfiles reguladores de transcripcion,
cada uno es objeto de diversas modificaciones posteriores a la traduccién que
afectan a la funcién del receptor; por lo tanto, el aumento de la evidencia sugiere
gue las composiciones de isoformas de GR dentro de las células podrian
determinar la respuesta especifica de la célula a los glucocorticoides (Lu y
Cidlowski, 2006). Ver figura 8.

Teniendo en cuenta la relevancia del aprendizaje aversivo, el estrés, los
tipos de estresores, el almacenamiento de informacion, la extincion de la misma y
las respuestas que desencadenan cada uno de estos procesos dentro del
organismo, es preciso seguir realizando estudios novedosos que aborden estos
factores, es importante aportar conocimiento dentro de esta linea de investigacion.
A la fecha no existe un trabajo reportado en el que se cuantifique la expresion del
receptor a glucocorticoides en el hipocampo y su posible relacion con el proceso
de extincion de un aprendizaje aversivo que podria ser explicado como el olvido
de un aprendizaje o la adquisicion de una nueva experiencia. Es asi que en este
trabajo surge la necesidad de saber qué relacion existe entre la expresion de GR a
diversos tiempos y su relacion con la intensidad de choque eléctrico empleado en

la tarea de evitacion inhibitoria.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe una relacion entre el nivel de choque eléctrico administrado, a ratas
entrenadas en una tarea de evitacion inhibitoria, la extincién y la cantidad de GR
expresado en el hipocampo?

OBJETIVOS

General

Estudiar el efecto de la intensidad del choque eléctrico utilizado durante el
entrenamiento de ratas en la tarea de evitacion inhibitoria sobre la concentracion
del receptor a glucocorticoides en el hipocampo y su efecto en la extincion de la

tarea.

Especificos

« Determinar la concentracion de GR en el hipocampo después del
entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria mediada por distintos

niveles de choque eléctrico, mediante la técnica de Western Blot.

« Medir la retencién y extincion del aprendizaje de la tarea de evitacion
inhibitoria mediada por distintos niveles de choque eléctrico, mediante la

observacion conductual.



HIPOTESIS

H1: Habr& una relacion directa entre la intensidad del choque eléctrico
empleado durante el entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria y la

expresion del GR en el hipocampo de ratas.

H2: Habr& una relacion directa entre la intensidad del choque eléctrico
empleado en la tarea de evitacion inhibitoria y/o la retencion y la extincion de la
tarea.

H3: Habra una relacion directa entre la expresion del GR en el hipocampo y

la extincion en la tarea de evitacion inhibitoria.



MATERIALES Y METODOS

El protocolo experimental de la presente tesis fue aprobado por el Comité
de Bioética del Instituto de Neurobiologia, UNAM para el uso de animales
experimentales acorde a las normas estipuladas en la “Guide for care and use of
Laboratory animals” del NIH (ILAR, 1996).

Se llevé a cabo un experimento en una tarea de evitacion inhibitoria, para
determinar la extincion de la tarea a lo largo del tiempo y la cuantificacion de la
expresion del receptor a glucocorticoides en el hipocampo.

Sujetos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso entre 250 y 300 g
obtenidas de la colonia del bioterio de Instituto de Neurobiologia, de la Universidad
Nacional Autbnoma de México. Las ratas se situaron en el bioterio del Laboratorio
de Aprendizaje y Memoria; se mantuvieron en cajas de acrilico individuales con
cama de aserrin, agua y comida ad libitum, con ciclo de luz-oscuridad de 12/12 h

(luz encendida a las 7:00 h) y una temperatura constante de 21 + 1 °C.
Grupos y tratamientos

Los sujetos fueron asignados al azar a cada uno de los cuatro grupos
experimentales, los cuales fueron designados de acuerdo al choque eléctrico
utilizado (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA). La mitad de las ratas de cada grupo fueron
usadas para medir la retencion y la extincion de la respuesta aprendida y la otra
mitad fueron sacrificadas a distintos tiempos después del entrenamiento para

medir la expresion del GR.

Las sesiones de entrenamiento, prueba, extincion y el sacrificio de los
animales se llevaron a cabo entre las 8:00 y las 14:00 h para que todos los sujetos
fueran comparables entre si con respecto al momento del ciclo circadiano en el

gue se encontraban, controlando asi esa variable.
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Manipulacién

Se realizaron 3 sesiones de manipulacion en tres dias consecutivos, las
cuales consistieron en la familiarizacion sujeto-experimentador, donde el
experimentador sentado, colocé una toalla sobre sus piernas y encima de ésta

puso a la rata dadndole masajes suaves sobre el dorso, durante 5 min.
Aparato de evitacion inhibitoria

La camara de condicionamiento consta de dos compartimientos del mismo
tamano (30 x 30 cm cada uno) separados por una puerta deslizable y construida
de acrilico rojo transparente, ubicada en un cuarto oscuro sonoamortiguado. Un
compartimiento llamado “de seguridad” estd mas iluminado que el otro (por luz
incandescente de 10 W) y tiene una rejilla metalica 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
paredes laterales pueden ser electrificadas por un estimulador de corriente
constante (GRASS S48, U.S.A.). La duracion de la aplicacion de los estimulos, las
latencias de entrada y de retencion fueron medidas automaticamente con la ayuda

de un cronémetro digital Scheider Electric S486. Ver Figura 8.

Figura. 8. Caja de evitacion inhibitoria conectada al estimulador y el contador automatico.
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Sesidn de entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria

Durante la sesibn de entrenamiento, se coloc6 a la rata en el
compartimiento iluminado, después de 10s se abrié la compuerta que separa
ambos lados de la caja, se midio el tiempo en que la rata cruzé la puerta y paso al
compartimiento obscuro (latencia de entrada), en ese momento se cerrd la
compuerta y se aplicé un choque eléctrico durante 5s al final de los cuales la
puerta se abri6é y se contabilizé el tiempo que le tomé a la rata salir (latencia de

escape).
Sesién de prueba

A las 48 horas después del entrenamiento, se realiz6 la prueba de
retencion, colocando a las ratas en la caja de evitacion inhibitoria. Es esta sesion
se siguio el mismo procedimiento que durante el entrenamiento pero esta vez sin
administrarse el choque eléctrico; si el animal no cruzo al segundo compartimiento
dentro de 600 s se asigno un registro de latencia de retencion de 600 y la sesion

se dio por terminada y se regreso a la rata a su caja individual.
Extincion

A las 48 horas después de la sesion de entrenamiento, la mitad de las ratas
de cada grupo fueron usadas para medir la latencia retenciéon y la extincion de la
tarea aprendida se registrO cada 24 horas durante nueve dias consecutivos,
llevando a cabo el mismo procedimiento que el dia de prueba, el cual fue tomado

como la primera retencion.
Cuantificacion del Receptor a Glucocorticoides (GR)

La otra mitad de las ratas de cada grupo fue utilizada para la cuantificacion
del GR en el hipocampo. Esta determinacion se realizé en sujetos que solo fueron
entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria con 0.0, 0.5, 1.0 6 2.0 mA. Animales
de cada grupo fueron sacrificados a los 30 minutos, 2h y 4h después del

entrenamiento. Un grupo control adicional de sujetos que s6lo se manipularon, se
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incluy6 para la medicion del GR. El diagrama general del protocolo experimental

se presenta en la figura 9.

0.0 mA

Entrenamiento 0.5 mA
evitacion inhibitoria 1.0 mA
2.0 mA

Manipulacién
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30 mi
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hipocampo dorsal
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Figura 9. Diagrama general del protocolo experimental.

Western Blot

Inmediatamente después del sacrificio, el cerebro de los animales fue
extraido y depositado en una matriz de diseccion para cerebro de rata. Con ayuda
de navajas se disecciond el area del hipocampo ubicado a partir de cortes
coronales con base a Paxinos (2004). El tejido ya extraido se mantuvo en hielo y
fue homogenizado con buffer de lisado RIPA 1x (Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers MA, EUA) preparado con el inhibidor de proteasas COMPLETE.
Posteriormente las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm a 4°C durante 20 min.
Se realiz6 una curva estandar de BSA usando el método de Bradford para poder
determinar la concentracién de proteina y tomar un volumen correspondiente a
una concentracion de 50uL de proteina total por muestra. A cada muestra se le

afiadio el reactivo Laemmli en un volumen equivalente al de la muestra.
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Después se llevd a cabo la electroforesis utilizando gel de poliacrilamida al
10% (MiniPROTEAN TGX Precast Geles de 10 pozos BIO-RAD); como marcador
de peso molecular se emplearon los estandares de 10-250 kD, Precision Plus
Protein Kaleidoscope (BIO-RAD; CA, EUA) colocandolos en el primero y ultimo
pozo del gel. Como control positivo se utiliz6 un homogenado de higado, mismo
gue se coloco en el segundo pozo del gel; los pozos del 3 al 9 fueron cargados
con los homogenados de hipocampo previamente colocadas en bafio maria. Una
vez cargados todos los pozos del gel se le agregé el buffer de corrida (para 500
ml: TRIS 7.5, glicina 36g, SDS 2.5¢g, pH 8.3) y se corrié a 90V durante 2h.

Terminada la electrotransferencia, el gel fue transferido a una membrana de
nitrocelulosa utilizando buffer de transferencia (TRIS base 3.03g, glicina 14.4qg,
metanol 200ml); la camara de transferencia se corrio a 25v, durante 30min.
Posteriormente, la membrana fue colocada en una solucion de bloqueo (leche
descremada al 5% en TBST) durante 60min. Se le realizaron 3 lavados a la
membrana durante 10 minutos cada uno con la solucion de lavado TBST 1x
(100nM TRIS, 2.5 M NaCl, pH 7.5), para después dejar incubando el anticuerpo
primario durante toda la noche a 4°C (para el GR total se prepararon 1011 del GR
(M-20) de Santa Cruz Biotechnology (1: 500ul); y 10 ml de a-tubulina (B-7) sc-
5286 de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (1:1000) para el control de carga).

Se lavo la membrana y se colocaron 10 ul del anticuerpo secundario
(Alkaline Phosphatase Anti-Rabbit 1gG (H+L) de Millipore® (1:5000ul))
manteniendo ei sistema en agitacion constante y a temperatura ambiente durante
2 h. Nuevamente se realizaron 3 lavados con PBST de 10 min c/u. Finalmente,
para el revelado se utilizo el Kit AP Conjugate Substrate de Bio-Rad Laboratories
® de acuerdo con las instrucciones del manual del fabricante. a tubulina fue usada
como control de carga. Una vez reveladas las bandas, se escane6 la membrana y

se analiz6 por densitometria utilizando el programa Image Lab (BIO-RAD).
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Andlisis estadistico

Entrenamiento y prueba.- Las latencias de entrada, escape y retencion
fueron analizadas con una prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis para conocer
si existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Para
aquellos grupos que arrojaron diferencias significativas se realiz6 la prueba U de
Mann-Whitney con el fin de observar entre cuéles grupos existia tal diferencia.

Extincion.- Los datos de las latencias de retencion registrados durante los 9
dias de extincion, se analizaron estadisticamente utilizando la prueba de Kruskal-
Wallis, empleando como prueba post-hoc la de U-Mann Whitney (p>0.05) que

permitié la comparacion entre los grupos por dia.

Western Blot.- Los resultados obtenidos en la densidad de la sefal de cada
banda del receptor a glucocorticoides, se analizaron con una prueba ANOVA de

una via y como prueba post-hoc se utilizé la de Bonferroni.



RESULTADOS

Adquisicion, escape y Retencion

Las latencias de entrada, escape y retencion obtenidas en los grupos
entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria con 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA se
muestran en las Figuras 10 (Ay B) y 11.

La prueba de Kruskal Wallis no arroj6 diferencias significativas para las
latencias de adquisicion (p = 0.1249) y de escape (p = 0.1880). Las diferencias
fueron significativas en la retencion (H(3) = 20.25, p = 0.0002). La prueba post-hoc
U de Mann-Whitney indic6é que la retencion de los grupos entrenados con 0.5, 1.0
y 2.0 mA fue superior a la del grupo entrenado con 0.0 mA (p = 0.0401, p = 0.0002
y p = 0.0002, respectivamente).
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Figura 10. Los grupos entrenados con 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA no presentaron
diferencias significativas (p < 0.05) en las latencias de adquisicion (A) ni en las de
escape (B).
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Figura 11. Las latencias de retencion de los grupos entrenados con 0.5, 1.0 y 2.0
mA fueron significativamente diferentes de la retencion del grupo de 0.0 mA
(control) el cual fue sujeto al mismo procedimiento de entrenamiento, sélo que el
choque eléctrico no se administro.
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Extincién

El Analisis de varianza de Kruskall Wallis indicé diferencias significativas
(H(3) = 2.2599, p = 0.0001) entre los 4 grupos sometidos a diferentes intensidades
de choque eléctrico a lo largo de los 9 dias de retencion. La prueba post-hoc U de
Mann-Whitney indico diferencias significativas entre los grupos entrenados con 1.0
y 2.0 mA con respecto al grupo de 0.0 mA, asi como diferencias significativas
entre el grupo de 2.0 mA con respecto al grupo entrenado con 0.5 mA. La figura
11 muestra la curva de extincion de los grupos a lo largo de 9 dias.
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Figura 11. Media de las latencias de retencion a través de las sesiones diarias de
extincion (Ext.1-Ext.9) de los grupos entrenados en evitacion inhibitoria con 0.5,1.0 6 2.0
mA. También se muestra la latencia para pasar a través de los compartimientos de la
camara del grupo de 0.0 mA (control) el cual fue sujeto al mismo procedimiento de
entrenamiento, sélo que el choque eléctrico no se administré. En la extincién 1 las
retenciones de los grupos difieren significativamente excepto entre los grupos entrenados
con 1.0 y 2.0 mA que presentaron los valores mas altos de retencion, y en la ultima
extincion la retencién del grupos entrenado con 2.0 mA fue significativamente mas alta
gue el resto de los grupos.
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Western Blot

Comparacion de la concentracion relativa de GR por nivel de choque
eléctrico

La concentracion relativa de GR se calcul6 a partir de los valores de carga
de a-tubulina. A continuacion se muestran los resultados cuando este pardmetro
se determind a los 30 minutos, 2 6 4 horas y se analizan en funcion de cada una
de las intensidades de choque eléctrico. Los niveles de GR de cada grupo se

compararon entre si y con los niveles del grupo intacto, que sélo fue manipulado
pero no se entrend.

Grupos entrenados con 0.0 mA

Al analizar los niveles de GR cuando los grupos se entrenaron con 0.0 mA
la ANOVA indico que no se presentaron diferencias significativas (p = 0.6946). Sin
embargo, se puede observar que aun cuando el estadistico muestra que la
expresion del GR no fue diferente en la ventana de tiempo examinada, la

concentracion relativa de GR presenta una tendencia a incrementarse a las 2h.
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Figura 12. A. Representa la concentracion relativa del GR dentro de los grupos
entrenados con 0.0 mA en la tarea de evitacion inhibitoria. B muestra la concentracion
del GR y el control de carga a tubulina, en las membranas de Western Blot.
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Grupos entrenados con 0.5 mA

La ANOVA indico diferencias significativas entre los grupos entrenados con
0.5 mA F(3,11) = 13.89, p = 0.0015 y la prueba post-hoc de Newman-Keuls sefial6
que el nivel de GR a los tiempos de 30 min, 2 h y 4 h fue significativamente
superior al del grupo intacto.
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Figura 13. A. Representa la concentracion relativa del GR dentro de los grupos entrenados
con 0.5 mA en la tarea de evitacion inhibitoria. B muestra la concentracion del GR y el
control de carga a-tubulina en las membranas de western blot. (*) Diferencias significativas

con respecto al grupo intacto. (+) diferencia significativa con respecto al grupo sacrificado
alas 2 hrs.

Estos datos nos indican que en los grupos entrenados en la tarea de
evitacion inhibitoria con un choque eléctrico de 0.5 mA existe un aumento

significativo de la expresiéon del GR y este aumento fue mayor a las 4 h.
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Grupos entrenados con 1.0 mA

La ANOVA marcé una diferencia significativa entre los grupos entrenados
con 1.0 mA F (3,11) = 6.668, p = 0.014. La prueba post-hoc de Newman-Keuls
indico diferencia entre la concentracién de GR medida a los 30 miny alas 2 h con
respecto a la concentracion del GR del grupo intacto.
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Figura. 14. A representa la concentracion del GR dentro de los grupos entrenados con 1.0
mA en la tarea de evitacién inhibitoria. (*) indica diferencias significativas con respecto al
grupo intacto, (°) diferente significativamente de los grupos sacrificados a los 30 minutos y
2 horas. B Concentracion del GR y el control de carga a-tubulina en la membrana de WB.

Existe un aumento significativo de la expresion del GR a los 30 minutos y a
las 2 horas. La concentracion de GR a las 4 horas es significativamente menor con

respecto a la concentracion encontrada a los 30 minutos y a las 2 horas.
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Grupos entrenados con 2.0 mA

La prueba ANOVA indico diferencias significativas entre estos grupos
entrenados a 2.0 mA F (3,11) = 6.569, p = 0.0150. La prueba post-hoc de
Newman-Keuls revel6 diferencias entre la concentracion de GR en los grupos
evaluados alos 30 min, 2 hy 4 h.
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Figura. 15. A representa la concentracidn del GR dentro de los grupos entrenados con 2.0
mA en la tarea de evitacidn inhibitoria. (*) indica diferencias significativas con respecto al

grupo intacto. B Concentracion del GR y el control de carga a-tubulina en la membrana de
WB.

Estos datos nos sugieren que en el choque eléctrico de 2.0 mA se presenta

un aumento de la expresion de GR que se mantiene constante a los 30 min, 2y 4
h.
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Comparacion de la concentracion relativa de GR por tiempo

La concentracion relativa de GR se calcul6 a partir de los valores de carga
de a-tubulina. A continuacion se muestran los resultados cuando este parametro
se determind con niveles de 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA y se analizan en funcion del
tiempo post-entrenamiento (30 min, 2 y 4 h). Los niveles de GR de cada grupo se
compararon entre si y con los niveles del grupo intacto, que so6lo fue manipulado
pero no se entrend.

Medicion del GR a los 30 minutos

El estadistico ANOVA marco diferencia entre grupos F (4,14) =14.76, p =
0.0003. La prueba post-hoc de Newman-Keuls mostré un aumento significativo en
el nivel de GR en los sujetos entrenados con 0.5 mA con respecto a los
entrenados con las demas intensidades (0.0, 1.0 y 2.0 mA), el grupo entrenado

con 2.0 mA es diferente significativamente del grupo intacto.
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Figura. 16. A representa la concentracién del GR a los 30 minutos en los grupos
entrenados con diferentes intensidades de choque. (*) indica diferencias significativas con
respecto al grupo intacto.(#) indica grupo significativamente diferente de los otros grupos.
B Concentracién del GR y el control de carga o-tubulina en la membrana de WB.

El estadistico ANOVA no arrojé diferencias significativas entre el grupo
entrenado a 1.0 mA comparado con el grupo intacto, pero la prueba t si arrojo

diferencia significativas entre los grupos p = 0110.
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Medicién del GR a las 2 horas.

La prueba ANOVA no indicé diferencias entre grupos p = 0.549, pero la
prueba t demostro diferencias en el grupo de 0.5 mA ( p = 0.0446), 1L.O mA (p =
0.0089) y 2.0 mA (p = 0.0122).
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Figura. 17. A representa la concentracion del GR a las 2 horas en los grupos entrenados
con diferentes intensidades de choque eléctrico. (¢) indica diferencias significativas con

respecto al grupo intacto. B Concentracion del GR y el control de carga a-tubulina en la
membrana de WB.
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Medicién del GR a las 4 horas.

A las 4 horas después del entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria,
se midié la concentracion del GR en aquellos grupos sometidos a diferentes
intensidades de choque eléctrico (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA) y fueron comparados con
las concentracion del grupo intacto. La prueba ANOVA encontré diferencias entre
los grupos F (4,14) = 46.01, p = 0.0001. La prueba post-hoc de Newman-Keuls
localizé diferencias en la concentracion de GR de aquellos grupos entrenados a

0.5y 2.0 mA en comparacién con los demas grupos.
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Figura. 18. A representa la concentracion del GR a las 4 horas en los grupos entrenados
con diferentes intensidades de choque. (*) indica diferencias significativas con respecto al
grupo intacto.(#) indica grupo significativamente diferente de los otros grupos. B
Concentracion del GR y el control de carga a-tubulina en la membrana de WB.



DISCUSION

Extincion

Tras haber medido las latencias de retencion de la tarea a lo largo de las 9
sesiones de extincion, los resultados conductuales obtenidos indican que las ratas
entrenadas en la tarea de evitacion inhibitoria con diferente intensidad de choque
eléctrico (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA) presentan variaciones en las retenciones; en el
primer dia los grupos difieren entre si, excepto entre los grupos entrenados con
1.0y 2.0 mA que presentaron los valores més altos de retencion, y en el dltimo dia
el grupo entrenado con 2.0 mA difirio del resto de los grupos. De manera que a
mayor nivel de choque eléctrico, las ratas presentan una mayor resistencia a la
extincion, este fendmeno ya ha sido reportado en otras investigaciones (Garin-
Aguilar et al., 2012), por lo que los datos obtenidos en nuestro caso complementan
la literatura que evidencia que aquellos estimulos aversivos de mayor intensidad

(en este caso 1.0 y 2.0 mA) fortalecen el aprendizaje asi como la consolidacion.
Cuantificacion del receptor a glucocorticoides

Se sabe que ante situaciones que ocasionan estrés el receptor a
glucocorticoides participa en la regulacion de los mecanismos del organismo para
restablecer la homeostasis, dicho receptor tiene gran presencia en el hipocampo
(Kemp y Manahan-Vaughan 2008). En el presente trabajo se tomd en cuenta la
expresion del GR en el hipocampo dorsal del grupo “intacto” (no entrenado) como
la concentracion basal, con base a esta se compard la concentracion del GR
presentada en los demas grupos. Se observo que la expresion de GR en el
hipocampo dorsal, aumenta de forma significativa en aquellos grupos entrenados
con 0.5, 1.0 y 2.0 mA; por otro lado el grupo entrenado sin choque (0.0 mA) no
presenta cambios. Estos datos se relacionan con lo reportado por diversas
investigaciones que muestran que ante una situacion de estrés los niveles de

corticosterona se elevan; y la expresion y activacion del GR se incrementa (De
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Kloet et al 1998, Dallman 2005 y Sandi 2001), lo cual era de esperarse puesto que
aquellos grupos entrenados con 0.5, 1.0 y 2.0 mA fueron expuestos ante un
estimulo estresante (choque eléctrico).

El grupo entrenado con 1.0 mA tiene un incremento en la concentracion de
GR a los 30 min y a las 2 h pero, decae a las 4 h donde presenta el mismo nivel
basal que el grupo intacto. Por su parte al grupo que se le administr6 2.0 mA
mantiene elevado el nivel de GR en la ventana temporal registrada (30 min, 2 y
4h). En estos resultados puede observarse el papel de la autorregulacion del GR
a través de sus mecanismos de accion, se sabe que el GR presenta isofomas que
regulan su funcién, y que pueden contribuir a su traslocacién y transcripcién
(isoforma GRa) o por el otro lado pueden inhibirla (isoforma GRB) (Necela y
Cidlowski 2004; Vandevyver et. al, 2011).

Sin embargo la concentracion de GR registrada (a los 30 min, 2 y 4 h) del
grupo entrenado con 0.5 mMA presenta un incremento muy marcado en
comparacion con los otros grupos (intacto, 0.0, 1.0 y 2.0 mA). Cabe la posibilidad
de que la diferencia significativa que presenta el grupo de 0.5 mA en la expresion
del GR, con respecto a los niveles de 1.0 y 2.0 mA esté relacionado con los
tiempos de accion del GR dependientes de la regulacion de los glucocorticoides,
los cuales pueden ser rapidos ante niveles altos de estrés o lentos ante niveles
mas bajos. Se ha reportado la rapidez de los efectos de los glucocorticoides (de
milisegundos a minutos) particularmente en el cerebro, la conducta y la regulacion
del HPA, se sabe que estos efectos podrian requerir o no, de la mediacion del GR,
es decir, esta regulacion rapida no es mediada por de glucocorticoides
mecanismos gendmicos habituales, (Dallman, 2005), en otras investigaciones se
ha relacionado la participacion de la sefalizacion endocannabinoide en este efecto
(Evanson et. Al 2010).

Con estos resultados es posible inferir que el entrenamiento de la tarea de
evitacion inhibitoria mediada por choque eléctrico, induce un aumento en la
concentracion del GR en el hipocampo, existe también la posibilidad de que este

aumento en la concentracion de GR sea dependiente de la regulacién rapida o
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lenta de los glucocorticoides sobre el eje HPA. No obstante establecer los tiempos
de reaccién del GR, su regulacién y mecanismos de accion, es muy complicado,
ya que esta es dependiente de multiples factores como la regulacion génica,
condiciones translocacionales, participacion de co-factores y moléculas; ademas
estas acciones también difieren entre tejidos y organismos (Necela y Cidlowski,
2004; Vandevyver et. al 2011; Sandi 2001; y Lu y Cidlowski, 2006).

Sin embargo, con estos datos no es posible saber si la retencién de la tarea
presenta una relacion directa con la concentracion del GR en el hipocampo,
puesto que la concentracion del GR en el grupo entrenado con 0.5 mA aumenta
notablemente en comparacion con los otros grupos, y no es consistente con su
desempeiio en la prueba de extincion, ademas cabe la posibilidad de que el
tiempo de reaccion de los glucocorticoides se haya presentado desde antes de los
30 min.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, pueden ser de utilidad para
elaborar nuevas interrogantes y experimentaciones relacionadas con el papel de la
accion del GR dependiente del tiempo y estimulo, asi como su influenncia en los
procesos cognitivos de aprendizaje y memoria; como podria ser el caso del efecto
protector y el sobrerreforzamiento, en los cuales se han relacionado sus efectos

con estimulos de gran intensidad y fuerza.



CONCLUSIONES

En la tarea de evitacion inhibitoria los grupos a los cuales se les aplicé
diferentes intensidades de choque eléctrico, tienen la misma latencia
adquisicion y escape pero difieren en la retencion y en el proceso de
extincién de la tarea. La resistencia a la extincion es mayor en aquellos

grupos que recibieron las descargas eléctricas mas altas (1.0 mAy 2.0 mA).

Después de empleado el estimulo aversivo en la tarea de evitacion
inhibitoria, la concentracion de GR en el hipocampo dorsal aumenta, con
respecto al grupo intacto, y se mantiene a lo largo del tiempo (30 minutos, 2
y 4 horas) tras haber recibido el choque eléctrico (0.5 mA, 1.0 mA 6 2.0
mA).

El grupo entrenado con 0.5 mA es el que mas aumento de la expresion de

GR presenta.

La concentracion del GR en el grupo que fue sometido a la tarea pero que
no recibié choque eléctrico (0.0 mA) no difiere significativamente de la
concentracion de GR del grupo intacto, pero presenta un aumento

porcentual.



PERSPECTIVAS

Bajo las mismas condiciones experimentales, cuantificar el GR fosforilado

para conocer cuanto de este se encuentra activado.

Realizar otro grupo en la tarea de evitacion inhibitoria aplicando un nivel de
choque eléctrico mas alto (3.0 mA), para establecer si la concentracion de
GR total se mantiene o decae.

Con estas mismas intensidades cuantificar la concentracion de GR en otras

estructuras cerebrales.

Entrenar a los sujetos con las mismas condiciones experimentales y
agregar una tarea espacial posterior para establecer si la retencién de esta

puede relacionarse con la expresion de GR registrado.
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