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Resumen

El estrés induce la liberacidn de glucocorticoides, corticosterona en roedores y cortisol
en humanos. La corticosterona se une al receptor a glucocorticoides (GR) que se
encuentra ampliamente distribuido en el cerebro. Posteriormente el GR es fosforilado
en la serina 211 (pGR-Ser211), se transloca al nucleo celulary actua como factor de
transcripcion. Se sabe que en el hipocampo se encuentra una alta concentracion de GR
en el CA1 y en el giro dentado (GD), con una menor proporcion en CA3 y que ademas
esta estructura participa en la consolidacion de la tarea de evitacion inhibitoria, en la
que se asocia un estimulo aversivo (choque eléctrico) con un contexto. El presente
trabajo tuvo como objetivo cuantificar los nucleos que presentan el pGR-Ser211 en las
regiones CA1, CA3 y GD de ratas entrenadas en una tarea de evitacion inhibitoria,
utilizando diferentes intensidades de choque eléctrico (0.5, 1.0 y 2.0 mA) ademas se
incluyeron 3 grupos control: un grupo en el cual se colocé a la rata en el contexto, pero
no se le administré choque eléctrico (0.0 mA), otro grupo al que solo se le administro el
choque (2.0 mA) sin entrenamiento y un grupo que solo fue manipulado. Los cerebros
fueron extraidos 60 min después del entrenamiento y crioseccionados para la deteccion
de nucleos neuronales y del pGR-Ser211 mediante la técnica de
inmunohistoquimica.Los resultados conductuales muestran que los grupos entrenados
con 1.0 y 2.0 mA tuvieron una retencion mayor, asi como una resistencia a la extincion
en comparacion con los entrenados sin choque (0.0 mA) o con choque eléctrico de 0.5
mA. Por otro lado, los resultados histologicos indicanun mayor aumento en la
proporcion de nucleos con pGR-Ser211 en CA1 en el grupo entrenado con el choque
eléctrico de 2.0 mA. Las regiones de CA3 y GD no presentaron cambios entre los
grupos. Estos hallazgos sugieren que la activacion de GR en CA1 participa en la
formacion de una memoria duradera, posiblemente modulando la expresion de genes
que participan en la consolidacién de informacion perdurable.



Abstract

Stress induces the release of corticosterone in rodents and cortisol in humans.
Corticosterone reachesthe glucocorticoid receptor (GR) in the brain and then GR is
phosphorylated at serine 211 (pGRser211) and internalized into the nucleus, acting as a
transcription factor. The GR is present in a high concentration in CA1 anddentate gyrus
(DG) of the hippocampus, with a smaller proportion in CA3. These hippocampal regions
are involved in memory consolidation of inhibitory avoidance (lA), in which an electric
foot-shock is associated with a context. This study aimed to quantify nuclear pGRser211
in CA1, CA3, and DG of rats trained inlA, using different intensities of electric foot-shock
(0.5, 1.0, and 2.0 mA); additionally, we included three control groups: the first group was
placed in the context but without foot-shock (0.0 mA), the second group received only
the foot-shock (2.0 mA) without training, and the last one was ahome-cage group.
Brains were dissected 60 min after training and cryosectionedforimmunodetection of
pGRser211+ cells. The behavioral results show a higher retention in the groups trained
with 1.0 and 2.0 mA than inthe0.0 mA or 0.5 mA groups. The highest proportion of
pGRser211 cells was found inCA1 of the 2.0 mAtrained group. However, no changes
were observed in CA3 and DG. These findings suggest that activation of GR in CA1 is
involved in the consolidation of a stronger memory of IA, possibly through the
modulation of gene expression.



INDICE
1.Introduccion
2. Antecedentes
2.1 Aprendizaje
2.1.1 Tipos de aprendizaje
2.2 Memoria
2.2.1 Consolidacion
2.2.2 Clasificacién de la memoria
2.3 Hipocampo
2.3.1 Organizacioén estructural
2.3.2 Conectividad
2.3.3 Funcion
2.4 Estrés
2.4.1 Eje Hipotalamo-Pituitario-Adrenal (HPA)
2.4.2 Los glucocorticoides
2.4.3 Receptor a glucocorticoides (GR)
3. Justificacién
4. Hipdtesis
5. Objetivos
5.1 Objetivo general
5.2 Objetivos especificos
6. Materiales y métodos
6.1 Sujetos
6.2 Evitacion inhibitoria
6.3 Grupos y tratamientos
6.4 Sesion de entrenamiento
6.5 Sesion de prueba
6.6 Extincién
6.7 Obtencion de tejido
6.8 Cortes cerebrales
6.9Técnica inmunohistoquimica
6.10 Toma de imagenes
6.11 Analisis de imagenes
6.12 Analisis estadistico
7. Resultados
7.1 Conductuales
7.1.1 Latencias de entrada, escape y retencion
7.1.2 Extincién
7.1.2.1 Analisis estadistico entre los grupos

7.1.2.2 Analisis estadistico dentro de los grupos

7.2 Histoldgicos

7.2.1 Neuronas pGR+ en el cuerno de Ammoén 1 (CA1)
7.2.2 Neuronas pGR+ en el cuerno de Ammon3 (CA3)

7.2.3 Neuronas pGR+ en el giro dentado (GD)
8. Discusion
9. Conclusiones
10. Perspectivas
11. Referencias bibliograficas

Pagina

AWWWWWWWNRNRNNNNMRNONRNONNNRNONNNNNMRNOMNN S S ;s
COORIMNOOONINNODODOODRWONN A SRS 0000 PORONIW2OOPROIDARWNNN =

\



indice de abreviaturas

ACTH
ADN
ARNmM
ANDEVA
CDK
CDK5
CA
CRH
Cy3
DBD
EC

E

GD
GR
GREs
GSK3
HPA
Hsp90
JNK
LBD
mA
MAPK
MR
NTD

pGR
pGR-Ser211
RC

RI

Ser211

Hormona adrenocorticotrépica

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Analisis de varianza

Cinasas dependientes de ciclina

Cinasa dependientes de ciclina 5

Cuerno de Ammon

Hormona liberadora de corticotropina
Cianina 3

Dominio de unién al ADN

Estimulo condicionado

Estimulo incondicionado

Giro dentado

Receptor a glucocorticoides

Elementos de respuesta a glucocorticoides
Cinasa 3 Glicégeno sintasa
Hipotalamo-pituitario-adrenal

Proteina de choque térmico 90

Cinasas c-Jun N-terminal
Dominio de unién a ligando

mili amperes

Proteina cinasa de union a mitégeno
Receptor a mineralocorticoides

Dominio de activacion transcripcional en el extremo N-
terminal

Receptor a glucocorticoides fosforilado
Receptor a glucocorticoides fosforilado en la serina 211
Respuesta condicionada

Respuesta incondicionada

Serina 211

Vi



1.

Introduccion

El aprendizaje y la memoria son procesos que permiten utilizar la informacién del
entorno para adaptarnos al medio. Ambos procesos son mediados por diferentes
estructuras cerebrales como el hipocampo(Dudai, 2004), la amigdala(Roozendaal,
Portillo-Marquez, & McGaugh, 1996), la corteza prefrontal y los ganglios
basales(McEwen, 2016; Medina et al., 2007; Roozendaal & McGaugh, 2011).

Ante una experiencia estresanteo de peligro, se activan en el organismo
mecanismos de regulacion, como la activacion del ejehipotalamo-pituitario-
adrenal(HPA) cuyo producto final es la liberaciéon de las hormonas glucocorticoides
(cortisol en humanos y corticosterona en roedores y aves)(Sandi, Venero, & Cordero,
2001). Estas hormonas llevan a cabo su accion al unirse a receptores especificos
distribuidos en diversas estructuras del organismo(Cain & Cidlowski, 2015), estos
receptores son de dos tipos, el receptor a mineralocorticoides (MR) y el receptor a
glucocorticoides (GR) (De Kloet, Vreugdenhil, Oitzl & Joels, 1998). Diversas
investigaciones han reportado la participacion de los glucocorticoides en procesos de
memoria y aprendizaje (McCormick, McNamara, Mukhopadhyay & Kelsey, 1997;
Roozendaal, Portillo-Marquez & McGaugh, 1996; Sandi & Rose, 1997).

El MR debido a su alta afinidad por la hormona, se encuentra unido al ligando en
condiciones basales, mientras que el GR tiene menor afinidad y se une al ligando
cuando éste se encuentra en concentraciones altasen situaciones de estrés o en
ciertos momentos del ciclo circadiano(Sandi, Venero & Cordero, 2001).

Diversas estructuras cerebrales participan en el aprendizaje y la memoria, una de
las mas estudiadas es el hipocampo que participa principalmente en tareas de indole
espacial (Dillon, Qu, Marcus, & Dodart, 2008)y de contexto (Chang, Chen, & Liang, 2008),
ademas presenta un alto nivel de concentracién del GR(McEwen, Weiss, & Schwartz,
1968).



2. Antecedentes

2.1. Aprendizaje

El aprendizaje es entendido como aquel cambio relativamente permanente en la
conducta que se debe a la experiencia(McGaugh, 1973). Al limitar el aprendizaje a
cambios relativamente permanentes, se excluyen modificaciones de la conducta
debidas a factores de motivacién, a la adaptacion sensorial o a la fatiga. Al sefalar que
la practica, 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 fisiolégicas(Bower & Hilgard, 2011).

2.1.1 Tipos de aprendizaje

El aprendizaje se ha clasificado en no asociativo y asociativo. El primer tipo de
aprendizaje implica experiencia con uno o con dos estimulos que no tienen
necesariamente una relacién temporal (Mendoza, 2002), ejemplos de este tipo de
aprendizaje incluyen la habituacion, la deshabituacion, la sensibilizaciony la
impronta(Carew, 1989).

La habituacion es el decremento de una respuesta innata a un estimulo que se
repite (Mendoza, 2002; Rosenzweig & Leiman, 2003). La sensibilizacién se refiere a la
facilitacion de una respuesta al presentarse un estimulo nocivo, ante presentaciones
sucesivas del mismo estimulo o uno parecido, la respuesta incrementa su
amplitud(Rosenzweig & Leiman, 2003).

Por otro lado, el aprendizaje asociativo implica la asociacién 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.

El condicionamiento clasico se basa en la asociacion entre un estimulo neutro,
incapaz por si mismo de producir una respuesta y que se denomina estimulo
condicionado (EC), con un estimulo incondicionado (El) que por si solo provoca una
respuesta a la que se denomina respuesta incondicionada (RC); al cabo de varios
ensayos el EC, como consecuencia de la asociacion con el El, es capaz de producir

2



una respuesta condicionada (RC) muy semejante a la respuesta incondicionada
(Gonzalez-Cabanach, 1995). Pavlov (1927)encontr6 que cuando durante varios
ensayos se presenta el EC sin la presencia del El, la RC empieza a decaer
gradualmente e inclusive desaparecer; a esto se le llama extinciénde la respuesta.Si se
vuelve a presentar el El, se puede dar de nuevo la respuesta, fendbmeno al que se le
llama recuperacion espontanea (Téllez, 2005).

Por su parte, el condicionamiento instrumental u operante, inici6 con el
conexionismo desarrollado por Edward Thorndike quien identificé la forma de
aprendizaje dada por ensayo y error(Bower & Hilgard, 2011). Posteriormente se
describid el condicionamiento operante, que implica una relaciéon de contingencias en
donde un estimulo es seguido por una respuesta y a esta ultima le sigue una
consecuencia, la cual tendra un efecto sobre la probabilidad de presentacion futura de
la respuesta, las consecuencias pueden ser reforzadores o castigos; un reforzador es
cualquier estimulo que incrementa la probabilidad de ocurrencia de una respuesta,
mientras que un castigo es cualquier estimulo que disminuye la probabilidad de
ocurrencia de una respuesta(Skinner, 1994).

Dentro del aprendizaje operante se puede entender a la extincion como un
decremento de la conducta debido a la suspension del reforzador (Bermudez-Rattoni &
Prado-Alcala, 2001). Korol y Gold (2007) proponen que en aquellas ocasiones donde
se utiliza algun estimulo aversivo podria entenderse que hay también un descenso de
miedo condicionado.

Se sabe también que en la experiencia aprendida, la intensidad y duracién del
estimulo tiene un efecto sobre la fuerza de la respuesta condicionada la cual puede
manifestarse durante una prueba que nos permita medir la resistencia a la extincién
(Garin-Aguilar et al., 2012).

2.2 Memoria

La memoria es el almacenamiento de la informacién producto del
aprendizaje(McGaugh, 1973). La memoria y el aprendizaje estan estrechamente
relacionados, no se puede observar la evocacion o recuperacion de la informacion si

antes ésta no fue aprendida (Mendoza, 2002).



2.2.1 Consolidacion

Para que la informacion sea almacenada debe pasar por un proceso de
consolidacion(Lechner, Squire, & Byrne, 1999), entendido como la estabilizacion
progresiva de la memoria de largo plazo después de la adquisicion. El término de
consolidacion se utiliza comunmente para referirse a dos tipos de procesos, la
consolidacion sinaptica que se lleva a cabo dentro de los primeros minutos a horas
después de aprender e implican mecanismos de accion nuclear y produccién de
proteinas de novo; 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 y reorganizacion de informacion
para después ser almacenada en otras areas (Dudai, 2004). El proceso de
consolidacion parece ser susceptible a una variedad de influencias que pueden
facilitarla o afectarla (McGaugh, 1966). 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 consolidacion a largo plazo. En la Figura 1 se

muestra el modelo estandar de la consolidacion de la memoria.

Consolidacion

MLP Recuperacion

-

Recuperacion

,

Memoria

Figura 1. Modelo estandar de la consolidaciéon de la memoria. MCP: memoria de corto plazo, MLP:
memoria de largo plazo. Modificado de Dudai (2004).

La memoria implica la participacion de diversas estructuras cerebrales que

trabajan como un sistema en el que cada estructura esta involucrada segun el tipo de



informacion que deba ser almacenada.Prado-Alcala et al., (2006) mencionan que la
informacion derivada del aprendizaje podria quedar almacenada en virtud de cambios
en la estructura y el metabolismo neuronal (crecimiento dendritico, formaciéon de
espinas dendriticas, incremento en la produccion y liberacion de neurotransmisores,
sintesis de receptores de membrana sensibles a neurotransmisores especificos, etc.).
Ademas, se ha estudiado el papel que juegan distintos tipos de hormonas y
neurotransmisores en el proceso de aprendizaje y memoria. Diversas investigaciones
apuntan a la participacion de las hormonas liberadas bajo condiciones de estrés: los
glucocorticoides y la adrenalina, secretadas por las glandulas adrenales (Cordero,
Merino, & Sandi, 1998; Medina et al., 2007; Téllez, 2005; Korol & Gold, 2007).

2.2.2 Clasificacion de la memoria

Tomando en cuenta la temporalidad de la memoria se le ha clasificado en
memoria de corto plazo y memoria de largo plazo. Los procesos a corto plazo
proporcionan una base temporal de recuerdo de experiencias y la consolidacion de
esta informacion a largo plazo implica procesos que ocurren en intervalos relativamente
largos de tiempo.

En lo que se refiere a las caracteristicas de la informacién almacenada, Squire
(1987), divide a la memoria en declarativa y no declarativa, la primera se refiere al
almacenamiento y recuperacién consciente de la informaciéon que puede expresarse
mediante el lenguaje y se subdivide en hechos y eventos. Por otro lado, la memoria no
declarativa es aquella en la que la experiencia altera la conducta inconscientemente sin
proveer acceso a ningun contenido neménico y se subdivide en habilidades y habitos;
priming, aprendizaje asociativo y aprendizaje no asociativo. Téllez (2005)menciona que
dentro de la memoria de corto plazo se puede encontrar a la memoria de trabajo y
sensorial, la primera tiene dos componentes, un sistema de memoria de corta duracion
y un sistema ejecutivo que usa esa memoria para la ejecucidon de operaciones
cognitivas, mientras que la segunda tiene que ver con la fase inicial que es la atencion

y el proceso de registro involucrado en la percepcion(Figura 2).
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Figura 2. Clasificacion de la memoria y las estructuras cerebrales implicadas. Modificado de Squire y
Zola (1996).

2.3. Hipocampo

Es una estructura cerebral que participa en procesos como la memoria(Quiroz et al.,
2003) y la plasticidad sinaptica. En situaciones de estrés es un blanco clave de accion
para las hormonas glucocorticoides y que participa en la regulacion del eje HPA (Sandi,
2004). El hipocampo forma parte del sistema limbico; se extiende siguiendo una curva
desde la neocorteza lateral del I6bulo temporal medial hasta la linea media del encéfalo

y se encuentra dentro del |I6bulo temporal.

2.3.1 Organizacion estructural

El hipocampo esta formado por dos circunvoluciones, cuerno de Ammoén (CA) y el
giro dentado (GD); cada una contiene un tipo de células de proyeccion distinto; en CA
se encuentran células piramidales, en cambio en el GD encontramos células
granulares; el asta de Ammon esta dividido en cuatro regiones: CA1, CA2, CA3, y CA4
(Nava, 2011).

El GD recibe aferencias directas de la corteza entorrinal, estd compuesto de tres
capas, la mas superficial es la capa molecular, la segunda y principal es la capa de las
células granulares y la tercera capa mas profunda es la capa poliférmica. El principal

tipo celular en el giro dentado son las neuronas granulares, también se encuentran las



células mossy cuyo axon sale del giro dentado de un lado del cerebro sdélo para inervar
el giro dentado de la otra parte. Las interneuronas principales que presenta el GD son
las células de canasta las cuales son inhibitorias, otro tipo de interneuronas
encontradas son las células axo-axénicas, células HICAP (por sus siglas en inglés hilar
commissural-associationalpathwayrelatedcells), células MOPP (por sus siglas en inglés
molecular layerperforantpath-associatedcell) y células HIPP (por sus siglas en inglés

hilar perforantpath-associatedcell)(Amaral & Lavenex, 2007).

En las areas CA1, CA2, CA3 y CA4 el principal tipo neuronal son las células
piramidales, la capa relativamente libre de células ubicada en la profundidad de la capa
de células piramidales se le conoce como stratumoriens (region infralimbica) que
contiene las dendritas basales de las células piramidales y varias clases de
interneuronas dondese encuentran algunas conexiones de asociacion dentro de la
region de CA3, y se localizan las conexiones colaterales de Schaffer hacia CA1.En CA3
existe una zona acelular estrecha conocida como el stratumlucidum y esta ocupado por
las fibras musgosas. Localizado superficialmente al stratumlucidum se encuentra el
stratumradiatum, que es la region suprapiramidal donde ocurren las conexiones
asociativas dentro de CA3 y las conexiones de CA3 (colaterales de Schaffer) a CA1. La
capa mas superficial es el stratumlacunosum-moleculare. En el stratumradiatum vy el
stratumlacunosum-moleculare se encuentran una gran variedad de interneuronas como
las células axo-axdnicas, células de canasta, células bistratificadas, células trilaminares
(horizontales y radiales) y las células orienslacunosum-moleculare(Amaral & Lavenex,
2007).

En las regiones de CA1, CA3 y GD se encuentran oligodendrocitos, microglia y
astrocitos, estos ultimos tipos celulares se ha reportado que participan en las sinapsis
del hipocampo jugando un papel primordial para la comunicacion intercelular en esta

estructura (Volterra y Steinhauser 2004).



2.3.2 Conectividad

Las eferencias de la corteza entorrinal (via perforante) llegan tanto al GD como a
CA3, el GD proyecta a CA3 (fiboras musgosas) y a su vez CA3 proyecta a CA1
(colaterales de Schaffer), a esto se le conoce como el circuito trisinaptico del

hipocampo (Figura 3).

Colaterales '-‘r,(
de Schaffer

Giro
Fibras dentadg
musgosas

Figura 3. Esquema representativo de los circuitos neuronales del hipocampo de la rata. Modificado de
Moser(2011).

El hipocampo esta conectado a su vez a las estructuras corticales temporales a
través de la via perforante como los cuerpos mamilares del tronco encefalico, al talamo,

la corteza frontal, los ganglios basales y el hipotalamo(Kolb & Whishaw, 2009).

2.3.3 Funcion

El hipocampo participa en el proceso de memoria de tipo declarativa, episodica,
espacial y de contexto(Sweatt & McKnight, 2010).Esta estructura juega un papel
relevante en la regulacion del eje hipotalamo-pituitario-adrenal (Jacobson & Sapolsky,

1991) y en el paso de la memoria de corto a largo plazo.

El hipocampo puede dividirse funcionalmente en dorsal y ventral, estudios
anatémicos sugieren que las aferencias y eferencias son también distintas en dichas
regiones(Fanselow & Dong, 2010);el hipocampo dorsal tiene mayor participacion en
procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria, como ejemplo de estoDillon,
Qu, Marcus y Dodart (2008)realizaron un estudio donde lesionaron con acido N-metil-
D-aspartato (NMDA)la region de CA1 y encontraron déficits en el aprendizaje y la
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memoria en las tareas del laberinto radial y el laberinto en forma de Y, mientras que el
hipocampo ventral esta mas relacionado con el comportamiento de tipo emocional
como la ansiedad(Swanson & Cowan, 1975; Yamada & Jinno, 2014).Kjelstrup et al.
(2002)encontraron que al lesionar la regién del hipocampo ventral en ratas y
entrenarlas en el laberinto elevado en cruz, estas no evitan los brazos abiertos del
laberinto y muestran disminuidas las respuestas neuroendocrinas al estrés durante el

confinamiento en una camara iluminada.

2.4 Estrés

El estrés es la condicion del organismo producida por una situacion aversiva que
desencadena alteraciones conductuales y fisiolégicas(Kim & Diamond, 2002), la
situacion aversiva conlleva un estimulo externo que causa un cambio en la
homeostasis del organismo e involucra la respuesta de un sistema autorregulable dada
por una alarma general(Joseph-Bravo & De Gortari, 2007)que sirve para restaurar la
homeostasis y facilitar la adaptacion (de Kloet, Vreugdenhil, Oitzl & Joéls, 1998). El
agente que induce esta respuesta es llamado estresor (Sherwood 2001).

La reaccion de cada organismo ante una situacion de estrés depende de la
naturaleza, intensidad, duracion y frecuencia del estimulo estresante produciendo
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), los sistemas de
neurotransmision involucrados como el glutamatérgico, GABAérgico, adrenérgico y
colinérgico y las hormonas liberadas.

Existen estresores fisicos que son estimulos que alteran el estado fisiologico
afectando mecanismos homeostaticos que activan las vias nerviosas que llegan a
nucleos localizados en la parte superior de la médula espinal y en el tallo cerebral, los
cuales envian eferencias al nucleo paraventricular del hipotalamo e incitan una
respuesta rapida y necesaria para la supervivencia, pero no requieren mayor
interpretacion por estructuras superiores del cerebro; ejemplos de estos tipos de
estresores son los estimulos del medio externo (frio, calor, ruido, algun golpe recibido,

entre otros). Por otro lado,existen los estresores psicolégicos, estimulos que no



representan una amenaza inmediata a las condiciones fisiologicas del individuo,pero
provocan un estado de anticipacién ante posibles peligros, estos estimulos necesitan
ser procesados por la corteza antes de iniciar la respuesta al estrés para tener un
significado fisiolégico, y dependen en gran medida de experiencias previas. Esta
informacion es organizada en las estructuras limbicas induciendo respuestas
neuroendocrinas y conductuales ante el estrés (Sandi, 2001; Joseph-Bravo & De
Gortari, 2007).

Se han realizado diversos estudios para conocer los mecanismos cerebrales de la
formacion de la memoria mediada por diferentes intensidades de estimulo, uno ejemplo
de ellos es el deQuiroz et al. (2003)que entrenaron ratas en la tarea de evitacion
inhibitoria utilizando diferentes intensidades de choque eléctrico, 0.8 o0 1.0 mA, e
inmediatamente después administraron bilateralmente tetrodotoxina en el hipocampo
dorsal para inactivar la actividad neural, los resultados corroboraron el efecto amnésico
en las ratas entrenadas con 0.8 mA, sin embargo, observaron que ante la intensidad
mas alta (1.0 mA) el tratamiento fue inefectivo para producir amnesia, sugiriendo que
después de una experiencia sobrerreforzada otras estructuras del cerebro son

activadas.

2.4.1 Eje Hipotalamo-Pituitario-Adrenal (HPA)

Durante la respuesta del organismo al estrés se activa el eje HPA. Inicialmente se
producen senales de activacion procedentes de distintas estructuras cerebrales, que
convergen en un grupo de neuronas parvocelulares del nucleo paraventricular del
hipotdlamo, estas neuronas sintetizan arginina vasopresina (AVP) y la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) que es liberada en la eminencia media, en donde
hay una serie de capilares que forman un sistema de vasos portales, estos vasos
ponen en comunicacion al hipotalamo con la hipdfisis anterior donde la CRH estimula a
las células corticotropicas, que sintetizan y liberan a la circulacion sanguinea la
hormona adrenocorticotropica(ACTH), la cual es secretada a la circulacion sanguinea y
activa la captacion de glucosa en el musculo esquelético, al llegar a la corteza de las
glandulas adrenales estimula la produccién y liberacién de los glucocorticoides a la
sangre, la secrecion de corticoides adrenales suele alcanzar niveles maximos a los 15
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minutos después de la activacion de HPA (de Kloet et al., 1998; Sandi et al., 2001).

(Figura 4).
\s wotalany‘ A@

~
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GIucocortlcmdes

Figura. 4. Representacioén de la activacion del Eje HPA.Comienza con la produccién de CRH y AVP en el
ndcleo paraventricular del hipotalamo, estas hormonas estimulan a la hipéfisis anterior la cual libera
ACTH vy provoca la secrecion de glucocorticoides de la corteza adrenal. El eje tiene puntos de
retroalimentacion negativa en el hipotdlamo y la hipdfisis, asi como en algunas estructuras como el
hipocampo. Modificado de Sandi (2004).

Los glucocorticoides participan como elementos clave en la respuesta de estrés
del organismo, desempenan un importante papel en la facilitacion de la memoria

asociada a las vivencias emocionales y estresantes(Sandi, 2004).

2.4.2 Los glucocorticoides

Los glucocorticoides son hormonas esteroideas adrenocorticales secretadas al
torrente sanguineo inmediatamente después de ser sintetizadas(Koolman & Roéhm,
2004); donde se unen a proteinas plasmaticas que ayudan a su transporte(Sandi et al.,
2001); debido a su naturaleza lipofilica pueden atravesar la membrana citoplasmatica
de la célula y unirse a su receptor, este complejo receptor-hormona es translocado al
nucleo celular donde se homodimeriza para unirse a los elementos de respuesta en el
acido desoxirribonucleico (ADN), reclutando maquinaria transcripcional y coactivadores
0 correpresores que regulan la transcripcion de genes(Galliher-Beckley & Cidlowski,
2009).
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Los glucocorticoides tienen efectos metabdlicos que incluyen la estimulacion dela
gluconeogénesis, aumentan el catabolismo de las proteinas, la movilizacion de acidos
grasos e inhiben la respuesta inflamatoria Korol y Gold (2007).

La regulacion de la transcripcion por los glucocorticoides depende de la
disponibilidad del ligando, del receptor y el reclutamiento de cofactores y otras
proteinas; también depende del tejido blanco y la sensibilidad del individuo hacia los
glucocorticoides(Lu & Cidlowski, 2006).

Los glucocorticoides desempeiian un papel critico en la terminacion de su propia
secrecion. Dicha retroalimentacion negativa la realizan mediante la inhibicion de la
secrecion de CRH y ACTH en el hipotalamo y la hipofisis, respectivamente, asi como al
interactuar con el hipocampo y otras regiones cerebrales (Sandi, 2004).

En trabajos donde se administran diferentes dosis de corticosterona se ha
observado que con dosis bajas no hay efecto sobre la retencién de la tarea, sin
embargo en dosis intermedias se observa un efecto facilitador en la consolidacién, por
el contrario, dosis muy altas la inhiben(Medina et al., 2007; Roozendaal et al., 1996;
Sandi & Rose, 1997).

Se asume que los efectos de los glucocorticoides sobre la memoria y el
aprendizaje siguen un efecto de U invertida, de tal manera que la ausencia de
glucocorticoides o su bloqueo empeora el aprendizaje, de igual manera que los niveles
muy elevados; en cambio las dosis moderadas tienen un efecto facilitador de la
memoria; este efecto depende de la interaccién de la hormona con sus receptores
(receptor a mineralocorticoides y receptor a glucocorticoides), ya que cuando estan
completamente saturados existe una deficiencia en la memoria(Lupien, Maheu, Tu,
Fiocco & Schramek, 2007) (Figura 5).
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Figura 5. Representacion esquematica de la ocupacion de los receptores a glucocorticoides en funcion
de los niveles circulantes de glucocorticoides y la modulacién resultante de la memoria. Modificado de
Lupien et al. (2007).

2.4.3 Receptor a glucocorticoides (GR)

Las acciones de los glucocorticoides en el cerebro estan mediadas por su unién a
receptores especificos, el de GRy el MR(De Kloet et al., 1998).

El MR tiene gran afinidad por el ligando, por lo que se encarga del mantenimiento
de la actividad HPA basal y por su parte el GR tiene una afinidad menor y facilita la
recuperacion de la activacion inducida por el estrés (De Kloet et al., 1998). Ambos tipos
de receptores estan presentes en areas del cerebro como el hipocampo y la amigdala,
asi como en otros tejidos del cuerpo como el higado(McEwen, Sakai& Spencer, 1993).
La alta densidad de receptores para corticosteroides expresados en areas cerebrales
implicadas en los procesos de aprendizaje y memoria, como el hipocampo, la corteza
cerebral y la amigdala, denota su localizacion clave para afectar funciones cognitivas
(Sandi, 2004).

Herman y Spencer (1998)evaluaron la regulacién del acido ribonucleico
mensajero(ARNm) y el nivel de proteina del GR en ratas
adrenalectomizadas,observaron diferencias en la expresion del ARNm del GR entre las
regiones del hipocampo, siendo mayor en CA1 y GD ademas,encontraron que en
situaciones basales el GR en el hipocampo es regulado por el MR, en contraste,
cuando los niveles de glucocorticoides circulantes son altos ocurre una evidente

autorregulacion del GR, (Figura 6).
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Figura 6. Imagen de un corte coronal del hipocampo, sometido a la técnica de hibridacion in situ, donde
se puede observar la localizacion del ARNm del GR en las areas de CA1, CA3 y GD del hipocampo.
Modificado de Herman y Spencer (1998).

El GR tiene una estructura modular que esta formada por dominios de diferente
longitud y funcion; los cuales son el dominio de activacion transcripcional en el extremo
N-terminal (NTD, por sus siglas en inglés, N-terminal transactivationdomain), el dominio
de unién al acido desoxirribonucleico (DNA) (DBD, por sus siglas en inglés, DNA
BindingDomaing) y el dominio de unién el ligando (LBD, por sus siglas en inglés,
ligand-bindingdomain) (Koolman & Réhm, 2004). EI dominio NTD AF1 que permite el
reclutamiento de co-reguladores y de maquinaria transcripcional. El DBD contiene dos
motivos “dedos de zinc” que se unen al DNA. El LBD contiene una bolsa hidrofébica
para unir al ligando y un dominio AF2 para las interacciones con los co-rreguladores. El
GR contiene también una regién bisagra (H) que separa al DBD y al LBD (Cain &
Cidlowski, 2015)(Figura 7).

Figura 7. Esquema en donde se representan los dominios del GR y los sitios de fosforilacion conocidos
en humano y rata. En paréntesis se muestran las cinasas implicadas en la fosforilacién de los diferentes
residuos. AF-1: dominio de activacion transcripcional. DBD: dominio de unién al DNA, LBD: dominio de
union al ligando. Modificado de Galliher-Beckley y Cidlowski (2009).
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La estructura del gen del receptor a glucocorticoides en el humano consta de un
total de 9 exones y tiene un tamafio de 80 kilobases, el exon 1 consta de una
secuencia 5'no traducida, el exén 2 codifica para la porcion amino-terminal del
receptor, y un total de 5 exones combinan para el dominio de unidén a la hormona.
Como producto del splicing alternativo, son generadas dos isoformas; a y B cada una
codificada por el exén 9(Encio & Detera-Wadleigh, 1991).

Ante la ausencia de hormona, el GR se encuentra en el citoplasma unido a
proteinas chaperonas, principalmente a la proteina de choque térmico hsp90(Koolman
& R6hm, 2004).

El GR es una proteina que es blanco de modificaciones postraduccionales como
la fosforilacién, ubiquitinacién, sumoilacion y acetilacion, estas modificaciones alteran la
funciéon del GR (Cain & Cidlowski, 2015). Las cinasas implicadas en la fosforilacién de
los diferentes residuos de aminoacidos en AF1 son las cinasas dependientes de ciclina
(CDK), las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPKSs), las cinasas c-Jun N-
terminal (JNK) y las cinasas del glucégenosintetasa (GSK3). Se ha reportado la
fosforilacion en los residuos de Ser113, Ser134, Ser141, Ser143, Ser203, Ser211,
Ser226 y en Ser 404 (Kadmiel & Cidlowski, 2013). Cuando la Ser211, homdloga a la
Ser 232 en la rata, es fosforilada existe una mayor actividad transcripcional del GR e
incrementa el reclutamiento de promotores (Galliher-Beckley & Cidlowski, 2009;
Gehring, 1993; Necela & Cidlowski, 2004; Vandevyver, Dejager& Libert, 2012).

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 GREs: GREs positivos que determinan la induccion de la transcripciéon y
GREs negativos que la reprimen (Figura 8). En los GREs positivos participan complejos
de coactivadores como el del receptor de esteroides-1, p/CIF, SWI/SNF,y GRIP1/TIF2/;
mientras que en los GREs negativos participan los factores de transcripcién AP-1 vy el
factor nuclear kB, estas interacciones le dan al complejo hormona-receptor la

capacidad de interactuar con el genoma (Koolman & Rohm, 2004).
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Figura 8. Esquema del mecanismo basico de accion del GR al unirse a la hormona. El GR reside en el
citoplasma unido a proteinas de choque térmico (PHS). Al unirse a la hormona, el GR se disocia de las
HSP y sufre cambios postraduccionales como fosforilaciones (P) para después internalizarse en el
nucleo donde actua como factor de transcripcion. GSM maquinaria general de transcripcion. Modificado
de Necela y Cidlowski (2004).

Wang, Frederick y Garabedian (2002)aplicaron dexametasona, un glucocorticoide
sintético, y observaron a distintos tiempos la localizacion subcelular de la Ser203 vy
Ser211 fosforiladas, encontraron que solo después de una hora de la administracion
del tratamiento la Ser 211 fosforilada se observaba de manera evidente dentro del
nucleo, después de dos horas la sefal se iba atenuando y saliendo del nucleo hacia el
citoplasma; a diferencia de la Ser203 que solo fue observada en el citoplasma,
encontrando asi una correlacion entre la fosforilacion de la Ser211 y la transactivacion
del GR, ellos proponen a la Ser-211 fosforilada como un biomarcador de activacion
hormonal del GR y sugieren que las diferencias en la fosforilacion y la localizacién
subcelular se deben a los distintos aspectos de la modulacion y funcién del receptor
(Figura 9).

GR total

pGR-211

pGR-203

Dexametasona: Oh 0.5h 1h 2h 4h 6h

Figura 9. Localizacion subcelular de la Ser203 y Ser211 fosforiladas en cultivo celular humano
observadas a distintos tiempos después de la administracion de dexametasona. Modificado de Wang et
al. (2002).
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3. Justificacion

La liberacion de hormonas corticosteroides provocada por el estrés, tiene
influencia en la regulacion de los procesos de aprendizaje, consolidacion y evocacion
de la memoria; estas hormonas son liberadas como producto de la activacién del eje
HPA;dicha activacion depende de la intensidad y la frecuencia de exposicion al
estresor. Al llegar al cerebro estas hormonas se unen a sus receptores especificos,
entre ellos el GR; se forma el complejo hormona-receptor y se homodimeriza para
translocarse al nucleo.El GR sufre cambios conformacionales como la fosforilacién en
la serina 211 mediada por la cinasa dependiente de ciclina 5 (CDK5) y las proteinas
cinasas activadas por mitdogenos (MAPK) p38 y p35 que favorecen la actividad
transcripcional del GR.

Se sabe que una de las estructuras cerebrales que presenta una alta
concentracion de GR y que participa en la consolidacion de la memoria es el
hipocampo, por ello es importante conocer si el aprendizaje mediado por un estresor
puede tener efecto en el numero de nucleos neuronales que presentan el GR
fosforilado en la serina 211 en las regiones de CA1, CA3 y GD del hipocampo dorsal de
ratas.

Una herramienta para estudiar los procesos de aprendizaje y memoria que
permite facilmente modificar el nivel de aprendizaje es la tarea de evitacion inhibitoria,
ya que la consolidacion de la informacion depende de la intensidad del estimulo
aversivo (choque eléctrico) que se utiliza.

Por lo anterior, en el presente trabajo nos planteamos la siguiente pregunta:
¢ Existe relacién entre el nivel de choque eléctrico administrado a ratas durante el
entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria y el numero de neuronas que
presentan el receptor a glucocorticoides fosforilado en la serina 211 en el hipocampo

dorsal?
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4. Hipotesis

H1: El incremento en la intensidad de choque eléctrico administrado durante el
entrenamiento de la tarea de evitacidon inhibitoria aumentara la resistencia a la

extincion.

H2: El entrenamiento con intensidad alta de choque eléctrico en la tarea de evitacion
inhibitoria inducira un aumento en el numero de neuronas que presenten el pGR-

Ser211 internalizado en el nucleo en la region CA1 del hipocampo.

H3: El entrenamiento con intensidad alta de choque eléctricoen la tarea de evitacién
inhibitoria inducira un aumento en el numero de neuronas que presenten el pGR-

Ser211 internalizado en el nucleo en la region CA3 del hipocampo.

H4: El entrenamiento con intensidad alta de choque eléctricoen la tarea de evitacién
inhibitoria inducira un aumento en el numero de neuronas que presenten el pGR-

Ser211 internalizado en el nucleo en la region GD del hipocampo.

5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Cuantificar las neuronas hipocampales que presentan el GR fosforilado en la
Ser211 internalizado en el nucleo en ratas entrenadas en una tarea de evitacién

inhibitoria mediada por diferentes intensidades de choque eléctrico.

5.2 Objetivos especificos
- Entrenar ratas en la tarea de evitacién inhibitoria con intensidades de choque
eléctrico 0.5, 1.0 0 2.0 mA.
« Evaluar la retencién y la extincion de la tarea de evitacion inhibitoria mediada por
diferentes intensidades de choque eléctrico.
« Cuantificar las neuronas en las regiones CA1, CA3 y GD del hipocampo que
presentan el receptor a glucocorticoides fosforilado e internalizadoen el nucleo, en
18



ratas entrenadas en la tarea de evitacion inhibitoria mediada por diferentes

intensidades de choque eléctrico (0.5, 1.0 y 2.0 mA).
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6. Materiales y métodos

El protocolo experimental del proyecto se llevo a cabo bajo los lineamientos aprobados
por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia, UNAM para el uso de animales
experimentales acorde a las normas estipuladas por la norma mexicana
(SAGARPANOM-062-Z00-1999) y por la “‘Guide forcare and use of
LaboratoryAnimals” del NIH(National Research Council, 2011).

6.1 Sujetos

Se utilizaron 64 ratas macho adultos de la cepa Wistar, con un peso entre 250 y
300 g de la colonia del bioterio del Instituto de Neurobiologia, de la Universidad
Nacional Autbnoma de México. Las ratas permanecieron en el bioterio del Laboratorio
de Aprendizaje y Memoria; se mantuvieron en cajas de acrilico individuales de 47.6 cm
X 25.6 cm x 20.6 cm 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.

6.2 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” esta 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
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retencion fueron medidas automaticamente con un cronometro digital Scheider Electric
S486 (Figura 10).

Figura. 10. Fotografia de la caja de evitacion inhibitoria conectada a un estimulador y a un contador
automatico.

6.3 Grupos y tratamientos

Los sujetos fueron asignados aleatoriamente a uno de los 6 grupos: ratas que
solamente fueron manipuladas, pero no entrenados en la tarea, ratasquefueron
entrenadas en la tarea sin recibir choque eléctrico, ratas que fueron entrenadas en la
tarea ya sea con un choque de 0.5, 1.0 0 2.0 mA.Ademas, un grupo de ratas que no fue
entrenado en la tarea de evitacién inhibitoria, pero fue expuesto directamente al choque
eléctrico alto (2.0 mA) durante 6.07 segundos que corresponde a los 5 segundos de
exposicion al choque en el compartimento obscuro mas el promedio de tiempo de
escape que tuvieronlas ratas entrenadas en la tarea con 2.0 mA, este grupo tuvo como

finalidad determinar la fosforilacion del GR debida solo al choque (Tabla 1).

Tabla 1. Organizacién de los grupos experimentales

Grupo Tratamiento n conductual | N histolégica
Solo Manipulado (Man) | - | - 4
Sin choque eléctrico (0.0 mA) 0.0 mA 10 4
Intensidad baja (0.5 mA) 0.5mA 10 4
Intensidad media 1.0 mA) 1.0 mA 10 4
Intensidad alta (2.0 mA) 2.0 mA 10 4
Solo choque (Sch 2.0 mA) 20mA | - 4
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6.4Sesion de entrenamiento

Durante la sesion de entrenamiento, se colocé a la rata en el compartimiento
iluminado, después de 10 s se abrio la compuerta que separa ambos lados de la caja,
se midio el tiempo en que la rata cruzo la puerta para pasar al compartimiento obscuro
(latencia de entrada), en ese momento se cerrd la compuerta y comenzo la descarga
eléctrica durante 10 s, al transcurrir los primeros 5 s de choque eléctrico la puerta fue
abierta y se contabilizé el tiempo que le tomo a la rata escapar (latencia de escape).
Terminado el entrenamiento cada uno de los grupos fue dividido en dos subgrupos:
unoque fue sometido a la sesién de prueba y extincién; y el otro que fue utilizado para

la deteccion del pGR.

6.5 Sesidén de prueba

A las 48 horas después del entrenamiento, se llevd a cabo la prueba de retencion,
colocando cada rata nuevamente en la caja de evitacion inhibitoria. En esta sesion se
siguio el mismo procedimiento empleado durante el entrenamiento, pero esta vez sin
administrar el choque eléctrico; fue registrado el tiempo que le tomé al animal entrar al
compartimiento obscuro, dando como maximo un tiempo de 600 s (latencia de

retencion).

6.6 Extincion

A las 48 horas después de la sesion de entrenamiento, se midié la latencia de
retencion y la extincidon de la tarea aprendida, las cuales fueron registradas cada 24
horas durante seis dias consecutivos, llevando a cabo el mismo procedimiento que el

dia de prueba, el cual fue tomado como la primera retencion.

6.7 Obtencion de tejido

Sesenta minutos después del entrenamiento las ratas fueron sacrificadas e

inmediatamente después se realizd la extraccion del cerebro, con el fin de permitir el
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tiempo adecuado para que el receptor a glucocorticoides fosforilado en la serina 211 se
translocara al nucleo. ElI cerebro fue congelado enisopentano a -30°C

aproximadamentey se almacend a -70°C.

6.8 Cortes cerebrales

Los cerebros fueron seccionados con la ayuda de navajas y una matriz de
diseccién para cerebro de rata, se obtuvola region medio-posterior del hemisferio
izquierdo donde se encuentra el hipocampo. Una vez realizada la diseccién para su
crioseccion los cerebros fueron distribuidos en bloques de hemicerebros izquierdos
distribuyéndolos aleatoriamente, designando al menos un sujeto del grupo manipulado
por cada bloque como medida estereoldgica.

Se realizaron cortes coronales de 20 ym de grosor colocados en laminillas
silanizadas (se utiliza este tipo de laminillas para asegurar una mejor adhesion del
tejido a la laminilla sin danarlo). Finalizados los cortes, Bregma —-0.94 a -2.80(Paxinos
& Watson, 2007) se escogieron aquellas laminillas correspondientes a la ubicacién del

hipocampo dorsal.

6.9 Técnica inmunohistoquimica

Los tejidos fueron fijados en una solucién de paraformaldehido al 2% y se lavaron
con buffers TBS y TBS-T, para posteriormente ser sumergidos en una soluciéon de
bloqueo. Después se incubaron con el anticuerpo primario Phospo-Glucocorticoid
Receptor (Ser211) (Antibody de CellSignaling) para detectar al receptor a
glucocorticoides fosforilado en la Ser211. Posteriormente las laminillas fueron
colocadas en incubaciéon con el anticuerpo secundario (Goat Anti-RabbitlgG-H&L
(Biotin) que reconoce al anticuerpo primario.

La tincidn fue visualizada usando el sistema de fluorescencia cianina 3 (Cy3) y
los nucleos fueron contratefiidos con SYTOXgreen, en la Figura 11 se muestran

imagenes representativas.
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Figura. 11. Imagenes panoramicas del hipocampo dorsal izquierdo tomadas con el microscopio de
fluorescencia Apotome. A) Inmunomarcaje de pGR-Ser211 en rojo. B) Contratincién de los nucleos
celulares con SYTOX Green. C) Colocalizacién de imagenes y ubicacion de las 3 tomas por region.
Barra de escala 500 pm.

6.10 Toma de imagenes

El apilamiento de las imagenes en “Z-stack“de los tejidos se obtuvieron a partir
de un objetivo apocromatico 40x con el software de imagenes “AxioVision 4.8“en el
sistema Apotome(ZEISS).

6.11 Analisis de imagenes

Después de obtener las imagenes de cada region con varios planos en Z (Z
stack), estas fueron analizadas con el programa IMAGE-J (Licencia libre).A partir del
plano medial de cada apilamiento de imagenes en Z, se tomaron solo el 60% (30%
hacia arriba y 30% hacia abajo) para poder observar y contabilizar los nucleos de las
neuronas hipocampales contratefiidas con SYTOXGreen, esto con el fin de no
contabilizar nucleos incompletos o que parte de ellos estuvieran en otra laminilla y

prevenir que fueran contabilizados doble vez. Terminado el conteo de nucleos se hizo
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la colocalizacion de las imagenes (nucleos con SYTOXGreen y pGR-Ser211 con Cy3) y
tomando en cuenta todos los planos utiles, se observaron y contabilizaron aquellos
nucleos previamente marcados y contados que empalmaban con la sefal del pGR-
Ser211 (Cy3). Como criterio de inclusion se tomoé en cuenta que la sefal de pGR-
Ser211 ocupara mas de la mitad del nucleo y que la sefial estuviera presentecomo
minimo en 3 planos en la proyeccion en Z, aquellos nucleos que cubrian con estos
criterios fueron designados como nucleos pGR+ (Figura 12). Para determinar la
proporcion de nucleos pGR+ para cada region del hipocampo (CA1, CA3 y GD) se
evaluaron los nucleos pGR+/los nucleos totales.Como método de control, el analisis de
las imagenes se realiz6 en ciego, es decir, no se tuvo conocimiento de los grupos

experimentales a los que pertenecia cada imagen al ser analizada.

Nucleos pGR+

Figura. 12. Nucleos pGR+. Imagende la colocalizacion de sefial en la region de CA1 tomadas con
objetivo apocromatico 40x del microscopio de fluorescencia Apotome. Las flechas sefialan nucleos
celulares determinados como nucleos pGR+. En verde se muestran la contratincién de nucleos con
SYTOX Green. En rojo se muestra la sefial de pGR-Ser211. 50y 10 uym.

6.12 Analisis estadistico
Las latencias de entrada y de escape de la sesion de entrenamiento y las latencias de
retencion de cada una de las sesiones de extincion fueron analizadas con estadistica

no paramétrica, debido a que los datos no siguieron una distribucién normal, ya que se

realizdé un corte arbitrario en las latencias.
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Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para conocer si existian diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos, y con la finalidad de determinar entre
que grupos se encontraban las diferencias se utilizé la prueba de U de Mann-Whitney.
Para comparar las latencias de retencion a lo largo de las 6 sesiones de extincion se
utilizé la prueba no paramétrica de medidas repetidas de Friedman por grupo y en caso

de presentar diferencias se realizd una prueba de Wilcoxonentre pares de sesiones.

Debido a quela proporcion de los nucleos pGR+ en las regionesCA1, CA3 y GD
del hipocampo cumplieron con la prueba de normalidad de Kolmogérov-Smirnov(p >
0.05)se realiz6 la prueba paramétrica ANOVA de una via para comparar entre grupos,
en caso de existir diferencias significativas se utilizé laprueba post hoc deTukeypara

determinar entre cuales grupos estan las diferencias.

Las hipotesis fueron evaluadas con un nivel de significancia menor o igual a 0.05.
El diagrama general que resume el protocolo experimental descrito se representa

en la Figura 13.

0.0 mA

Entrenamiento = 0.5 mA
evitacioninhibitoria - 1.0 mA + s6lo manipulado

- = 2.0 mA

G Manipulacién Extincion

ElL E2 E3 E4 EN EB

Dias

Extraccion del

hipocampo dorsal 60 —— Tecnica ‘
minutos después del inmunohistoauimica
entrenamiento l deteccion de
pPGR (Ser 211)

Sytox Green (Nucleos)

Figura 13. Diagrama general del protocolo experimental. Todos los grupos fueron manipulados durante
tres dias. Al cuarto dia, los grupos de 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 se entrenaron en la tarea de evitacion
inhibitoria; el grupo de sélo choque no fue sometido a la tarea. Se tomaron 4 ratas de cada grupo que
fueron sacrificadas una hora después del entrenamiento para determinar la activacion del pGR
mediante una técnica de inmunohistoquimica. A la parte restante de cada grupo se le midi6 la extincion
de la tarea 48 h después del entrenamiento del dia 6 al 11.
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7. RESULTADOS

7.1 Conductuales

Los datos de las latencias de entrada, escape y retencidon de cada grupo
entrenado en la tarea de evitacion inhibitoria, no siguen una distribucion normal debido
a que se realizé un corte arbitrario de medicion, por ello se realizé un analisis no
paramétrico.Para hacer una comparacion entre los grupos entrenados (0.0, 0.5, 1.0 y
2.0) se realizo la prueba estadistica de Kruskal Wallis, en caso de haber encontrado
diferencias estadisticas, se aplicd una prueba post hoc de U de Mann-Whitney para la
comparacioén entre pares de grupos. Los datos fueron graficados en medianas y rangos

intercuartiles.

7.1.1 Latencias de Entrada, Escape y Retencion

El dia del entrenamiento se registraron las latencias de entrada y escape para
cada uno de los grupos, mientras que las latencias de retencién fueron tomadas 48
horas después del entrenamiento.

Los grupos entrenados con diferentes intensidades de choque eléctrico (0.0, 0.5,
1.0 y 2.0 mA) no presentaron diferencias significativas en las latencias de entrada (H)
= 3.816; p < 0.2820), lo cual indica que todos los sujetos se encontraban en las mismas
condiciones motoras.

Por el contrario en las latencias de escapelos grupos presentaron diferencias
estadisticamente significativas (H@) = 25.83; p < 0.0001). La prueba U de Mann-
Whitney mostré que los grupos entrenados con 0.5 (U = 3.0 ; p < 0.0001), 1.0 (U = 0.0;
p <0.0001)y 2.0 (U=0.0; p<0.0001) mA fueron diferentes del grupo entrenado con
0.0 mA.

La comparacién de las latencias de retencion de los grupos, mostraron
diferencias estadisticamente significativas (H@z) = 32.23, p < 0.0001). La prueba post
hoc demostré que el grupo de 0.0 mA no difiere del grupo de 0.5 mA pero si de los
grupos entrenados con 1.0), 1.0 (U =0.0; p < 0.0001) y 2.0 (U = 0.0; p < 0.0001).
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En la Figura 14 se muestran los datos de las latencias de entrada, escape y
retencidén de los grupos entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria con 0.0, 0.5, 1.0
0 2.0 mA.
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Figura 14. Se muestran los datos en medianas con rangos intercuartiles de cada grupo. Los grupos
entrenados con 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA no presentaron diferencias significativas en las latencias de
entrada (A) pero si en las de escape (B) y de retencion (C). El * marca las diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo de 0.0 mA. El analisis estadistico utilizado fue la prueba de Kruskall
Wallis y como prueba post-hoc la U de Mann-Whitney (p < 0.05).

7.1.2 Extincion

A partir de las 48 horas después del entrenamiento se comenzaron a registrar
las latencias de retencion de cada grupo (0.0, 0.5, 0.1 y 2.0 mA) a lo largo de 6 dias,

cada 24 horas. La grafica de la curva de extincién obtenida se muestra en la Figura 15.

7.1.2.1 Analisis estadistico entre los grupos

Se utilizé la prueba Kruskal Wallis para comparar los grupos por sesiéon a lo largo de
los 6 dias(p < 0.001 para cada sesion), y una prueba U de Mann-Whitney en caso de
presentarse diferencias.

En el dia 1 (Hg) = 23.28), la retencidon de la tarea del grupo de 0.0 mA es
significativamente diferente de la retencion de los grupos de 1.0 (U = 2.0 ; p < 0.0001)
y 2.0 mA (U = 0.00; p < 0.0001); de igual manera que el grupo de 0.5 mA con los
grupos de 1.0 (U=24.50; p = 0.0435) y 2.0 mA (U = 16.50; p = 0.0049).
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En el dia 2 (H(s) = 22.08) el grupo de 0.0 mA difiere de los grupos de 1.0 (U=6.0 ;
p =0.0003) y 2.0 mA (U=1.00 ; p < 0.0001) EI grupo de 0.5 mA difiere del grupo de 2.0
mA (U=10.00 p = 0.0017).

En el dia 3 (Hg) = 20.91), el grupo de 0.0 mA es significativamente diferente de
los grupos de 1.0 (U =6.0; p=0.0003) y 2.0 mA (U = 0.00; p < 0.0001); el grupo de 0.5
mA es diferente del grupo de 2.0 mA (U = 13.50; p = 0.0063).

En el dia 4 (Hp) = 19.71), el grupo de 0.0 mA es significativamente diferente de
los grupos de 1.0 (U =9.00; p = 0.0022) y 2.0 mA (U = 2.00; p = 0.0003); el grupo de
0.5 mA es diferente del grupo de 2.0 mA (U =17.50; p = 0.0155).

En el dia 5 (H@) = 17.61), la retencion del grupo de 0.0 mA es significativamente
diferente de los grupos de 1.0 (U = 19.00 ; p = 0.0185) y 20 mA (U = 2.00 ; p =
0.0001); el grupo de 0.5 mA es diferente del grupo de 2.0 mA (U = 11.50 ; p = 0.0041)
y el grupo de 1.0 mA es diferente del grupo de 2.0 mA (U = 20.00; p = 0.0232).

Finalmente en el dia 6 (Ha) = 15.42), el grupo de 2.0 mA mantiene la diferencia
en su retencidn con respecto a todos los demas grupos, con el de 0.0 mA (U=7.00; p
= 0.0005); del grupo de 0.5 mA (U = 12.00 ; p = 0.0029) y del grupo de 1.0 mA (U =
13.00; p = 0.0039).

Como puede observarse el grupo de 1.0 mA es significativamente diferente del
grupo de 0.0 mA en las sesiones 1, 2, 3, 4 y 5; el grupo de 2.0 mA es diferente del
grupo 0.0 mA a lo largo de las seis sesiones lo cual indica una diferencia en la

retencién entre ambos grupos a lo largo de las 6 sesiones de extincion.

7.1.2.2 Analisis estadistico dentro de los grupos

También se llevo a cabo el analisis estadistico de la conducta de retencion
dentro de cada grupo mediante la prueba de medidas repetidas Friedman para
comparar las latencias de retencién dentro de los grupos a lo largo de las 6 sesiones y
en caso de presentar diferencias se realizé una prueba de Wilcoxon.

Dentro del grupo de 0.0 mA no hubo diferencias estadisticamente significativas
entre las latencias de retencién del grupo a lo largo de las 6 sesiones (F = 9.029, p =

0.1079), por lo que la retencion se mantiene sin cambios.
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Dentro del grupo de 0.5 mA se encontraron diferenciasestadisticamente
significativasentre las retenciones con respecto al dia uno (Fi) = 18.67 ; p=0.0022) en
los dias 3(p = 0.0391); 4 (p = 0.0391); 5(p = 0.0078) y 6 (p = 0.098).

De igual manera dentro del grupo de 1.0 mA se encontraron diferencias (F) =
36.03 ; p < 0.0001) a partir del dia 3(p = 0.0234); 4 (p = 0.0020); 5(p = 0.0020) y el dia
6 (p = 0.0020).

Finalmente dentro del grupo de 2.0 mA hubo diferencias (F)
0.0001) del dia 1 con respecto a los dias 3(p=0.156); 4 (p = 0.0039); 5(p
dia 6 (p = 0.0039).

Tomando como punto de comparacién las latencias de retencion, a lo largo de

33.54, p <
0.0039) y el

los 6 dias, “dentro” de cada grupo, se puede observar que los grupos entrenados con
intensidad de choque eléctrico (0.5, 1.0 y 2.0 mA) presentan diferencias conductuales
en las latencias de retencion a partir del dia 3, esto con respecto al primer dia de

prueba.
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Figura 15. Se muestran las medianas de las latencias de retencidon a través de las 6 sesiones de
extincién de los grupos entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria con 0.0, 0.5, 1.0 o 2.0 mA. El
asterisco * indica diferencias significativas entre los grupos por sesion con respecto al grupo de 0.0 mA
(*p<0.05; **p<0.01 y ***p<0.001). El analisis estadistico utilizado fue la prueba de Kruskall Wallis y la U
de Mann-Whitney (p<0.0001). El signo ¢ (p<0.05) indica diferencias significativas dentro de los grupos
entre las latencias de retencion de los 6 dias con respecto a la sesion 1, en esta comparacion se utilizo la
prueba de Friedman y como prueba post-hoc la deWilcoxon (p<0.0001).
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7.2 Histoldgicos

Se contabilizaron las neuronas de las regiones de CA1, CA3 y GD del
hipocampo que mostraron el receptor a glucocorticoides fosforilado en la serina 211
(pGR-211) internalizado en el nucleo, consideradas como pGR+, para cada uno de los
grupos entrenados (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA) y para los grupos manipulado (Man) y solo
choque (Sch 2.0 mA). La proporcién de neuronas pGR+ se obtuvo a partir de la division
entre el numero de nucleos pGR+/numero total de nucleos. Para el analisis estadistico
se realizd una prueba de analisis de varianza (ANDEVA) de un factor y una prueba

pos-hoc de Tukey.

7.2.1 NeuronaspGR+ enel cuerno de Ammoén 1 (CA1)

Los grupos entrenados con diferentes intensidades de choque eléctrico, el grupo
Man y el de Sch 2.0 mA presentaron diferencias en la proporcion de pGR+ en la region
de CA1 (F(5,17)=22.70 ; p < 0.001); el grupo Man presenté una proporcion de pGR+
basal que no difirid6 de los grupos entrenados con 0.0 mA y 0.5 mA. Se observo un
incremento en la proporcién de las neuronas pGR+ en los grupos entrenados con 1.0
mA (p <0.01), 2.0 mA (p < 0.001) y el grupo de Sch 2.0 mA (p < 0.05).

El grupo de 1.0 mA fue estadisticamente diferente en comparacion con los
grupos entrenados con 0.0 (p<0.05) y 0.5 mA (p<0.05).

Sin embargo, el grupo entrenado con 2.0 mA presenta la mayor proporcién de
neuronas pGR+ y es significativamente diferente de todos los demas grupos (p<0.01 y
p<0.001) (Figura 16).
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Figura 16.Neuronas pGR+ en CA1. Del lado izquierdo se muestran las imagenes representativas
tomadas con el microscopio Apotome con objetivo de 40xde la region de CA1 para cada uno de los
grupos, en la primera columna se muestra en rojo al GR fosforilado en la serina 211, en la segunda
columna se observan en el verde los nucleos contratefidos con SYTOX Green y en la tercera columna la
colocalizacién de ambas imagenes. Del lado derecho se muestran los porcentajes de las células pGR+
para cada uno de los grupos. * Diferencias con respecto al grupo Man (*p<0.05; **p<0.01). + Con
respecto al grupo de 0.0 mA. # Con respecto al grupo de 0.5 mA. ¢ con respecto a todos los demas
grupos. Se utilizé la prueba de ANDEVA (F,17)= 22.70; p < 0.001) y la prueba post-hoc de Tukey. Escala
50 um. Man manipulados, Sch solo choque. Las barras blancas indican 50 ym.
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7.2.2 NeuronaspGR+ en el cuerno de Ammon 3(CA3)
Al analizar estadisticamente la proporcion de neuronas pGR+ en la region de
CA3 del hipocampo entre todos los grupos no se observaron diferencias
estadisticamente significativas(F,18)= 0.6674 ; p > 0.05).
En la Figura 17 se muestra el porcentaje de las células pGR+ de CA3 en cada
grupo.
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Figura 17.Neuronas pGR+ en CAS3. Del lado izquierdo se muestran las imagenes representativas
tomadas con el microscopio Apotome con objetivo de 40x de la region de CA3 para cada uno de los
grupos, en la primera columna se muestra en rojo al GR fosforilado en la serina 211, en la segunda
columna se observan en el verde los nucleos contratefidos con SYTOX Green y en la tercera columna la
colocalizacién de ambas imagenes. Del lado derecho se muestran los porcentajes de las células pGR+
en la regién de CA3 del hipocampo en cada uno de los grupos (Man, 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA; y Sch 2.0
mA). No hay diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Se utilizé la prueba de ANDEVA
(F5,18=0.6674;p > 0.05). Escala 50 ym.Man manipulados, Sch solo choque.Las barras blancas indican
50 pym.
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7.2.3 NeuronaspGR+ en el giro dentado (GD)

En la regién del GD del hipocampo, la proporcion de nucleos pGR+ no difiere
entre los grupos (F,18) = 0.5099 ; p > 0.05).

En la Figura 18 se muestran los datos de las células pGR+ en porcentajes, que

corresponden a la regién del GD del hipocampo para cada uno de los grupos.
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Figura 18.Neuronas pGR+ en GD. Del lado izquierdo se muestran las imagenes representativas tomadas
con el microscopio Apotome con objetivo de 40x de la region de GD para cada uno de los grupos, en la
primera columna se muestra en rojo al GR fosforilado en la serina 211, en la segunda columna se
observan en el verde los nucleos contratefiidos con SYTOX Green y en la tercera columna la
colocalizacién de ambas imagenes. Del lado derecho se muestran los porcentajes de las células pGR+
en la region de GD del hipocampo en cada uno de los grupos (Man, 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA; y Sch 2.0
mA). El  ANDEVA no mostré diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F5,18=0.5099;p>0.05). Escala 50 ym. Man manipulados, Sch solo choque.Las barras blancas indican 50
um.
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8. DISCUSION

Los datos conductuales de los grupos entrenados en la tarea de evitacion
inhibitoria con diferentes intensidades de choque eléctrico, muestran que las latencias
de entrada no difirieron estadisticamente, esto indica que las ratas de cada grupo
presentaron las mismas condiciones motoras para poder adquirir la tarea. En contraste
las latencias de escape fueron diferentes entre los grupos; aquellos que recibieron el
choque eléctrico escaparon en menor tiempo que el grupo que no recibié descarga
eléctrica; esto puede explicarse en términos de la respuesta de lucha o huida,
desencadenada ante la presencia de un estimulo que pone en riesgo la integridad y la
homeostasis del organismo (Sandi et al., 2001).

Al evaluar la retencidn de la tarea de evitacion inhibitoria a lo largo de las 6
sesiones de prueba se observo que las ratas entrenadas con el choque eléctrico mas
alto (2.0 mA) mostraron las retenciones mas altas, seguidas por las del grupo
entrenado con 1.0 mA; estos datos ya han sido reportados antes en nuestro laboratorio
(Garin-Aguilar et al., 2012). El hecho de que los grupos con intensidades mas altas
presenten una mejor memoria puede deberse a los niveles de corticosterona liberados
después de la administracién de la descarga eléctrica en los sujetos de cada grupo, ya
que se ha reportado que el nivel circulante de estas hormonas aumenta en relacién con
la intensidad y fuerza del estresor, teniendo efecto facilitador o inhibitorio de la
consolidacion de la memoria, (Finsterwald & Alberini, 2014; Keller, Schreiber, Stanfield
& Knox, 2015; Knox, Nault, Henderson & Liberzon, 2012; Medina et al., 2007; Sandi &
Rose, 1997; Tronson, Corcoran, Jovasevic& Radulovic, 2012), con estos resultados
podria suponer que hubo un efecto facilitador en la memoria en los grupos entrenados
con intensidades altas de choque eléctrico.

En las regiones de CA3 y GD la proporcién de neuronas pGR-Ser211+ no difirio
entre los grupos en la tarea de evitacion inhibitoria con diferentes intensidades de
choque eléctrico, estos datos sugieren una baja participacién del pGR-Ser211 en estas
regiones ante este tipo de aprendizaje. En cambio, en la regién CA1la proporcién de
neuronas con pGR-Ser211 internalizado en el nucleo difirié entre los grupos, siendo

mayor en el grupo entrenado con la intensidad de choque eléctrico mas alto (2.0 mA)
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esto puede deberse a la forma en que se organiza y procesa la informacion en cada
region del hipocampo. Por un lado la funcionalidad del GD ha sido descrita a través de
la teoria de separacién de patrones que consiste en la transformacion de las
representaciones o recuerdos similares en representaciones muy diferentes que no se
superponen, esta parte del proceso se le ha atribuido al giro dentado y sus
proyecciones hacia CA3(Leutgeb, Leutgeb, Moser & Moser, 2007). En cambio la
funcionalidad de CA3 y sus proyecciones hacia CA1 han sido asociadas con el
completamiento de patrones que es visto como una red de auto-asociacion capaz de
establecer patrones de activacion almacenados previamente, basados en las sefales
parciales o similares de actividad provenientes del GD de tal manera que la informacion
queda completa para proyectarse hacia CA1(Bakker, Kirwan, Miller & Stark, 2008).

Otra diferencia entre las regiones y su funcionalidad se ha encontrado en la
actividad eléctrica que presentan, a la region de CA3 se le ha atribuido una funcién de
codificacion rapida de nueva informacion (Leutgeb et al., 2007), y una mayor actividad
eléctrica en presencia de objetos novedosos asi como una actividad mas rapida en el
aprendizaje con respecto a CA1 que presenta una actividad eléctrica mayor en
componentes de tipo espacial y una accion mas retardada(Roth, Yu, Rao & Knierim,
2012).

Es importante mencionar que se ha observado que hay una mayor
concentracion de MR en comparacion con la de GR en la region de CA3 (Han, Ozawa,
Matsuda, Nishi, & Kawata, 2005; Sarabdjitsingh, Meijer, Schaaf& de Kloet, 2009), esto
puede explicar la vulnerabilidad que presentan las neuronas CA3 a los efectos del
estrés como la contraccion dendritica aparentemente reversible. Ante un estrés
repetido los glucocorticoides y los aminoacidos excitatorios desencadenan una
remodelacion dendritica en CA3, principalmente en las dendritas apicales (McEwen,
2016), éste efecto habla de la diferencia que presenta la regién de CA3 ante el estrés.

En el caso del GD, es sabido que el estrés (cronico o agudo) y los
glucocorticoides afectan la neurogénesis de esta region. Se ha propuesto también que
las células granulares del GD responden menos que las de CA1 a la activacion del GR
(Joéls, 2006), este dato correlaciona con nuestros resultados encontrados en la

proporcion de neuronas pGR+ en las regiones de CA1 y GD.
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Aunado a esto, la funcionalidad de cada region (CA1, CA3 y GD) difiere en
aferencias y eferencias (Fanselow & Dong, 2010); plasticidad sinaptica, liberacion de
BDNF vy la regulacién de los receptores de glutamato (Caudal, Jay & Godsil, 2014),de
acuerdo a nuestros resultados, estas diferencias también quedan representadas en la
activacion del GR en cada region.

Por otra parte, se sabe que la corticosterona facilita la potenciacion de largo
plazo en la region CA1 inducida por la estimulacién de alta frecuencia de las colaterales
de Schaffer(Wiegert, Joéls & Krugers, 2006).CA1 ademas de recibir proyecciones de
CA3 también recibe aferencias directas de la corteza entorrinal que proveen
informacion espacial y de olor que contribuyen en el almacenamiento de la
informacion(lgarashi, Ito, Moser, & Moser, 2014), es decir CA1 recibe mas
proyecciones lo que podria resultar en mayor actividad sinaptica y diferente regulacion
molecular en situaciones de aprendizaje mediadas por un evento estresante que
desencadenen una mayor activacion del GR.

De manera particular el hecho de que los grupos entrenados en la tarea
deevitacion inhibitoria con diferentes intensidades de choque eléctrico difieran en la
proporcion de nucleos pGR+ en CA1 nos indica que esta region responde ante la
variacién del estimulo eléctrico a través de la modulacion de la fosforilacion del GR en
la serina 211 (Ser211), esto puede deberse a la disponibilidad del GR en esta region y
a la activaciéon de las cinasas que fosforilan a la Ser211 en el dominio N terminal del
GR (Adzic et al., 2009),como son la Cinasa dependiente de Ciclina 5 (CDK5) (Ismaili &
Garabedian, 2004; Kino et al., 2007; Krstic, Rogatsky, Yamamoto & Garabedian,
1997)y la proteina cinasa activada por mitdégeno p38 y p35 (MAPK p38)(Chen et al.,
2008; Chrousos & Kino, 2009). De tal forma que ante una situacién de aprendizaje
mediada por un evento estresante estas dos cinasas son activadas por mecanismos de
actividad neuronal y regulan la fosforilacion del GR(Galliher-Beckley & Cidlowski, 2009;
Krstic et al, 1997; Su & Tsai, 2011).

Por una parte la CDK5 es una cinasa implicada en diversos procesos neuronales
como la plasticidad sinaptica(Odajima et al., 2011); sefalizacion del dolor; migracién
neuronal; neurogénesis hipocampal; desarrollo neuromuscular; sefializacién

dopaminérgica; aprendizaje y memoria(Shah & Lahiri, 2014).En cambio la MAPK p38
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es activada ante situaciones de estrés ambiental (Shen, Tsimberg, Salvadore, & Meller,
2004) y participa en la regulacion de LTD (Finsterwald & Alberini, 2014); en la
produccion de citosinas(Bouazza et al., 2014; Manzoor & Koh, 2012);ademas se ha
observado su participacion en los procesos de memoria a corto y largo plazo en la
tarea de evitacidn inhibitoria, especificamente en la region de CA1(Alonso, Bevilaqua,
Izquierdo, Medina & Cammarota, 2003; Donzis & Tronson, 2014; Zhen, Du, Romano,
Friedman& Harvey, 2001); asi como una funcion de control de energia que modula la
accion de glucocorticoides en los tejidos diana(Nader et al., 2010).

Finalmente, a pesar de que el grupo de Sch 2.0 mA presenta un aumento en la
proporcion de neuronas pGR+ con respecto al grupo Man, esta proporcién es menor
que la observada en el grupo entrenado con la intensidad de choque eléctrico mas alta
(2.0 mA), este resultado nos indica que la activaciéon del GR no se debe exclusivamente
a la via del dolor (Sch 2.0 mA), sino que el componente cognitivo (de aprendizaje)
induce una mayor activacion de GR en las neuronas de CA1 para la formacion de un
aprendizaje mas fuerte con intensidades altas (2.0), en comparacién con las
condiciones normales de aprendizaje (0.0 y 0.5 mA) donde este incremento en la
activacién de GR no ocurre.

De tal manera que podriamos deducir que ante una experiencia con un estresor
intenso, en el que el organismo se encuentra en riesgo, se lleva a cabo la activacion de
mecanismos de adaptacion que permiten al individuo asegurar el almacenamiento de
esta informacién y prepararlo para hacer frente a las demandas similares de manera
efectiva cuando vuelvan a presentarse en el futuro, estos mecanismos pudieran estar
mediados por la actividad de la via del dolor y del sistema inmune dada la aplicaciéon
del choque eléctrico y la presencia de conductas como piloereccion, defecacion,
hiperventilacion que presentan las ratas después de la aplicacién del choque eléctrico;
dando como resultado una mayor actividad neuronal que incluyen mecanismos de
sefalizacion y comunicacion celular (liberacion de neurotransmisores, activacion de
receptores, cinasas, citosinas, entre otras) los cuales pueden aumentar conforme la
intensidad del choque eléctrico es mas alta en el entrenamiento, de tal manera que

estas vias intervienen en la actividad de CA1, promoviendo una mayor fosforilacion del
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GR en la serina 211 en esta region conforme aumenta la intensidad del choque

eléctrico.
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9. CONCLUSIONES

La formacion de la memoria es modulada por los estimulos presentes durante el
momento de la experiencia aprendida, siendo aquellas experiencias estresantes las

que presentan una mayor resistencia a la extincion.

El receptor a glucocorticoides, fosforilado en la serina 211 internalizado en los
nucleos de las neuronas de la region CA1 del hipocampo participa en la consolidacion
del aprendizaje de la tarea de evitacion inhibitoria mediada por intensidades de choque

eléctrico alto (1.0 y 2.0 mA).

A pesar de que el grupo de Sch 2.0 mA presenta un incremento en la proporcion
de neuronas pGR+, el grupo entrenado con 2.0 mA presenta una proporcion mayor,
esto sugiere que las neuronas en la region CA1 del hipocampo responden a la
asociacion de la intensidad del estresor (choque eléctrico) y el contexto (evitacidon

inhibitoria).

Por otra parte, la activacion de GR en las regiones de CA3 y GD no responde

ante los cambios de intensidades en el choque eléctrico.
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10. Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo han dado lugar a nuevas interrogantes sobre
la participaciéon de las cinasas sobre la regulacion de la fosforilacion del GR en la serina
211 en el hipocampo por lo tanto, se sugiere que bajo las mismas condiciones de
entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria, utilizando las mismas intensidades de
choque eléctrico de 0.5, 1.0 y 2.0 mA se lleven a cabo nuevas investigaciones que
permitan:

Medir la actividad de la CDK5 y la MAP cinasa p38 en el hipocampo, en diferentes
tiempos (antes de los 60 min) después del entrenamiento con el fin de observar la
presencia de estas cinasas en cada una de las regiones del hipocampo (CA1, CA3 y
GD)

Inhibir la CDK5 en el hipocampo y observar su efecto en la conducta y en la
fosforilacién del GR en la serina 211.

Inhibir la p38 en el hipocampo y observar su efecto en la conducta y en la fosforilaciéon
del GR en la serina 211.

Examinar la interaccion funcional entre la CDK5, p38 y el GR en el hipocampo después
del entrenamiento.

De igual manera seria interesante observar la fosforilacion del GR en la serina 211 en
nucleos gliales, bajo las mismas condiciones de entrenamiento en la tarea de evitacidon
inhibitoria, utilizando las mismas intensidades de choque eléctrico (0.5, 1.0 y 2.0 mA)
para poder cuantificar los nucleos de la glia que presentan el pGR-Ser211)
internalizado, en las regiones CA1, CA3 y GD.
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