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Resumen

El aprendizaje y la memoria son mecanismos adaptativos que permiten la sobrevivencia de
los individuos en un ambiente en constate cambio. Por esta razén, las hormonas
noradrenalinay glucocorticoides, que son secretadas ante estresores, modulan procesos de
la memoria como son la consolidacion y recuperacion. Ademas, las respuestas al estrés
también influyen en la estrategia que el sujeto elegira para resolver una tarea, ya sea una
opcion rapida que promueva la sobrevivencia o una cognitiva que requiere mas tiempo para

ejecutarse.

Las sublineas de bajo y alto bostezo (LY: low-yawning y HY: high-yawning, de sus siglas en
inglés) fueron obtenidas a partir de la cepa Sprague-Dawley a través de cruzamientos
endogamicos. A través de pruebas conductuales se determiné que la sublinea LY tiene un
fenotipo ansioso y la HY uno resiliente a estresores, y que ambas caracteristicas son innatas.
En cuanto a su memoria espacial evaluada en el laberinto de Barnes, la sublinea LY expresa
déficits a largo plazo respecto de la sublinea HY y su cepa de origen. La adrenalectomia
realizada en ambos grupos evidencio en los sujetos HY déficits en la memoria como se ha
reportado en la literatura, mientras que la sublinea LY se comportd del mismo modo que un
individuo intacto. Este resultado sugirié que existe una modificacion en la sefializacién por
glucocorticoides en la sublinea LY, la cual puede tener consecuencias sobre su memoria y

aprendizaje.

Considerando la funcién de las hormonas del estrés en la consolidacién y recuperacién de
la memoria, asi como en la eleccion de estrategias para la solucién de tareas, el objetivo
principal de este trabajo fue determinar el efecto de ambas hormonas del estrés en los

procesos antes descritos, en los sujetos LY, HY y compararlos con la cepa Sprague-Dawley.

La evaluacion de la memoria espacial se realizd en el laberinto de Barnes. En el primer
experimento se entrend a los sujetos en una tarea de solucién dual, que se podia resolver a

través de estrategias espaciales o de estimulo-respuesta. Obteniéndose que la sublinea LY



presentd indecision para elegir entre ambas estrategias, adicionalmente, que el aprendizaje

estimulo-respuesta causd mas déficits en esta sublinea respecto del grupo HY.

Se realizd la administracion de tres dosis de corticosterona en los tres grupos de ratas:
Sprague-Dawley, LY y HY antes de la recuperacién de la memoria. La sublinea HY mostré
déficits en su evocacion con la dosis més alta del glucocorticoide exdgeno, reproduciendo
los reportes en la literatura, mientras que la sublinea LY mostré el patron opuesto, teniendo

una tendencia hacia la mejora de su memoria con las dosis crecientes de corticosterona.

La administracion de tres dosis de propranolol, un bloqueador -adrenérgico, antes del
aprendizaje, generé mas déficits en esta etapa y en la recuperacion de la memoria a largo
plazo en la sublinea LY respecto de la HY. El cuarto experimento consistié en evaluar el efecto
del bloqueo del receptor a glucocorticoides sobre la consolidacién de la memoria, para lo
cual fue administrada mifepristona, utilizando una sola dosis, inmediatamente después del
aprendizaje. De este experimento se obtuvieron los efectos amnésicos esperados en las

sublineas LYy HY, siendo mas sensibles al efecto, respecto de la cepa Sprague-Dawley.

Los resultados obtenidos indican que la sublinea LY podria tener una modificacién en su
sistema noradrenérgico central, ya que expres6 mayor sensibilidad al tratamiento con
propranolol, un comportamiento de indecision en la prueba de solucién dual, mecanismo
que recibe regulacién por noradrenalina y una mejora en la recuperacion a partir de
corticosterona, la cual para ejercer sus efectos también requiere activacion de receptores
noradrenérgicos. Mientras que la sublinea HY resiliente ejecuté ambas estrategias de
solucién de manera eficiente y la modulacion de las hormonas del estrés sobre su

aprendizaje y memoria coincide con la reportada previamente en la literatura.
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1. Introduccion.

1.1 Aprendizaje y memoria.

El aprendizaje y la memoria son dos procesos indispensables para que el individuo logre su
adaptacion en un ambiente en constante cambio (McGaugh, 2013). El primero se define
como una modificacion en el comportamiento que resulta del conocimiento adquirido
(Ortega-de San Luis y Ryan, 2022). La memoria por su parte se refiere a la capacidad de
adquirir conocimiento, utilizarlo para recuperar eventos del pasado y planear acciones a

futuro (Morris, 2013).

La memoria se divide en dos categorias principales, de trabajo y de largo plazo (Jeneson'y
Squire, 2012). Una de las caracteristicas de la memoria de trabajo es que permite sostener
una cantidad limitada de informacion conscientemente manteniendo la atencion durante
un intervalo de tiempo que va de los segundos a algunos minutos (Cowan, 2014). Esta
duracién se debe a que tiene lugar un incremento en la liberacién presinaptica de
glutamato al igual que cambios en la densidad de receptores post-sinapticos a este
neurotransmisor, ambas respuestas ocurren con proteinas ya sintetizadas y en sinapsis

existentes (Asok y cols., 2019).

Por el contrario, la memoria de largo plazo es la capacidad de recuperar en cualquier
momento informacién que previamente ha sido consolidada con un rango de tiempo
amplio que va de los dias, meses o afios (Squire, 2017). Dicha persistencia a lo largo del
tiempo depende de la activacion de cascadas de sefializacién en las que participan la
proteina cinasa activada por mitogeno (MAPK, por sus siglas en inglés), la proteina cinasa A
(PKA) y el elemento de respuesta a adenosin monofosfato ciclico (cAMP), seguido de la
transcripcion de genes de novo y la sintesis de proteinas que finalmente conducen al
crecimiento sinaptico, es decir ocurre un cambio estructural en el cerebro (Kandel y cols.,

2014).



La memoria de largo plazo por su parte se subdivide en memoria declarativa o explicita, la
cual agrupa a los recuerdos que pueden ser expresados de manera verbal o que son
recuperados de manera consciente; es decir la memoria episéddica, la seméntica y la
memoria espacial (Squire y Zola-Morgan, 1991). En este Ultimo caso en particular, la
memoria espacial puede definirse como la funcidn central encargada de reconocer,
procesar y recuperar informacion espacial acerca del arreglo de los objetos o de rutas de

navegacion especificas (Paul y cols., 2009).

La navegacion espacial de un sujeto depende de la actividad de grupos neuronales
especializados, los cuales indican la posicién de la cabeza, la velocidad de desplazamiento
y la ubicacion del cuerpo en el espacio; entre las neuronas que permiten dichos procesos
estan las células de lugar, las células de direccién de la cabeza, las células de velocidad y
las células en rejilla, entre otras (Moser y cols., 2015), en conjunto la actividad de dichos
grupos neuronales constituyen el mapa cognitivo de los organismos, esta hipdtesis
propuesta por Tolman en 1946 plantea que todos los animales forman representaciones
espaciales alocéntricas del ambiente que recorren lo cual les permite sobrevivir en dicho
espacio (Pilly y Grossberg, 2012). Las principales areas del cerebro que participan en dicho
mapa cognitivo son la corteza entorrinal, que provee principalmente informacion cortical

al hipocampo, y al subiculo (Mallory y Giocomo, 2018).

La otra subdivisién de la memoria de largo plazo es la de memoria no declarativa, esta se
refiere a un conjunto heterogéneo de conocimientos que se recuperan a través de la
ejecucion, esta categoria incluye habitos, habilidades motoras y cognitivas; asi como el
condicionamiento clasico y operantey la primerizacion (Squire y Dede, 2015; Squire y Zola-
Morgan, 1991; véase Figura 1). Sin embargo, aunque la ejecucién de estos
comportamientos no requiere de la conciencia del sujeto, su aprendizaje vy
perfeccionamiento si requiere de atencion, esta discrepancia ha generado un debate de si
los procesos motores anteriormente mencionados deben seguir clasificAndose como no

declarativos (Song, 2009).
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Figura 1. Clasificacién de la memoria de largo plazo. La memoria declarativa se asocia con la verbalizacion
de un recuerdo (semantica), con la ubicaciéon de un sitio (espacial) y con tener en mente un evento
(episddica). Por otro lado, la memoria no declarativa o implicita incluye los habitos y habilidades, por
ejemplo, saber leer y escribir y el condicionamiento clésico y operante, en este caso no hay una expresion
verbal del recuerdo. Modificado de Morris, 2013.

La formacion de cualquier tipo de memoria de largo plazo requiere de la ejecucién de
cuatro procesos distintos (Morris, 2013). El primero es la codificacién, este consiste en la
transformacion de la informacién sensorial recibida en un patrén de actividad neuronal
que pueda ser interpretado por el sistema nervioso central, esto Ultimo requiere que el
sujeto evoque informacion previa a través de y que esté relacionada a los estimulos que
recibe para que se puedan comparar (Paller y Wagner, 2002); el establecimiento del patrén
de actividad neuronal conduce al siguiente proceso, el almacenamiento. Este ocurre
inicialmente en el hipocampo vy la corteza entorrinal, memoria a corto plazo, cuando dicho
patron de actividad es sostenido a través de procesos como la potenciacion a largo plazo
(LTP; de sus siglas en inglés), gradualmente es la neocorteza la estructura que se encarga
de almacenar estos patrones de actividad neural y los cambios consecuentes genéticos y
estructurales, albergando asi la memoria de largo plazo (Kitamura y cols., 2017; Suzuki y

Naya, 2011).

El almacenamiento a largo plazo depende de la ocurrencia del tercer proceso; la
consolidacién (Dudai, 2012). Esta ocurre a dos niveles; el sindptico y a nivel de engramas
neuronales; la principal diferencia entre ambos procesos es el tiempo y el sitio de

ocurrencia (Dudai y cols., 2015). La consolidacion sinaptica involucra una modificaciéon en



la eficacia de las sinapsis en el lapso de una hora después de la incidencia del estimulo
(Hernandez y Abel, 2008), mientras que la consolidacion de sistemas implica la
reorganizacién post-codificacién de las representaciones de la memoria adquirida en
circuitos cerebrales y requiere de dias, meses o incluso aflos para que se establezca (Dudai,

2012).

El suefio de ondas lentas es un proceso que favorece la consolidacion de la memoria; se ha
mostrado que durante esta etapa ocurre una repeticion en el patron de disparo de las
representaciones neurales que se formaron en la codificacién durante la vigilia, esta
repeticion también esta asociada a que los sujetos puedan recordar mejor lo aprendido,
por el contrario, la privacion de suefio perjudica la formacion de la memoria (Feld y Born,
2017). Respecto de esta Ultima condicion, se ha reportado que incluso una breve privacion
de suefio, una hora, inmediatamente después del entrenamiento, impacta cascadas de
sefializacion celular dependientes de cAMP-PKA, interfiere la transcripcion génica, al igual
que la expresion de receptores a glutamato y la estructura de la sinapsis, procesos que

tienen lugar en el hipocampo (Havekes y Abel, 2017).

El Ultimo proceso de la memoria es la recuperacién, este consiste en la reactivacion de la
informacion pertinente en respuesta a sefiales especificas (Morris, 2013; Ortega-de San Luis
y Ryan, 2022). Esta respuesta requiere de la reactivacién de patrones de actividad neural
que estan asociados con la experiencia original que los generd, sin que sean
necesariamente idénticos (Ben-Yakov y cols., 2015). La recuperacion o evocacion es la

manera en que se comprueba que se formé la memoria.

Cada uno de los procesos de formacion de la memoria puede ser influenciado por
mecanismos fisioldgicos propios del individuo, como son los ciclos hormonales, los ritmos
circadianos, el ciclo suefio vigilia, el estado reproductivo, el dimorfismo sexual, el
envejecimiento y las respuestas al estrés, por citar algunos ejemplos (Born'y Wilhelm, 2012;
Gerstnery Yin, 2010; Joéls y Baram, 2009; Luine, 2008; Seitz y cols., 2019). En este trabajo es

de particular interés el efecto que las hormonas secretadas durante las respuestas al



estrés, como los glucocorticoides y la noradrenalina, ocasionan en los procesos de

consolidacién y de recuperacién de la memoria.
1.2 Multiples sistemas de memoria.

Los diferentes tipos de memoria se procesan en distintas areas del sistema nervioso
central. Packard y cols. (1989) utilizaron el laberinto radial de ocho brazos donde
entrenaron a ratas para resolver la tarea siguiendo dos estrategias diferentes; una espacial
y una estimulo-respuesta; posteriormente realizaron lesiones electroliticas a los sujetos en
el hipocampo o el estriado dorsal, el primer tipo de lesién afecté a los sujetos que
resolvieron la prueba de manera espacial, mientras que el dafio en el estriado dorsal afecto
la memoria de los sujetos que emplearon la estrategia estimulo-respuesta (Packard y cols.,
1989). Los resultados anteriores indicaron que diferentes estructuras procesan distintos
tipos de informacién; en este contexto se generd el modelo de los multiples sistemas de
memoria, el cual propone la existencia de tres sistemas que procesan la misma
informacion aprendida, aunque de manera independiente debido a su organizacion
estructural. Adicionalmente, funcionan en paralelo, la organizacién de cada uno consta de
una estructura central que presenta conexiones aferentes y eferentes con otras areas del

cerebro (Whitey McDonald, 2002).

El primer sistema tiene como estructura central al hipocampo, el cual establece
representaciones asociativas coherentes sobre lugares, contextos, olores, relaciones entre
espacio y tiempo, es decir los elementos que conforman un episodio (Eichenbaum, 2017;
McDonald y Hong, 2013). En conjunto se denomina formacién hipocampal: al giro dentado,
a las areas del cuerno de Amén 1,2y 3 (CA1, CA2 y CA3) del hipocampo, vy al area subicular,
dividida en: subiculo, presubiculo y parasubiculo (Amaral y Witter, 1989). Adicionalmente
las cortezas adyacentes, como la entorrinal, perirrinal, postrrinal, asi como la corteza
medial prefrontal, desempefian un papel fundamental para formar y evocar memorias

declarativas (Roeslery cols., 2021; véase Figura 2).
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Figura 2. Sistema de la memoria de la formacién hipocampal en la rata. Anatémicamente el hipocampo se
divide en regién dorsal y ventral (dHPC y vHPC, respectivamente), adyacentes a él se ubican la corteza
entorrinal (EC), la cual es la Unica entrada de informacién aferente hacia el giro dentado a través de la via
perforante, la corteza perirrinal (PER) y postrrinal (POR). También se muestran las regiones del presubiculo
(PrS) y del parasubiculo (PaSs).

Las varias funciones que realiza el hipocampo y las cortezas adyacentes para la
codificacién de diferentes tipos de memoria declarativa dependen de la comunicacion
anatomica entre las estructuras, asi como de tipos celulares especializados (Sekeres y cols.,
2018). Por mencionar algunos ejemplos, el circuito trisinaptico integrado por las células
estrelladas de la capa dos de la corteza entorrinal, las células granulares en el giro dentado
y las neuronas piramidales de las regiones CA3 y CAl, inicia la separacion de patrones, es
decir el almacenamiento de representaciones similares pero sin que se sobrepongan, a
nivel del giro dentado; ya que la comunicacion de esta estructura con la region CA3 genera
un patron de disparo recurrente que por otro lado realiza la finalizacion del patrén (Senzai,
2019). Otro caso son las neuronas de lugar o del inglés “place cells”, las cuales se ubican en
la regién CA1 del hipocampo, estas se activan exclusivamente cuando el individuo se
encuentra en determinada zona del espacio, siendo asi un elemento mas del mapa

cognitivo antes mencionado (Jeffery, 2018).

El sistema de la amigdala adquiere y almacena asociaciones entre sefiales neutrales vy
eventos bioldégicamente relevantes, ya sean negativos o positivos (McDonald y Hong, 2013),
es decir, determinada sefial puede generar acercamiento o evitacién dependiendo de la
valencia bioldgica, positiva, reforzante, negativa o aversiva que esté asociada a ella

(Tottenham y Gabard-Durnam, 2017). Estas asociaciones son posibles debido a que las



neuronas de la amigdala influyen sobre la actividad del tallo cerebral, el hipotalamo y las
areas basales del cerebro anterior, las cuales determinan las respuestas de miedo o

recompensa, respectivamente (Grubery McDonald, 2012).

En la valoracién de la informacién recibida, la amigdala juega un rol central. Esta se
compone de varios nucleos heterogéneos, el primero es el complejo basolateral de la
amigdala (BLA) compuesto por los grupos celulares lateral, basal y basomedial; y el nicleo
central de la amigdala (CeA) subdividido en lateral y medial (Duvarci y Pare, 2014). La
amigdala basolateral se compone de neuronas glutamatérgicas e interneuronas
inhibitorias, por otro lado, el nlcleo central consta de neuronas GABAérgicas, y entre
ambos nucleos se ubican las células intercaladas de naturaleza GABAérgica también
(Janak y Tye, 2015; véase Figura 3). Es la regién lateral la que recibe informacién visual,
auditiva, somatosensorial, olfativa, del gusto y asi como del tdlamo (Duvarci y Pare, 2014),
las conexiones de la amigdala lateral hacia el nlcleo central controlan la reaccion a los
estimulos recibidos desde la corteza cerebral, mientras que la comunicacion entre el area
lateral y el complejo basolateral y de este hacia el estriado ventral, nicleo accumbens,
controla el desempefio de acciones como son el escape y la evitacion que son aversivas

(LeDouxy Pine, 2016; Lee y cols., 2017).
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Figura 3. Anatomfa y neurotransmision de la amigdala en la rata. La amigdala se divide en las regiones
lateral (LA), basolateral (BLA) y central (Ce: subdividida en lateral y medial), entre los nuicleos se encuentran
las células intercaladas en sus ubicaciones lateral, dorsal y ventral (ITCl, ITCd e ITCv). La region lateral recibe
informacion excitatoria desde la corteza y el tadlamo, mientras que la regién basolateral recibe aferencias
desde la corteza medial prefrontal (mPFC). A través de la neurotransmision gabaérgica es como la amigdala
asigna un valor emocional a la informacion aferente para generar respuestas condicionadas, de evitacion,
inmovilidad, agresion, entre otras. Modificado de Lee y cols. (2017).

El tercer sistema de memoria tiene como estructura principal al estriado dorsal, el cual es
parte de los ganglios basales, en conjunto con el estriado ventral son las estructuras
basales que reciben la mayor cantidad de informacién motora proveniente de la corteza
(Goodman vy Packard, 2018). Aungue en un principio se considerd que el estriado solo
participaba en sefializacion motora, se ha reportado que es una estructura relevante para
procesos de memoriay aprendizaje (Packard y Knowlton, 2002). El estriado dorsal se divide
en dos regiones anatomica y funcionalmente diferentes, la region dorsolateral y la
dorsomedial, la primera media asociaciones entre estimulos y respuestas; la adquisicién y
expresion de habitos y la navegacion egocéntrica. Por otro lado, el estriado dorsomedial
establece asociaciones entre las acciones y los resultados, la navegacion alocéntrica y la

flexibilidad cognitiva (Goodman y Packard, 2018; Perez y cols., 2022; véase Figura 4).
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Figura 4. Anatomfa de nlcleo estriado de la rata. El nlcleo estriado se divide en region medial (DMS) vy
lateral (DLS), se muestra el nlcleo accumbens en sus regiones central (NAC) y externa (NAS), ambos
integran la regién ventral del nlcleo estriado. El area medial establece las relaciones entre el objetivo y el
resultado, mientras que el estriado lateral contribuye al aprendizaje de tipo estimulo-respuesta que
determina el establecimiento de habitos. Modificado de Collins y cols. (2020).

El estriado dorsolateral ha sido implicado en el aprendizaje estimulo-respuesta y el
establecimiento de habitos (Devan y cols., 2011); en este contexto dicha region establece
una asociacién entre un estimulo con una respuesta instrumental motora, por otro lado, la
region dorsomedial procesa las asociaciones entre la accion vy el resultado, es decir el
reforzamiento; después de repetir dichas asociaciones varias veces el estimulo genera una

respuesta automatica motora de manera habitual (Knowlton y Patterson, 2018).

El procesamiento paralelo de la informacion por parte de los tres sistemas, indica que
existen mecanismos competitivos y de cooperacién entre ellos, ambos procesos son
visibles cuando la lesion en determinado sistema favorece la actividad de los restantes o
puede solventar su ausencia, respectivamente (Ferbinteanu, 2019). Ademas, cuando el
procesamiento de la informacion recibida por parte de dos sistemas conduce al mismo

comportamiento se genera una interaccion cooperativa, por el contrario, si el
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procesamiento produce comportamientos opuestos entonces ocurre la competencia entre

sistemas (White y cols., 2013).

En el caso de la interaccion cooperativa existe evidencia de que en roedores el aprendizaje
temprano en pruebas de memoria depende del sistema del hipocampo y conforme el
entrenamiento avanza el desempefio es controlado por el estriado dorsolateral, (Poldrack
y Packard, 2003). Adicionalmente, Jacobson y colaboradores (2012) sobreentrenaron a
ratas en el laberinto en cruz, una tarea que puede ser resuelta a través de estrategias
espaciales o de estimulo-respuesta; posteriormente se realizaron lesiones en el hipocampo
y el estriado dorsal, sus resultados mostraron que la afectacion en el hipocampo perjudicéd
la ejecucién de la estrategia espacial. Sin embargo, la lesién estriatal no solo interfirié con
la estrategia estimulo-respuesta sino también con la espacial, mostrando que cuando un
aprendizaje cognitivo se vuelve un habito se requiere més que el procesamiento del
sistema hipocampal, siendo necesario también el procesamiento efectuado por el estriado

dorsal (Jacobsony cols., 2012).

Por su parte, la amigdala tiene la capacidad de influir en los dos sistemas restantes vy
viceversa, por ejemplo, los circuitos que existen entre el hipocampo y la amigdala (Yangy
Wang, 2017), permiten que el hipocampo envie informacion adicional del ambiente externo
hacia la amigdala y asi esta Ultima asocie esta informacion con estados emocionales para
generar respuestas autonomicas y del tipo musculo-esqueléticas (White y cols., 2013). En
este contexto, la inactivacién de la amigdala basolateral con muscimol, un agonista
GABAérgico, afectod la consolidacién de la memoria en el hipocampo en el paradigma de
condicionamiento al miedo (Huff y cols., 2005). También se ha reportado que el valor
emocional de un evento es procesado en la amigdala y su respuesta afecta negativamente
al hipocampo, mientras que favorece al sistema del estriado dorsal (Goodman vy cols.,

2017).

Existen proyecciones glutamatérgicas unilaterales desde la amigdala basolateral hacia el
estriado ventral; dicha comunicacién favorece que la informacion sensorial y afectiva sea
transferida desde la amigdala hacia el estriado ventral donde serd asociada con una accién
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y por ende con una recompensa (Fareri y Tottenham, 2016). En el caso del estriado dorsal,
particularmente la region lateral, se ha mostrado que la amigdala modula la liberacion de
dopamina en esta estructura a través de sus proyecciones a la substancia nigra pars
compacta; dicha comunicacién es relevante en la repeticion de comportamientos que

generan una recompensa significativa, como son las adicciones (Amaya y Smith, 2018).

Factores propios de las tareas que los individuos aprenden pueden determinar qué
sistema de memoria obtiene el control del comportamiento del sujeto, como pueden ser:
la compatibilidad de la informacién, la secuencia del entrenamiento, las caracteristicas
sensoriales del ambiente, los pardmetros de reforzamiento y el estado emocional del
organismo (Packard y Goodman, 2013). Este Ultimo aspecto es de particular interés para
los objetivos de este trabajo, por lo que se le dard mayor énfasis en las siguientes
secciones, sin embargo, al abordar este tema es necesario describir las respuestas al estrés,

por lo que se hara una descripcion de ellas.
1.3 Respuestas al estrés.

El estrés suele definirse como una amenaza, real o psicolégica, a la homeostasis del
organismo (Morilak y cols., 2005). Se denomina estresor al estimulo que es capaz de
perturbar dicha homeostasis (Howell y Sanchez, 2011), y es el cerebro el érgano encargado
del procesamiento de los estresores y de la activacién de las respuestas adecuadas
(McEwen, 2007), en las cuales ocurre la interaccién de multiples mediadores hormonales,
inmunes, metabdlicos y neurales; en conjunto a esta respuesta activa y adaptativa hacia

los estresores se le denomina alostasis (McEweny cols., 2015).

Entre las reacciones neurales y hormonales al estrés se encuentran la respuesta rapida
dependiente del sistema nervioso simpatico, el cual induce la secrecién de noradrenalina a
nivel central por el locus coeruleus: y de adrenalina por la médula suprarrenal, a nivel
periférico (Novais y cols., 2017). Por otro lado, la respuesta lenta estda mediada por la
activacion del eje hipotédlamo-hipdfisis-adrenal (HHA) y por sus productos de secrecion

final: los glucocorticoides, siendo los principales el cortisol en el humano y la
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corticosterona en los roedores (Joéls, 2018; Marin y cols., 2011). A continuacion, se

describiran las funciones del sistema nervioso central de ambas respuestas.
1.3.1 Respuesta rapida al estrés.

En la respuesta rapida al estrés el locus coeruleus desempefia una funcién principal, este
nucleo del tallo cerebral ubicado por debajo del cerebelo y en posicion lateral al cuarto
ventriculo, consta de 3,000 neuronas en los roedores (Poe y cols., 2020); este nlcleo
extiende sus proyecciones a diversas areas como son la corteza prefrontal, la neocorteza,
el cerebro basal anterior, la amigdala y el hipocampo, entre otras (Breton-Provencher y
cols., 2021). El principal neurotransmisor en el locus coeruleus es la noradrenalina; sin
embargo, en este nlcleo también se han identificado diferentes neuropéptidos como:
vasopresina, somatostatina, neuropéptido Y, encefalina, neurotensina, la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) y la galanina (Aston-Jones y Waterhouse, 2016). La
noradrenalina liberada por el locus coeruleus participa en el mantenimiento de la
atencion, la motivacion, la respuesta al estrés y la formacion de la memoria emocional,

entre otras funciones (Glennony cols., 2019).
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Figura 5. Sistema noradrenérgico del locus coeruleus. Se muestra el locus coeruleus (LC) y en flechas azules
las proyecciones noradrenérgicas desde este hacia el resto del cerebro. La noradrenalina liberada modula
la excitacion y una variedad de respuestas sensoriales y motoras. Modificado de Brenton-Provenchery cols.,
2021.

La noradrenalina desempefia estas funciones debido a su interaccién con dos familias de

receptores denominados adrenérgicos, los cuales estan acoplados a proteinas G
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(Benarroch, 2018); estos se dividen en dos familias de acuerdo con su afinidad por la
noradrenalina, los a que tienen una alta afinidad y por otro lado los receptores 3 de baja
afinidad. Adicionalmente; la adrenalina es un agonista de ambos tipos de receptores pero
genera un efecto superior en los receptores 3 adrenérgicos (Tank y Lee Wong, 2015). Pese a
que ambos receptores tienen afinidad por ambas catecolaminas, su activacion ocasiona

efectos fisiolégicos diferenciales (Perez, 2020).

Los receptores alfa se subdividen en a1y a», los primeros se localizan post-sinapticamente
en las sinapsis de los nervios simpaticos; por otra parte los a, se expresan en las
terminaciones nerviosas presinapticas, donde inhiben la liberacion de noradrenalina (Tank
y Lee Wong, 2015). A su vez los receptores a; se subdividen en ais, is Y Qin, lOS tres estan
acoplados a proteinas Ga,, por ende su activacion ocasiona la activacion de la fosfolipasa C
y como consecuencia ocurre un incremento en los niveles de calcio intracelular y la
activacion de la proteina cinasa C (Bauery Currie, 2020). Se estima que en el cerebro de los

roedores la expresién de los receptores a; es: ~55% s, 35% ais Y 10% aip (Perez, 2020).

En el caso de los receptores a, se subdividen enasa, Az Yy auc; los tres estan acoplados a
una proteina Ga; cuya activacion produce la inhibicion de la enzima adenilato ciclasa
(Bauer y Currie, 2020). A nivel central el receptor a: se expresa en el tallo cerebral, la
corteza, el septum, hipotédlamo, hipocampo y amigdala; el subtipo a,z se encuentra
principalmente en el tdlamo, mientras que el receptor a,c puede ser localizado en los

ganglios basales, el tubérculo olfatorio, el hipocampo y la corteza (Gyires y cols., 2009).

Se han identificado tres subtipos de los receptores B adrenérgicos, los cuales se
denominan [, B,y Bs (Strosberg, 1993), estos receptores se encuentran acoplados a
proteinas Gasy particularmente el receptor 3, esta acoplado también a la proteina Ga;, las
cuales al ser activadas promueven o inhiben la funcion de la enzima adenilato ciclasa,
respectivamente (Bauer y Currie, 2020). En el sistema nervioso central los receptores B3 se
distribuyen en la amigdala basolateral y la corteza cerebral; el receptor 3, se expresa en el

bulbo olfatorio, el hipocampo, tdlamo, la corteza piriforme y cerebelar; mientras que el
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subtipo (s se encuentra en el area ventral tegmental, el hipocampo vy la corteza prefrontal

(Nicholasy cols., 1993; Wallukat, 2002).

El locus coeruleus presenta distintos patrones de actividad, uno ténico de baja frecuencia
(1-2 Hz) observado en estados de reposo y alerta, y el otro de alta frecuencia (3-8 Hz) en
respuesta a distintos estimulos sensoriales incluidos los estresores (Sun y cols., 2015).
También existe un patron fasico caracterizado por una baja tasa de activacién inicial
seguido de una respuesta de alta frecuencia (Poe y cols., 2020). Es debido a estos patrones
de disparo que el locus coeruleus puede generar diferentes comportamientos en los
individuos (Benarroch, 2018); en la teoria de la ganancia adaptativa se propone que la
activacion fasica del LC ocurre para ejecutar respuestas conductuales adaptativas, en
cambio, la descarga ténica interrumpe comportamientos de baja utilidad para promover la

eleccion de estrategias que promuevan la adaptacion (Aston-Jones y Waterhouse, 2016).

Se ha reportado una estimulacién ténica de 5 Hz en el locus coeruleus es capaz de generar
un comportamiento ansioso usualmente producido por estresores agudos (Sun y cols.,
2015); al igual que péptidos como la hormona liberadora de corticotropina, producen
estimulacion ténica de 5 Hz en este nlcleo generando comportamientos ansiosos en los
sujetos, siendo la fuente de hormona liberadora de corticotropina la amigdala central
(McCall y cols., 2015). Tras la activacion del locus coeruleus los efectos facilitadores de la
liberacién de noradrenalina siguen un patrén en forma de “U” invertida, en un inicio son
modestos y dependen de los receptores ai, alcanzan su nivel 6ptimo conforme se
incrementan los niveles de noradrenalina, y después disminuyen gradualmente las
concentraciones del neurotransmisor, donde intervienen los receptores a, (Poe y cols,,

2020).
1.3.2 Respuesta lenta al estrés.

Los glucocorticoides liberados al torrente sanguineo por la activacién de la respuesta lenta
al estrés son producto del funcionamiento del eje hipotadlamo-hipdfisis-adrenal, cuyos dos

primeros componentes son centrales y el tercero es periférico; la glandula suprarrenal
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(Uchoa y cols., 2014). El nucleo paraventricular del hipotdlamo (PVN) es el principal
regulador del eje, ya que esta area es la que recibe las sefiales derivadas de estresores
emocionales o cognitivos (Walker y cols., 2010), hay que destacar que muchas de estas
sefiales provienen de diferentes estructuras limbicas, como son la corteza media
prefrontal, el hipocampo, la amigdala y el nucleo del lecho de la estria terminal, siendo
esta Ultima el centro integrador de la informacion limbica que recibe el PVN (Aguilera y Liu,
2012). Dicha informacion emocional depende de una regulaciéon dual de naturaleza
GABAérgica y glutamatérgica; mientras que la informacion somatosensorial y visceral es

mediada por las vias catecolaminérgicas (Kovacs, 2013).

Después de la recepcion del estresor, las neuronas parvocelulares del nucleo
paraventricular secretan vy sintetizan de novo la hormona liberadora de corticotropina, un
neuropéptido de 41 aminodacidos, asi como el péptido arginina vasopresina (AVP; Tsigos y
Chrousos, 2002). Aunque dicho nucleo es el que presenta la mayor poblacién de neuronas
productoras de CRH, otras areas del cerebro como son el lecho del nlcleo de la estria
terminal, el nucleo central de la amigdala central, el locus coeruleus, el hipocampo, el
nlcleo del tracto solitario, la corteza cerebral, el cerebelo y las neuronas de la raiz dorsal
de la médula espinal expresan el RNA mensajero de CRH asi como el péptido (Aguilera'y
Liu, 2012). Por esta razon la hormona liberadora de corticotropina también regula procesos
como la recompensa, el miedo, la ansiedad, la depresién, el ciclo suefio-vigilia, las

funciones cognitivas y ejecutivas (Kovacs, 2013).

Los neuropéptidos CRH y AVP son secretados a la circulacion portal hipotaléamica-
hipofisiaria a través de la cual llegan a los corticotropos de la adenohipdfisis en donde
interactlan con el receptor a la hormona liberadora de corticotropina uno (CRHR1) y con el
receptor a vasopresina 1b (Avprlb), respectivamente (Roper y cols., 2011; Sandi y Pinelo-
Nava, 2007; Walker y cols., 2010). Esta sefial produce la liberaciéon de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) hacia el torrente sanguineo (Spiga y cols., 2014); por otro lado,
el CRH liberado en el lecho del nlcleo de la estria terminal y en la regién central de la

amigdala promueven la actividad en el locus coeruleus el cual, a través de noradrenalina,
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influye en regiones de la médula espinal en la sustancia gris lateral simpaticomimética, que
se distribuye en la regién toraco-lumbar, las cuales incrementan el ritmo cardiaco, la
presion arterial, la actividad de la glandula adrenal y disminuyen la funcién inmune

(Kovacs, 2013).

La ACTH secretada proviene de un precursor peptidico denominado pro-
opiomelanocortina (POMC), este Ultimo es una proteina de 231 aminoacidos que
experimenta modificaciones postraduccionales y es hendida en siete hormonas
biolégicamente activas denominadas melanocortinas (Metherell y cols., 2006). Los efectos
fisiologicos de estas hormonas dependen de su interaccidon con los receptores a
melanocortinas (MCRs), de los cuales se han descrito cinco subtipos (MCR1 a MCR5), estos
estan acoplados a proteinas Gy activan cascadas de sefializacion intracelulares (Markov y

cols., 2023).

La ACTH tiene la capacidad de activar a los cinco receptores antes mencionados, sin
embargo, el receptor a melanocortina tipo 2 (MCR2) solo puede ser activado por ACTH, el
MCR2 se expresa ampliamente en la corteza de glandula adrenal, pero con mayor
intensidad en la zona fasciculata de la misma (Novoselova y cols., 2019); en esta area la
interaccion de ACTH con el MCR2 aumenta la expresion de la proteina reguladora aguda
esteroidogénica la cual importa colesterol de la membrana interna mitocondrial
(Nicolaides y cols., 2000), a su vez la ACTH activa la produccién de adenosin monofosfato
ciclico (cAMP) asi como un aumento en la concentracién de calcio intracelular; este y la
proteina cinasa A promueven la transcripcion de factores que modulan la actividad de las
enzimas reguladoras de la sintesis de novo de glucocorticoides a partir del colesterol que
fue importado desde la mitocondria (Gallo-Payet y Payet, 2003; Spiga y cols., 2014; Veo y
cols., 2011).

La glandula suprarrenal no solo sintetiza glucocorticoides, también produce otros
esteroides en cada una de las zonas en las que se divide su corteza, la region mas externay
adyacente a la capsula se denomina glomerulosa, las células de esta area almacenan
pequefias cantidades de lipidos y producen mineralocorticoides como la aldosterona; la
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siguiente zona y la mas extensa es la fasciculata, la cual alberga grandes cantidades de
colesterol y se subdivide en zona interna y externa, aqui es donde se sintetizan los
glucocorticoides, posteriormente se ubica una zona de demarcacidon que no expresa
enzimas esteroidogénicas y por Ultimo esta la zona reticularis, en la cual se producen los

andrégenos (Gallo-Payet y Battista, 2014).

La segunda region de la glandula suprarrenal es la médula, esta se encuentra en el centro y
rodeada por la corteza. Ante el miedo intenso, el estrés metabélico o el ejercicio las células
cromafines que conforma a la médula secretan adrenalina (70%) y noradrenalina (30%),
hormonas necesarias para la respuesta de “lucha o escape” (Lymperopoulos y cols., 2016).
Esta respuesta secretora depende de una rapida elevacion en el calcio intracelular, lo cual
ocurre a través de canales de calcio-dependientes de voltaje que se abren por
despolarizaciones de la membrana producidas por acetilcolina (Carbone y cols., 2019). Las
catecolaminas que serdn secretadas, asi como ATP, GABA, opioides y otros péptidos se

encuentran almacenados en granulos secretores (Fungy cols., 2008).

Los glucocorticoides secretados por la sefializacién de la ACTH tienen efecto en todos los
6rganos del cuerpo, donde promueven funciones metabdlicas, proinflamatorias,
cardiovasculares y antinflamatorias; particularmente en el cerebro los glucocorticoides
ejercen efectos cognitivos, emocionales y en el comportamiento (den Boon vy
Sarabdijitsingh, 2017). En el eje HHA los glucocorticoides tienen la capacidad de inhibir su
propia secrecién, a través de asas de retroalimentacién negativa (Spiga y cols., 2014). Al
ingresar al cerebro los glucocorticoides, cortisol en el humano y corticosterona en la rata,
disminuyen la expresion de CRHR1 y de Avprl en la adenohipdfisis, como resultado se
inhibe la liberacién de ACTH, este mecanismo se denomina asa corta de retroalimentacion
negativa (Taskery cols., 2006). A nivel del nicleo paraventricular estas hormonas inhiben la
secrecién de CRH (Uchoa y cols., 2014; véase la Figura 6). Adicionalmente, areas como el
hipocampo y la amigdala pueden regular de manera positiva o negativa la actividad del eje

HHA (Reuly cols., 2015).
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Figura 6. Activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal ante un estimulo estresante. Al percibir un estresor,
el nucleo paraventricular del hipotalamo secreta hormona liberadora de corticotropina (CRH), esta actta en
la hipdfisis anterior para liberar a la hormona adrenocorticotropa (ACTH) la cual se transporta en el torrente
sanguineo y llega a las glandulas adrenales donde estimula a la corteza para la liberacién de
glucocorticoides. El eje se autorregula a través de asas de retroalimentacion negativa que detienen la
secrecién de CRH y de ACTH. Modificado de Spiga y cols. (2011).

Adicionalmente, de la secrecién de glucocorticoides producida por estresores estas
hormonas tienen liberacién pulsatil a lo largo del dia, caracterizada por un pico de
secrecion justo antes del inicio de la fase activa a las 07:00, ademés de otros dos picos,
aunque de menor amplitud, a las 13:00 y 18:00 horas, posteriormente los niveles
circundantes de glucocorticoides van disminuyendo hasta alcanzar su punto més bajo
justo antes del inicio de la fase inactiva a las 21:00 horas (Chan y Debono, 2010; Joéls,
2018). Se ha descrito que este ritmo alberga a su vez actividad ultradiana, ya que existen
pulsos rapidos de secrecion con frecuencia de casi una hora cuyas amplitudes van
incrementando cerca del inicio de la fase activa (den Boon y Sarabdijitsingh, 2017). Se
considera que dicha secrecion ultradiana tiene que ver con el tiempo que tarda la sintesis

de novo de los glucocorticoides, después de la sefial por ACTH los niveles de estas

18



hormonas alcanzan su pico de secreciéon luego de 15 a 30 minutos y regresan a su estado

basal una hora después (de Kloet, 2014).

El nlcleo supraquiasmatico del hipotalamo es el responsable de controlar el ritmo
circadiano de produccion de glucocorticoides, al modular la liberacion de CRH vy
subsecuentemente de ACTH (Spiga y cols., 2014). A nivel de la glandula suprarrenal la
expresion de los genes reloj determina la expresion del receptor MCR2 vy de la proteina
reguladora aguda esteroidogénica, elementos necesarios para que ocurran los efectos del
ACTH. Ademas, el nucleo supraquiasmatico puede controlar este ritmo
independientemente del eje HHA, a través del nervio esplacnico el cual comunica a las
neuronas de la columna intermedio-lateral de la médula espinal con las glandulas
suprarrenales, recibiendo asf informacion del PVN que a su vez esta regulado por el nucleo

supraquiasmatico (den Boon y Sarabdjitsingh, 2017).

Las funciones de los glucocorticoides dependen de la interaccién con sus receptores. El
receptor a glucocorticoides (GR) y el receptor a mineralocorticoides (MR) pertenecen a la
superfamilia de receptores nucleares (Reul y de Kloet, 1985; Spiga y cols., 2014), por lo cual
ejercen sus acciones a nivel genémico (Sapolsky y cols., 2000). Ambos son afines a la
corticosterona, pero de manera diferencial, el MR tiene una afinidad 10 veces mayor con
una constante de afinidad Kd de 0.5 nM, respecto del GR con una afinidad: Kd 5.0 nM; (Qitzl
y cols., 2010). Dada la afinidad de cada uno de los receptores hacia la corticosterona su
funcion también es diferencial, por lo que lo describiré a continuacion de manera

separada.
1.4 El receptor para los glucocorticoides.

En condiciones basales el GR reside principalmente en el citoplasma, como parte de un
complejo integrado por las proteinas de choque térmico 90 y 70, la chaperona p23 vy las
inmunofilinas FKBP51 y 52 (Cruz-Topete y Cidlowski, 2015). Al unirse a su ligando el
receptor a glucocorticoides experimenta un cambio conformacional, separandose del

complejo de proteinas chaperonas y se transloca al nlcleo, se dimeriza y entonces
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promueve o reprime la transcripcion de genes a través de tres mecanismos: uniéndose a
elementos de respuesta a glucocorticoides en el ADN, acoplédndose a otros factores de
transcripcion, o bien a través de la regulacién compuesta en la que se une directamente al

ADNy a la vez interactla con factores de transcripcién adyacentes (Viho y cols., 2019).

Los efectos gendmicos clasicos de la activacion del receptor a glucocorticoides ocurren en
un lapso que va de minutos a horas, sin embargo, existe evidencia que indica que el GR
también activa mecanismos no genémicos que generan respuestas celulares mas rapidasy
que no requieren cambios en la expresidn génica, ya que ocurre la expresién de GR a nivel
membranal (Oakley y Cidlowski, 2013). Dichos mecanismos consisten en intervenir en las
vias de sefializacion de las cinasas activadas por mitdgenos o de las proteinas cinasas B

(AKT), entre otros (Taskery Herman, 2011).

El receptor a glucocorticoides esta codificado en un solo gen formado por 9 exones, el
empalme alternativo del Gltimo exdn origina dos isoformas del GR, denominadas GRay
GRB; la diferencia entre ambos es la longitud de una secuencia de aminoacidos en el
extremo N-terminal de la proteina, siendo de 50 residuos en el caso del GRa, y de 15
aminoacidos en el GRB (Oakley y Cidlowski, 2013). Esta diferencia le otorga propiedades
muy particulares a cada isoforma, la activacion de GRa conduce a todos los efectos
conocidos de los glucocorticoides; mientras que el GR( no se une a estas hormonas,
incluso se desconoce a la fecha su ligando enddgeno, reside exclusivamente en el nlcleo
celular donde no activa la transcripcién y ante la expresion de GRa inhibe la actividad

génica de este Ultimo (Ramamoorthy y Cidlowski, 2016).

En el humano se han descrito 14 isoformas del receptor a glucocorticoides, generadas a
partir de dos mecanismos diferentes, primero a través de empalme alternativo: las ya
mencionadas GRa y GRB ademas de GRy, GR-P, GR-A y GR-10. Por otro lado, la iniciacién
alternativa de la traduccién del ARN mensajero del GR genera las isoformas GRa -A, GRa -B,
GRa -C1, GRa -C2, GRa -C3, GRa -D1, GRa-D2 y GRa-D3 (Deploey y cols., 2023). La expresion

de cada uno de estos receptores es tejido-especifica, presentando afinidad diferencial por
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el cortisol y asi como activacién de genes particulares, algunos siendo pro-apoptoticos y
otros anti-apoptdticos. Adicionalmente, en algunos tipos de cancer resistentes a
tratamiento con glucocorticoides se ha mostrado alteraciones en la expresién de algunas
de estas isoformas (Meduri y Chrousos, 2020); por ejemplo, en el mieloma multiple los
niveles de GRa disminuyen mientras que la expresion de la isoforma GR-P aumenta, dicho
patron otorga resistencia a la dexametasona a los pacientes con esta enfermedad

(Sénchez-Vegay cols., 2006).

En el caso de la rata y el ratdon durante mucho tiempo solo se identifico la expresion del
receptor GRaq, sin embargo, el grupo de Hinds (2010) mostré la presencia del ARNm y de la
proteina del receptor a glucocorticoides 3 en el bazo, higado v rifion del raton, teniendo
este receptor caracteristicas bastante similares al GRR humano (Hinds y cols., 2010).
Posteriormente se identifico el receptor GR( en la rata, expresado en los mismos 6rganos
antes mencionados, agregandose: el timo, el pulmén, musculo esquelético, corazon vy

tejido adiposo (DuBois y cols., 2013).

La expresion de los receptores a glucocorticoides en varias zonas del cerebro de la rata,
tanto en neuronas, como en las células gliales ha sido reportada previamente, siendo mas
abundantes en las neuronas secretoras de CRH del hipotalamo, en los corticotropos de la
hipofisis, el sistema limbico y en neuronas monoaminérgicas del tallo cerebral (De Kloet y
cols., 1998). Algunos de los efectos de la activacion del receptor a glucocorticoides en el
cerebro son: incrementar la disponibilidad de los canales de calcio tipo “L” en la
membrana celular de neuronas piramidales de la regién CA1 del hipocampo (Joéls y cols.,
2013), en esta misma region el GR promueve la potenciacion a largo plazo al aumentar la
expresion de subunidades del receptor a glutamato (Joéls y Krugers, 2007). Ademas, la
hiperpolarizacién de la membrana dependiente de serotonina, al igual que los efectos
excitatorios de los receptores {3 adrenérgicos, se ven aumentados al activarse el GR (de

Kloety cols., 2018).
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1.5 El receptor a mineralocorticoides.

En el citoplasma celular el receptor a mineralocorticoides se encuentra asociado a la
proteina de choque térmico 90 y a otras proteinas chaperonas, al unirse con su ligando el
MR experimenta un cambio conformacional y se transloca al nicleo donde interactla con
los elementos de respuesta a hormonas en el ADN, mediando la activacion o represién

transcripcional en conjunto con otros cofactores transcripcionales (Yang y cols., 2023).

El receptor a mineralocorticoides se expresa en tejidos epiteliales del higado, el colon
distal, las glandulas salivales, el oido interno y regiones distales del rifién, donde su ligando
principal es la aldosterona, esta interaccion permite el control del transporte epitelial de
sodio y potasio (de Kloet y Joéls, 2017). Ademas, el MR se expresa también en tejidos no
epiteliales como son el corazdn, la piel, placenta, ovarios, tejido adiposo y en los testiculos
(Yang y cols., 2023). En el cerebro la presencia del receptor a mineralocorticoides esta
restringida a las areas limbicas como el hipocampo y la amigdala ademas de la corteza
prefrontal y el nlcleo del tracto solitario, en estas zonas el receptor tiene afinidad por la

corticosterona o cortisol (ter Heegde y cols., 2015).

La afinidad del MR por aldosterona o corticosterona depende de la expresién de la enzima
11 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa (113-HSD), de esta existen dos isoenzimas la 11[3-
HSD1 y la 113-HSD2, la primera convierte a la 11-dehidrocorticosterona a corticosterona
activa, y la segunda realiza la reaccién inversa, inactivando a la corticosterona (Woods vy
Tomlinson, 2015). Los tejidos epiteliales del rifién expresan la 113-HSD2, lo cual permite
que ocurra la union de aldosterona con el receptor a mineralocorticoides; por otro lado, en
el cerebro particularmente en el hipocampo se expresa la isoforma 113-HSDI,
ocasionando que el MR sea solo afin a la corticosterona (de Kloet y Joéls, 2017).
Adicionalmente, a nivel central la concentracién de este Ultimo glucocorticoide es 100

veces superior a la aldosterona (Yangy cols., 2023).

En la rata se han reportado cinco isoformas del receptor a mineralocorticoides, tres de ellas

denominadas a, B y y provienen del empalme alternativo del primer exén del gen del
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receptor; existen otras dos designadas como rMRIn12 y rMRdell0 que son generadas a
partir de la insercién o delecién de pares de bases, respectivamente (Gaudenzi y cols.,
2023). La isoforma mas abundante en el hipocampo adulto es la MRa, mientras que la
expresion del MRB y el MRy es dependiente de la etapa del desarrollo en la que se

encuentre el sujeto (Vazquez y cols., 1998).

Dada la mayor afinidad del receptor a mineralocorticoides por la corticosterona, en
comparacion al GR, se ha descrito que el MR se encuentra ocupado cuando los niveles de
corticosterona son basales y durante los picos de secrecion ultradiana de esta hormona
(Fitzsimons y cols., 2016). Lo anterior indica que en ausencia de estresores, el receptor a
mineralocorticoides se localiza principalmente en el nlcleo, ademés la administracion de
su antagonista especifico el RU28318 genera que el pico de secrecién de corticosterona
que antecede al inicio de la fase activa sea de mayor amplitud, lo cual confirma la funcién

del MR como un regulador del eje HHA (Joéls y de Kloet, 2017).

Las funciones no gendmicas que han sido reportadas para el receptor a
mineralocorticoides son: la administracién de corticosterona conjugada con albumina en
neuronas de la region CAl del hipocampo incrementd rapidamente las corrientes
miniatura postsinapticas excitatorias, las cuales generaron la liberacion de vesiculas que
contienen glutamato; este efecto fue independiente de la sintesis de proteinas y se
ocasiono6 con una dosis de 10nM de corticosterona, superior a la que activa el receptor MR
nuclear (Karst y cols., 2005). Este receptor membranal activado por corticosterona
presinapticamente activa la via de sefializacién de las cinasas activadas por sefiales
extracelulares (ERK 1/2) y en la postsinapsis las vias reguladas por proteinas G (Joéls y de

Kloet, 2017).

Las funciones rapidas antes descritas y que requieren una mayor concentracién de
corticosterona indican que el receptor a mineralocorticoides también tiene funciones en la
respuesta al estrés, por lo que se ha sugerido que este receptor estad involucrado en
incrementar la vigilancia y la atencién, ademas de promover el uso de estrategias
cognitivas menos demandantes, es decir el MR optimiza el comportamiento en respuesta
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al estrés (Vogel y cols., 2016). En las siguientes secciones se abordara el efecto de las

respuestas al estrés sobre el aprendizaje y la memoria (McGaugh, 2013).
1.6 Sistema noradrenérgico y la memoria.

Las funciones cognitivas como la atencién, la percepcion, la memoria de trabajo y la toma
de decisiones tienden a fluctuar en un ambiente en constante cambio, por ejemplo: el foco
a donde se dirige la atencién puede modificarse repentinamente al activarse una alarma o
iniciar una emergencia (Totah y cols., 2019). El sistema noradrenérgico central integrado
por el locus coeruleusy la noradrenalina se encarga de regular dichas funciones facilitando
las respuestas conductuales répidas ante cambios ambientales, estas acciones tienen

efectos a cortoy a largo plazo (Berridge y cols., 2012).

Previamente se ha reportado que la noradrenalina actia a través de los receptores
noradrenérgicos ai, a y P, los cuales se expresan en la corteza prefrontal, un area
involucrada en las funciones cognitivas como son la memoria de trabajo, la toma de
decisiones y los procesos motivacionales (Cerpa y cols., 2021). La activacion de dichos
receptores en esa region tiene efectos diferenciales; en condiciones de estrés incrementa la
liberacién de noradrenalina lo que ocasiona que los receptores a; supriman el disparo
neuronal afectando a la memoria de trabajo. Por otro lado, la alta afinidad por NE del
receptor a, facilita este tipo de memoria, en el caso de la familia 3, el bloqueo del receptor
B1 o la estimulacion del 3, mejoran dicho proceso, el cual depende principalmente del nivel

de atencion del sujeto (Berridge y Spencer, 2016).

Existen abundantes proyecciones del locus coeruleus hacia el hipocampo, aunado a esto
se ha mostrado que la administracion de noradrenalina en esta estructura mejora la
memoria espacial de los sujetos (Mello-Carpes y cols., 2016). La activacién de los
receptores beta adrenérgicos en el hipocampo favorece la potenciacién a largo plazo de
diferentes maneras, lo que a su vez provoca una disminucion en el umbral que se requiere
para la induccion del proceso, facilita la permeabilidad de los receptores a glutamato

NMDAR asi como la despolarizacion de la membrana y la fosforilacion de los receptores
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AMPA; esta activacion es crucial para que ocurra la potenciacion a largo plazo (O’Dell y

cols., 2015).

La consolidacién de la memoria emocional se asocia con la activacién del sistema
noradrenérgico en la amigdala (McGaugh y cols., 2002). Este tipo de memoria
constantemente es evaluada en la prueba de evitacion inhibitoria, la cual se realiza en un
dispositivo con dos compartimentos conectados por una puerta, uno iluminado y otro
oscuro. Al introducir al sujeto al compartimento iluminado este ingresa al espacio oscuro,
dado que tiene aversién por la luz; al acceder al compartimento oscuro se cierra el accesoy
el sujeto recibe un choque eléctrico en las patas y, 24 horas después se vuelve a ingresar al
sujeto al espacio iluminado; mientras mas tiempo tarde en ingresar al espacio oscuro se

considera que tiene mejor memoria (Krypotosy cols., 2015).

En la prueba de evitacion inhibitoria el choque eléctrico en las patas que se aplica al sujeto
incrementa los niveles de noradrenalina en la amigdala y los mantiene elevados hasta dos
horas después de haber concluido el entrenamiento, ademas dicho incremento se asocia
con una alta retencién de la informacion aprendida 24 horas después (Roozendaal v
Hermans, 2017). De manera similar en la prueba de discriminacion por evitacion inhibitoria,
la infusion bilateral en la amigdala basolateral de 1 ug de noradrenalina inmediatamente
después del entrenamiento produjo un incremento en la retencién, respecto del control
que recibid solucion salina, cuando la memoria se evalué 2 y 28 dias después del

entrenamiento (Atuchay cols., 2017).

La amigdala también expresa receptores a adrenérgicos, en particular el subtipo a, esté
involucrado con la liberacion de noradrenalina en dicha estructura. Al bloguearlos con
diferentes dosis (0.2, 0.3 y 0.4 ug) del antagonista selectivo idazoxan antes y después del
entrenamiento de la prueba de evitacion inhibitoria se obtuvo que la dosis de 0.3 ug fue la
que incremento la latencia de retencion 48 horas después, y estd dosis fue aln maés
efectiva cuando se administré post-entrenamiento, lo cual demuestra que se requiere
noradrenalina para consolidar la memoria (Ferry y McGaugh, 2008). Al contrario, el bloqueo
de los receptores a; adrenérgicos en la amigdala basolateral con diferentes dosis (0.1, 0.3 y
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1.0 ug) de prazosin después del entrenamiento disminuyé la latencia de retencion en la

prueba de evitacién inhibitoria, respecto de sus controles (Ferry y cols., 1999a).

La activacion post-entrenamiento de los receptores a; adrenérgicos en la BLAcon 0.1, 1.0y
10 pg de fenilefrina o de 0.2 pug de yohimbina, mejord la memoria en la prueba de evitacion
inhibitoria. Sin embargo, al administrar estos farmacos en conjunto con 1.0 ug de
antenolol, un antagonista selectivo de los receptores beta adrenérgicos, ocurrié un efecto
amnésico en los sujetos tratados respecto del control (Ferry y cols., 1999a). Ademas, la
administracion de 0.2 nmol de un analogo sintético de la adenosin monofosfato ciclico
(cAMP), el producto de la activacion de los receptores beta adrenérgicos, en la amigdala
basolateral después del entrenamiento en la prueba de evitacion inhibitoria incremento la
latencia de retencién aun cuando fue coadministrado con prazosina, un alfa bloqueador
(Ferry y cols., 1999b). Estos resultados muestran que la activacion de los receptores
B adrenérgicos es el principal modulador de la consolidacion de la memoria (McGaugh 'y

Roozendaal, 2002).

El propranolol es un bloqueador no selectivo de los receptores 3 adrenérgicos, se absorbe
completamente en el intestino delgado, se metaboliza en el higado y tiene una alta
solubilidad en lipidos, esta Ultima caracteristica permite que cruce la barrera
hematoencefalica por lo que su administracion periférica también tiene efectos centrales
(Cojocariu y cols., 2021). Este farmaco también es ampliamente usado para evitar la
consolidacién y reconsolidacion de la informacion traumatica, ya que funciona como un

inhibidor de la sintesis de proteinas (Lonergan y cols., 2013).

El bloqueo de los receptores B adrenérgicos en la amigdala disminuye la retencién de la
informacion con componentes emocionales, es por esto que Introini-Collinson y cols.,
(1996) realizaron la infusién post-entrenamiento de propanolol con una dosis de 3 ug en la
amigdala a un grupo de ratas, posteriormente en la prueba de evitacion inhibitoria, los
sujetos tratados tuvieron menor latencia de retencion respecto a sus controles (Introini-
Collison y cols., 1996). En la prueba de reconocimiento de objetos en contexto, la cual es
considerada poco aversiva, la infusion post-entrenamiento de propranolol en la amigdala
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basolateral con las dosis de 0.1, 0.3 y 1.0 ug, produjo una disminucion dosis dependiente
del indice de exploracion (Barsegyan y cols., 2014); resultados similares fueron obtenidos
con el mismo tratamiento en la prueba de reconocimiento de objetos novedosos

(Roozendaaly cols., 2008).

Utilizando la prueba de memoria anterior, la administracién sistémica de 2 mg/Kg de
propranolol antes del entrenamiento también disminuy6 el indice de reconocimiento de
los sujetos cuando la memoria se evallo 24 horas después del aprendizaje (Dornelles y
cols., 2007). Esta evidencia muestra que en una prueba de memoria que involucra estrés

moderado también participan los receptores 3 adrenérgicos.

En pruebas de memoria espacial como es el laberinto acuatico de Morris la administracion
sistémica de 5 mg/Kg de propranolol a ratas después del entrenamiento incremento la
latencia de escape 24 horas después durante la recuperacién de la memoria.
Adicionalmente, de acuerdo a su desempefio en la prueba se clasificaron los sujetos en las
categorias de alto y bajo aprendizaje; en el primer grupo los efectos de propranolol fueron
mas intensos respecto a los sujetos del segundo grupo (Cahill y cols., 2000). En la misma
prueba de memoria espacial la administracion sistémica de 1y 3 mg/Kg de propranolol a
ratas antes del entrenamiento causé una disminucién del tiempo que los sujetos pasaron
en el cuadrante donde se ubico la plataforma durante el entrenamiento 24 horas después,
(Murchison y cols., 2004). Los resultados anteriores indican que el bloqueo de los
receptores {3 adrenérgicos antes del entrenamiento o previo a la recuperacion de la

memoria generan déficits.

La administracién sistémica de 0.5 mg/Kg de propranolol fue suficiente para incrementar el
numero de errores cometidos en una prueba de discriminacion espacial, en ratas que
previamente habian recibido estimulacion del locus coeruleus (Devauges y Sara, 1991).
Una afectacion en la memoria también fue obtenida aplicando el mismo protocolo de
administracion de propranolol en la prueba de evitacion inhibitoria (Gold y van Buskirk,
1978). En la Tabla 1 se resumen los efectos de algunos agonistas y antagonistas
adrenérgicos, asi como sus efectos en diferentes pruebas de memoria.

27



Tabla 1. Efecto de la administracién de agonistas y antagonistas adrenérgicos sobre la

memaoria.
. . DOSiS .. .z .
Receptor | Agonista | Antagonista mg/Kg Administracion Cepa Prueba Efectos Referencia
o Prazosina 0.5
o Yohimbina 1 Disminuyé la
o2 Fentolamina S 30 min antes de .- latencia de
i Sprague- Evitacién o5 Sternbergy
o2 Atenolol S las pruebas. Via . retencion, es
* ) Dawley inhibitoria . ) cols., 1985
B Zinterol 1 subcutanea. decir se afectd la
B2 Propranolol 0.5 memotia.
Inmediatamente Aumento la
después de latencia de
finalizado el w retencién Ferryy
3 Sprague- Evitacién
B Clembuterol 3 pmol | entrenamiento. — respecto del cols.,
i Dawley inhibitoria - o,
Infusién en la vehiculo, mejoré 1999a
BLA. la memoria.
Inmediatamente Aumento la
después de latencia de
Sils o ﬁnallzad.o el ShisgiE- Evitacion retencién Ferryy
2 Fenilefrina 10 pg entrenamiento. LA respecto del cols.,
selectivo) o2 Dawley inhibitoria . v,
Infusién en la vehiculo, mejord 1999b
BLA. la memoria.
El tratamiento
Inmediatamente auments la
quPues i Sprague- Laberinto BT Cahill
B> Propranolol 5 finalizado el prag scisticerde escape, y
entrenamiento. | Dawley Morris afectando la cols., 2000
Via subcutanea. memoria de
largo plazo.
. El farmaco
20 minutos antes mejoré la
e :
. — " memoria de
02,03 | 'Mmedia ?men S SHFsHE. Evitacion manera dosis Ferryy
o Idazoxan y0.4 éespues de l;’avfle inhibitoria dependiente al McGaugh,
Mg ﬁnallzad-o el i ser administrado 2008
efntr.ernamnento. despuds del
Infusion‘en:BLA, entrenamiento.
El farmaco afecto
03,1y la memoria de
B2 Propranolol 3 manera dosis-
dependiente.
No hubo efectos
B (n.o Sotalol 3 ; Hembras i : el Muchirson
selectivo) 30 minutos antes ) Condicionamiento respecto del
de la prueba Elsher al miedo trol ¥ eolsy
pruess: 344 ; contros 2008
Generé
afectaciénen la
Bi Betaxolol 1 memoria
respecto del
control.

BLA= amigdala basolateral.

Las experiencias con componentes emotivos también generan la liberacién de adrenalina

a nivel periférico, esta hormona no cruza la barrera hematoencefélica, aun asi, influye en la

consolidacion de la memoria. A través las fibras ascendentes del nervio vago, la adrenalina
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periférica estimula al nlcleo del tracto solitario, este se comunica con el locus coeruleus
cuyas proyecciones generaran la liberacién de noradrenalina en la amigdala (Mclntyre y
cols., 2012). En la siguiente seccién se abordara la influencia de otra hormona de secrecion

periférica sobre los procesos de memoria y aprendizaje, como son los glucocorticoides.
1.7 Los glucocorticoides y la consolidacion de la memoria.

La activacion de la respuesta lenta al estrés mediada por glucocorticoides, también influye
en la consolidacién de la memoria (Roozendaal y McGaugh, 2011). Parte de la evidencia
que sustenta lo anterior proviene del efecto de la adrenalectomia sobre el desempefio de
los sujetos en pruebas de memoria espacial. Conrad y Roy (1993) extrajeron las glandulas
adrenales de ratas macho, y 7y 22 semanas después las evaluaron en el laberinto acuatico
de Morris y en el laberinto radial de ocho brazos, respectivamente; en la primera de las
pruebas los sujetos tuvieron un aprendizaje mas lento, asociado a una reduccion en el
tamafo del giro dentado del hipocampo hasta de un 80 %; en el caso del laberinto radial

no se obtuvieron resultados significativos (Conrad y Roy, 1993).

Los periodos post-adrenalectomia para evaluar la memoria de los sujetos van desde los
cuatro dias, cuando las ratas entrenadas en el laberinto radial de ocho brazos mostraron
déficits en su memoria de largo plazo, lo cual estuvo relacionado con niveles bajos de
corticosterona en el suero (Vaher y cols., 1994). Aunado a esto, Oitzl y de Kloet (1992)
probaron a ratas macho en el laberinto acuatico de Morris tres dias después de la
adrenalectomia y, obtuvieron un aumento en el tiempo que tardaron los sujetos en
aprender la prueba, asi como la ejecucién de un patrén de nado al azar para resolverla

(Oitzl y de Kloet, 1992).

La ablacién de las glandulas suprarrenales provoca una aceleracion en la apoptosis, asi
como un incremento en la proliferacion neuronal en el giro dentado, particularmente de
las neuronas granulares (Krugers y cols., 2007). Se ha mostrado que en dichas células la
ausencia de glucocorticoides endbgenos ocasiona una reduccién en la longitud del arbol

dendritico, asi como en el niUmero de sus ramificaciones (Wossink y cols., 2001). También
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ocurren modificaciones eléctricas en esta capa granular del giro dentado, como son una
disminucién de la potenciacién a largo plazo y un aumento en la amplitud de las corrientes
de calcio, en conjunto estas modificaciones en esta area son las que generan los déficits en

la memoria espacial (Karsty Joéls, 2001; Krugers y cols., 2007).

Un método diferente al quirlrgico y reversible, para bloquear la secrecién de
glucocorticoides es la administracién de metirapona, este farmaco es un inhibidor
selectivo de la enzima 11[B-hidroxilasa, la cual convierte la desoxicorticosterona a
corticosterona (Murata y cols., 2016). Tras la administracion de este farmaco la disminucion
de corticosterona en el suero activa al eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, ocurre la
liberacién de ACTH pero esta no genera la sintesis de los glucocorticoides en la corteza
suprarrenal dado que la 11B-hidroxilasa esta bloqueada, el precursor desoxicorticosterona
comienza entonces a acumularse en la sangre y en la orina donde puede ser cuantificado
facilmente (Toro y cols., 2009). El efecto de la metirapona es tiempo dependiente, ya que,
diez minutos después de su administracion ocurre una disminucion del 10 % en los
niveles de corticosterona, pero 3 horas después se obtienen reducciones de hasta un 75%

(Jenkinsy cols., 1958).

En el aprendizaje y la memoria la metirapona tiene efectos dosis-dependientes.
Roozendaal y cols., en 1996, administraron a ratas 25 y 50 mg/Kg de este farmaco por via
subcutanea 90 minutos antes del entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris; solo
con la dosis més alta obtuvieron un incremento en la latencia de escape, respecto del
control. En la prueba de condicionamiento al miedo de contexto, la administracion
subcutanea de 50 y 100 mg/Kg de metirapona 90 minutos antes del entrenamiento,
disminuyé de manera dosis-dependiente la inmovilidad que los sujetos 24 horas y 7 dias
después del entrenamiento (Cordero y cols., 2002). Cuando se administraron dosis mayores
de metirapona se activaron las respuestas al estrés, asi con 200 mg/Kg de este farmaco,
administrados sistémicamente, se exacerbd la secrecion de ACTH incluso ocho dias

después de la administracion, a la par que disminuyd la expresion del receptor a
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glucocorticoides en el giro dentado y en la region CA1 del hipocampo (Rotllant y Armario,

2005).

Otra estrategia farmacoldgica para evaluar el efecto de la sefializacion por glucocorticoides
sobre los procesos de memoria y aprendizaje es la utilizacién de agonistas y antagonistas
selectivos. La infusién en la amigdala basolateral de RU 28362, un androstano sintético y
agonista de los receptores a glucocorticoides, inmediatamente después del entrenamiento
en la prueba de evitacion inhibitoria mejordé la memoria de los sujetos 48 horas después
(Roozendaal y McGaugh, 1997a). En pruebas de memoria no aversivas como la de
reconocimiento de objetos novedosos la administracién de 3 y 10 ng de RU 28362 en la
corteza prelimbica aumenté el indice de exploracion cuando la memoria se evalué 24

horas después (Barsegyany cols., 2019).

El antagonista del receptor a glucocorticoides méas usado es el RU-486 conocido también
como mifepristona, desarrollado en 1980, este esteroide sintético también tiene actividad
anti progestagena. Es por este efecto que al ser administrado en conjunto con
prostaglandinas genera una efectividad del 97 % en la interrupcion del embarazo
temprano (Ulmanny cols., 1990). La mifepristona antagoniza al receptor a glucocorticoides
de manera parcial pasiva, al evitar el reclutamiento de su coactivador, que es necesario
para la activacion del GR (Kauppi'y cols., 2003). Sin embargo, este complejo del antagonista
unido al GR puede translocarse al niicleo donde interactla con el correpresor del receptor
nuclear (NCor) y el mediador silenciador de receptores a retinoides y tiroideos (SMRT),
ambas proteinas reprimen la transcripcion de genes, dicho efecto se denomina

antagonismo activo (Schoch y cols., 2010; Véase la Figura 7).
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Figura 7. Activacién del receptor a glucocorticoides por su agonista y antagonista. La union de la
corticosterona con el receptor a glucocorticoides (GR) produce la traslocacién de este al nucleo celular para
su posterior dimerizacion, este complejo se une al ADN y entonces se reclutan los coactivadores vy la
maquinaria de transcripcién lo cual inicia la transcripcion de genes. Cuando el receptor se une su
antagonista: la mifepristona, el complejo también es traslocado al nucleo donde recluta al correpresor
nuclear (NCor) y mediador silenciador de receptores a retinoides y tiroideos (SMRT), lo cual reprime la
transcripcion génica. Schochy cols., 2010

El efecto de la mifepristona sobre los diferentes procesos de la memoria y del aprendizaje
depende del momento en que es administrada. La infusién de 3y 10 ng de mifepristona en
el hipocampo dorsal antes del entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris
incremento la latencia de escape, respecto al control, cuando se evalud la memoria 48
horas después del entrenamiento (Roozendaal y McGaugh, 1997b). En la misma prueba, la
administracion intracerebroventricular de 100 ng de mifepristona administrados
inmediatamente antes o después del primer entrenamiento, afecté el desempefio de los
sujetos en el siguiente ensayo, pero no tuvo consecuencias en la evaluacion final de
memoria. Ambos resultados indican que el antagonista a GR debe de ser administrado en

el contexto del aprendizaje para evitar que la corticosterona ejerza sus efectos en la

consolidacién de la informacién (Oitzl y cols., 1998).
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En el condicionamiento al miedo contextual, la administracion intracerebroventricular de
150 ng de mifepristona antes del entrenamiento disminuyé la inmovilidad de los sujetos 24
horas después y, en este mismo estudio la infusion de este antagonista en la amigdala
basolateral y en el hipocampo ventral generd una afectacion similar en la memoria (Donley
y cols., 2005). Sin embargo, dicha dosis y via de administracién no produjo efectos en la
recuperacion de la memoria cuando fue administrada 60 minutos antes de evaluar a

sujetos entrenados en el laberinto acuatico de Morris (Khaksariy cols., 2007).

La administracién periférica de mifepristona también genera efectos a nivel central; se ha
mostrado que una hora y media después de la administracién los niveles de este
antagonista son detectables en la corteza prefrontal de ratas (Dalm y cols., 2019).
Adicionalmente, se ha determinado que la dosis periférica umbral en ratas para que
mifepristona interactle con el receptor a glucocorticoides central es de 10 mg/Kg (Peeters

y cols., 2004).

En la prueba de reconocimiento de objetos novedosos la administracién subcutanea de 10
mg/Kg de mifepristona a ratas ansiosas, aumentdé el indice de discriminacion respecto del
control, es decir mejoré la memoria de los sujetos (Aisa y cols., 2007). Mientras que la
administracion de 20 mg/Kg de este agonista aplicados por via intraperitoneal después de
la recuperacion de la memoria en la prueba de evitacién inhibitoria, disminuyé la
inmovilidad de los sujetos cuanto volvieron a ser evaluados 48 horas después, lo cual
implica que hubo una afectacion en la reconsolidacién de la memoria (Nikzad y cols.,
2011). Resultados similares se obtuvieron con la dosis de 30 mg/Kg administrada por via

subcutédnea en la prueba de condicionamiento al miedo contextual (Flavell y cols., 2020).

La administracion sistémica de 10 mg/Kg de mifepristona, una hora antes del
entrenamiento disminuyd la inmovilidad de los sujetos en la prueba de memoria del
condicionamiento al miedo contextual, respecto del control (Pugh y cols., 1997). Por otro
lado, con la dosis de 40 mg/Kg de este antagonista aplicado por via subcutanea una hora
antes del entrenamiento en la prueba de evitacion inhibitoria no tuvo efectos amnésicos
(Atuchay cols., 2015).
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El receptor para mineralocorticoides también tiene funciones en los procesos de memoria
y aprendizaje, un antagonista de este receptor es la espironolactona (Carone y cols., 2017).
Los efectos cognitivos de este farmaco han sido evaluados en diferentes pruebas, en el
laberinto acudtico de Morris, la dosis de 100 ng de espironolactona administrada en el
ventriculo 30 minutos antes del entrenamiento produjo que los sujetos desarrollaran
estrategias al azar en lugar de aquellas que son dirigidas hacia la plataforma de escape
(Oitzl y de Kloet, 1992). Administrando dosis de 37, 75y 150 ng de este agonista 60 minutos
antes de evaluar la memoria y utilizando la misma prueba se obtuvieron efectos
amnésicos, lo cual indica que el receptor MR también participa en la recuperacion de la

memoria (Khaksariy cols., 2007).

La administracion periférica de 30 mg/Kg de espironolactona antes de la recuperaciéon de
la memoria condicionada no produjo efectos sobre la reconsolidacién de los sujetos
(Achterbergy cols., 2014). Sin embargo, en ratones la administracion de 50 mg/Kg de este
antagonista antes de evaluar la memoria en la prueba de condicionamiento al miedo
contextual afectd la recuperacién de la misma ya que disminuyé el tiempo de inmovilidad
de los sujetos (Zhou y cols., 2011). Ademas, la activacion del MR también tiene funciones en
pruebas de memoria no aversivas vy, la sobrexpresion de este receptor en las células
granulares del giro dentado mejoré el desempefio de los sujetos, respecto del control, en la

prueba de reconocimiento de objetos (Ferguson y Sapolsky, 2007).

La administracion de corticosterona, el agonista endégeno de ambos receptores también
genera modificaciones en los procesos especificos de la memoria (Finsterwald y Alberini,
2014). En la prueba de condicionamiento al miedo la aplicacion de 3 mg/Kg de
corticosterona inmediatamente después del entrenamiento mejoroé la consolidacion de la
memoria de los sujetos al ser evaluados 24 horas después, también se administré una
dosis menor de 1 mg/Kg, pero esta no generd los efectos respecto de los obtenidos en las
ratas control (Huiy cols., 2004). En la misma prueba, pero utilizando un choque eléctrico de
baja intensidad, la administracion de 5 mg/Kg de corticosterona post-entrenamiento,

mejord la consolidacion de la memoria evaluado 24 horas y 7 dias después (Cordero y
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Sandi, 1998). El efecto contrario se obtiene cuando se administra la corticosterona antes de
la recuperacién de la memoria, ya que la dosis de 3 mg/Kg administrada una hora antes de
la evaluacién disminuyo el porcentaje de inmovilidad en la prueba de condicionamiento al

miedo (Atsaky cols., 2012).

La administracién crénica de 7.5 mg de corticosterona diaria durante 80 dias afect¢ la
memoria de ratas machos cuando fueron evaluadas en el laberinto de Barnes, ya que este
tratamiento aumento significativamente el niUmero de errores y la latencia de escape de los
sujetos tratados respecto del control (MclLay y cols., 1998). En animales entrenados en el
laberinto acuéatico de Morris, la administracion sistémica de 1y 3 mg/Kg de corticosterona,
30 minutos antes de recuperacion de la memoria, produjo un efecto amnésico en los

sujetos (de Quervainy cols., 1998).

La administracion sistémica de corticosterona en dosis de 0.3, 1 'y 3 mg/Kg después del
entrenamiento en la prueba de reconocimiento de objetos produjo un incremento dosis
dependiente del indice de reconocimiento en ratas tratadas respecto al control, siendo la
dosis de 1 mg/Kg, la que mejord la memoria de los sujetos 24 horas después del
entrenamiento; sin embargo esta dosis afectd la memoria de dichos sujetos al ser
probados tan solo una hora después de concluida la fase de aprendizaje (Okuda y cols.,

2004).

En conjunto los estudios anteriores muestran que la mejora en la memoria por efecto de la
corticosterona depende de la dosis administrada y del momento de su aplicacion. Estos
efectos siguen una curva dosis-respuesta en forma de “U” invertida, ya que las dosis bajas o
altas inducen afectaciones en la memoria, y solo una cantidad intermedia puede favorecer
la consolidacion de la misma (Salehiy cols., 2010). Algunos procesos neurofisiologicos que
se ven influenciados por dicha curva dosis-respuesta son el efecto excitatorio de los
receptores 3 adrenérgicos, la repuesta hiperpolarizante mediada por el receptor a
serotonina 1A, la activacion de canales dependientes de calcio y la potenciacion a largo

plazo. Todos estos mecanismos ocurren especificamente en la regién CA1 del hipocampo,
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la cual participa activamente en los mecanismos de memoria y aprendizaje declarativos,

en particular los espaciales (Joéls, 2006).

1.8 Interaccion de ambas respuestas al estrés y su efecto sobre la

memoria.

Hasta ahora se ha descrito que los recuerdos fuertemente consolidados son resultado de
eventos con una alta emocionalidad, este efecto es producto de la convergencia de las
sefiales producidas por la noradrenalina y los glucocorticoides (Schwabe, 2017).
Anatémicamente, existen proyecciones densas desde la amigdala basolateral hacia las
areas CAl y CA3 del hipocampo, lo cual permite que ambas regiones actlen de manera
coordinada ante la sefializacion noradrenérgica y por glucocorticoides durante el
procesamiento de la informacion emocional (Roozendaal y McGaugh, 1997a; Pikkarainen y

cols., 1999).

Es la activacion de los receptores {3 adrenérgicos la que modula la consolidacién de la
memoria por glucocorticoides, de tal forma que la administracion subcutanea de 0.3
mg/Kg de dexametasona, después del entrenamiento en la prueba de evitacién inhibitoria
incremento la latencia de retencién de los sujetos tratados, es decir mejord la memoria de
los sujetos. Sin embargo, al administrar los antagonistas 3 adrenérgicos propanolol,
antenololy zinterol, la latencia disminuyé significativamente (Quirarte y cols., 1997). Dichos
receptores 3 también se expresan en el hipocampo, pero la infusién de propranolol en
esta estructura a sujetos pretratados con corticosterona no causé déficits en la memoria,
obteniéndose el resultado contrario cuando se repitié el mismo protocolo pero en la
amigdala basolateral (Roozendaal y cols., 2008), lo cual indica que son los receptores B
adrenérgicos expresados especificamente en la amigdala basolateral los que modulan los

efectos de los glucocorticoides sobre la memoria.

En este contexto la infusién en el hipocampo de RU-28382, un agonista del GR, una hora
antes de la recuperacion de la memoria en el laberinto acuatico de Morris, gener6 efectos

amnésicos en los sujetos al disminuir el tiempo que nadaron en el cuadrante objetivo; por
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otra parte, la administracion a estos sujetos de propanolol de manera sistémica, o al
realizarles infusiones de antenolol en la amigdala basolateral, el efecto amnésico inducido
desaparece. Por otro lado, la infusién de RU-28362 antes del entrenamiento genera efectos

amnésicos, pero al lesionar la amigdala basolateral la memoria mejora (Roozendaal, 2003).

El modelo que integra la informacion antes presentada fue propuesto por el Dr. McGaugh
en el ano 2000; de acuerdo a esta propuesta durante una experiencia de aprendizaje,
cuando se presenta un incremento de la emocionalidad, ocurre la liberacién de adrenalina
y glucocorticoides de la glandula suprarrenal. La adrenalina no puede atravesar la barrera
hematoencefélica, pero a través de la activacion de los receptores {3 adrenérgicos en
aferencias del nervio vago las cuales proyectan al nlcleo del tracto solitario, lo estimulan'y
este a su vez promueve la liberacién de noradrenalina en el locus coeruleus, la cual a su vez
activa a receptores (3 y a; adrenérgicos en la regién basolateral de la amigdala (McGaugh,
2000). La amigdala basolateral a través de sus proyecciones glutamatérgicas hacia la
corteza prefrontal, el nlcleo estriado y el hipocampo estimula estas areas para que ocurra

el proceso de consolidacién de la informacion (Atuchay cols., 2017; McGaugh'y cols., 2002).

Los glucocorticoides, por su parte, debido a su naturaleza liposoluble pueden atravesar la
barrera hematoencefalica, activan a sus receptores GR en el nlcleo del tracto solitario y
este a su vez promueve la liberacién de noradrenalina en el locus coeruleus, el cual
también posee receptores GR (McGaugh y cols., 2002). Los glucocorticoides interactian
con sus receptores GR en la amigdala basolateral la cual, nuevamente, promueve la
consolidacién de la memoria en el hipocampo, el nlcleo estriado y la neocorteza, entre

otras areas cerebrales (McGaugh, 2000; véase la Figura 8).
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Figura 8. Consolidacién de la memoria regulada por las hormonas del estrés. La noradrenalina (lineas azules)
estimula a la amigdala basolateral (AMG) a través del nlcleo del tracto solitario (NTS) y del locus coeruleus
(LC), lo que a su vez modula a los sitios de almacenamiento temporal para la consolidacién de la memoria,
por ejemplo, el hipocampo (HIP) y la corteza (CORT), entre otras areas. Lo glucocorticoides (lineas amarillas)
modulan el efecto de la noradrenalina en la amigdala y también en las regiones de almacenamiento
temporal para consolidar la memoria (Modificado de McGaugh y Roozendaal, 2002).

Recapitulando los datos experimentales obtenidos a la fecha muestran que, las respuestas
al estrés mejoran la consolidacion de informacién adquirida en el contexto del estresor,
cuando las sefiales de los glucocorticoides, las adrenérgicas y las de neuropéptidos como
el CRH se encuentran sincronizadas (Schwabe y cols., 2022). Hasta ahora se ha abordado el
efecto de las hormonas del estrés sobre dos sistemas de memoria, el del hipocampo vy la
amigdala, sin embargo, se han reportado efectos de los glucocorticoides y la noradrenalina

sobre el sistema del nlcleo estriado, lo que se describirad a continuacion.
1.9 Las respuestas al estrés y los multiples sistemas de memoria.

El procesamiento de la informacion emocional por parte de la amigdala influye
diferencialmente sobre el hipocampo y el estriado dorsal, ya que niveles elevados de estrés
o ansiedad afectan al primero y por el contrario mejoran la memoria en el segundo

(Goodman vy cols., 2017). Goodman y Mcintyre (2017) aplicaron a ratas el protocolo de
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exposicion al estrés en una sola exhibicion, el cual consiste en la incidencia de tres
estresores continuos, los cuales son: restriccion de movimiento por 2 horas, nado forzado
por 20 minutos y administracion de vapor de éter hasta alcanzar la anestesia. Una semana
después entrenaron a los animales en el laberinto en cruz, una tarea de solucién dual; en
esta prueba los sujetos que la resolvieron a través de la estrategia espacial presentaron el
mayor déficit respecto de aquellos que emplearon la estrategia estimulo-respuesta

(Goodmany Mcintyre, 2017).

El laberinto en cruz sumergido también es una prueba de solucién dual cuyo objetivo es
encontrar una plataforma oculta bajo el agua (Packard, 2009), al exponer a los sujetos al
olor de un depredador, trimetil tiazolina, antes del entrenamiento se obtuvo que durante la
recuperacién de la memoria los sujetos emplearon con mayor frecuencia la estrategia
estimulo-respuesta por encima de la espacial para resolver la tarea, en comparacién a los
controles (Leong y Packard, 2014). De manera similar, la aplicacion de un protocolo de
condicionamiento al miedo en ratas y su posterior entrenamiento en el laberinto en cruz
sumergido indujo a que los sujetos condicionados ejercieran mas la estrategia estimulo-

respuesta en comparacion a la de lugar (Goode y cols., 2016).

La administracion de corticosterona sistémica o 10 minutos de restriccién del movimiento
a ratones antes del entrenamiento en el laberinto circular con agujeros de solucién dual,
ocasion6 que la mitad de estos sujetos estresados desarrollaran la estrategia estimulo-
respuesta, para solucionar la tarea respecto de los controles que siempre eligieron la
opcion espacial. Adicionalmente, la administracién del antagonista al receptor a
mineralocorticoides RU28318 produjo que los sujetos no optaran por la estrategia
estimulo-respuesta en los sujetos estresados (Schwabe y cols.,, 2010). De manera
complementaria, la lesion en el estriado dorsolateral afect6 la ejecucion de las estrategias
estimulo-respuesta en el laberinto acuatico de Morris, favoreciendo la solucion espacial de

la tarea (Kosakiy cols., 2015).

En estudios farmacoldgicos la administracion 2, 5y 10 ng de corticosterona en el estriado
dorsal de ratas, y su posterior entrenamiento en dos versiones del laberinto acuatico de
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Morris; la espacial y la estimulo-respuesta, produjo que en el dia de recuperacion de la
memoria fuera la dosis de 5 ng la que redujo la latencia de escape, respecto de las otras
dosis (Quirarte y cols., 2009). Adicionalmente, la administracion de 10 ng de corticosterona
en las areas dorsomedial y dorsolateral del estriado en sujetos entrenados en el laberinto
en cruz de solucién dual, generd una aceleracion en la consolidacién de la memoria de tipo
estimulo-respuesta solamente cuando el tratamiento se administré en el estriado
dorsolateral, respecto de la espacial en los sujetos tratados respecto del control (Siller-

Pérezy cols., 2017).

Recapitulando, las respuestas al estrés afectan los sistemas de memoria dependientes del
hipocampo y del nlcleo estriado de tres maneras diferentes: al mejorar el primero y afectar
el segundo sistema, generando déficits de memoria en ambos, o bien al no producir
alteraciones en la informacion procesada en el hipocampo, pero favoreciendo su
procesamiento estriatal (Goldfarb y Phelps, 2017). Sobre el primer caso se ha propuesto
que los glucocorticoides y la noradrenalina reducen la inhibicion del hipocampo sobre el
nucleo estriado, por lo que este Ultimo sistema de memoria realiza la accién opuesta,
reduciendo la participacion del hipocampo para resolver la tarea; ademas de que seria el
receptor a mineralocorticoides membranal, el responsable de dicho cambio en el
procesamiento, ya que esta modificacién ocurre poco tiempo después de la incidencia del

estresor (Schwabe, 2013).

Los sujetos experimentales utilizados en estas tareas de solucién dual fueron estresados
previamente al entrenamiento, sin embargo, existen modelos animales que de manera
innata expresan respuestas incrementadas al estrés o en caso contrario son resilientes a
este. En las siguientes secciones se presentarad evidencia de cémo son los procesos de

aprendizajey memoria en estos modelos animales.
1.10 Modelos animales de estrés innato.

Las ratas Roman de alta y baja evitacion (RHA y RLA de sus siglas en inglés,

respectivamente) fueron seleccionadas con base a su comportamiento en el paradigma de
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evitacion activa. A partir de esta prueba se obtuvo que las ratas de alta evitacién son
menos emocionales respecto a las de baja evitacidén (Bignami, 1965). Posteriormente, en el
campo abierto y en el laberinto en cruz elevado, pruebas que evallan el estrés vy la
ansiedad, se mostré que las ratas RLA son mas emocionales respecto de las RHA
(Escorihuela y cols., 1999). El mismo resultado se obtuvo para la caja luz-oscuridad,
ademas de que se observd una mayor secrecién de corticosterona en los sujetos RLA

respecto de los RHA (Steimer y Driscoll, 2003).

Con relacion al desempefio de las ratas Roman de alta y baja evitacion en pruebas de
memoria, se ha demostrado que en el laberinto acuatico de Morris (Escorihuela y cols.,
1995), el paradigma de alternancia espontanea, el reconocimiento de objetos y el laberinto
radial de ocho brazos los sujetos RLA tienen un desempefio superior respecto de los
sujetos RHA (Willig y cols., 1991). Al realizar infusiones de noradrenalina en la amigdala en
las ratas RHA, se mejord su retencion ante un estimulo aversivo, durante la prueba del
enterramiento defensivo (Roozendaal y cols., 1993). Estos resultados permiten establecer
una relacién entre el perfil ansioso innato de los sujetos RLA y una mejor consolidacién de

su memoria.

Las ratas de alto y bajo comportamiento ansioso (HAB y LAB, respectivamente, de sus
siglas en inglés) fueron seleccionadas en funcion de su comportamiento en el laberinto de
cruz elevado (Liebsch y cols., 1998). Después de exponer a los sujetos HAB al brazo abierto
del laberinto en cruz elevado, el &rea ansiogénica, estos presentaron una mayor secrecion
de ACTH y corticosterona respecto a las ratas LAB (Landgraf y cols., 1999). La memoria
declarativa y de trabajo de ambos grupos de ratas fueron evaluadas en la prueba del
tablero, en la cual los sujetos HAB tuvieron un mejor desempefio respecto de LAB (Ohly
cols., 2002). Adicionalmente, en una prueba de condicionamiento al miedo los sujetos HAB
consolidaron mejor la informacién de las sefiales de amenaza respecto de las ratas LAB
(Muiggy cols., 2008). En estos grupos de ratas alin no se han establecido una relacién entre
sus respuestas endocrinas al estrés y la consolidacion de su memoria, pese a que la

evidencia sugiere dicha relacién.
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Las ratas Fischer 344 y las Lewis son un modelo genético para el estudio de alteraciones en
el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, debido a su diferente respuesta ante estresores
(Cadoni, 2016). Después de aplicar restriccion del movimiento a machos de ambos grupos
durante dos horas, los sujetos Fischer 344 son quienes presentaron una mayor
concentracion de ACTH y corticosterona respecto de los niveles obtenidos en las ratas
Lewis (Moncek y cols., 2001). Al introducir a las ratas Fischer 344 en el laberinto acuético de
Morris se obtuvo que estos sujetos tienen deficiencias en la adquisicion de la tarea, pero no
asi en la recuperacién, en comparacién al grupo de ratas Lewis (van der Staay y cols., 2009).
En las pruebas de memoria del laberinto en “Y” y el laberinto radial de ocho brazos, los
sujetos Fischer 344 también han presentado déficits cognitivos respecto a las ratas Lewis,
razon por la cual fueron propuestas para el estudio de los efectos negativos de la ansiedad

sobre la memoria (Foley cols., 2017).

Respecto a la activacién de las respuestas al estrés y su influencia sobre la memoria de los
sujetos Fischer 344, Camp y Johnson (2015) aplicaron a estas ratas un protocolo de estrés
cronico moderado, el cual consistié en exponerlas a distintos estresores durante cuatro
dias consecutivos, posteriormente les administraron por via sistémica propanolol a una
dosis de 2 mg/Kg antes del entrenamiento en una prueba de condicionamiento al miedo y
otra de evitacion activa; sus resultados mostraron que los sujetos Fischer 344 estresados
tuvieron el mayor porcentaje de inmovilidad en el condicionamiento al miedo, y en la
evitacion activa mostraron la menor latencia de escape, por lo que el propanol disminuyo
ambas variables respecto de los resultados obtenidos en el grupo control (Camp vy
Johnson, 2015). La administracion de este farmaco, en dosis de 5y 10 mg/Kg por via
sistémica, también afectd la adquisicion del aprendizaje de parpadeo del ojo en los

machos Fischer 344, respecto del vehiculo (Cartford y cols., 2002).

En hembras Fischer 344 la administracion sistémica de 0.5, 1, 2 y 3 mg/Kg de corticosterona
disminuyé la latencia, asi como la inmovilidad en el condicionamiento al miedo Pavloviano
e instrumental, respectivamente; cuando se realizo la infusién de corticosterona en el

hipocampo dorsal con la dosis de 10, 20, 50 y 100 ng, se obtuvo el mismo efecto para
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ambas pruebas respecto del grupo control. La administracién en conjunto del agonista B:
adrenérgico procaterol mantuvo el efecto negativo sobre la memoria, pero cuando se
coadministré 1 mg/Kg del antagonista {3, adrenérgico ICl 118,551 a una dosis de 1 mg/Kg
de corticosterona por via sistémica, se evitd el efecto amnésico antes mencionado

(Schutsky y cols., 2011).
1.11 Modelos animales de resiliencia.

Contrario a la respuesta incrementada a los estresores que expresan los sujetos Roman de
baja evitacién, la ratas de alto comportamiento ansioso y el modelo Fischer 344, existen
individuos con la capacidad de responder adaptativamente a la incidencia de estresores
agudos, dicha caracteristica se denomina resiliencia (Pfau y Russo, 2015), los sujetos que la
expresan son llamados resilientes; en ocasiones estos sujetos se han expuesto de manera
repetitiva a multiples estresores y sin embargo continlan mostrando un mantenimiento

eficiente de la alostasis (Macriy cols., 2011).

Inicialmente la resiliencia fue descrita y estudiada en nifios criados en condiciones
adversas; violencia familiar, disfuncion del hogar causada por el abuso de substancias,
coexistencia con enfermedades mentales, abuso psicolégico, fisico, sexual y pobreza, entre
otras circunstancias (Felitti y cols., 2019). En este contexto algunos infantes expresan
dificultades escolares, relaciones disfuncionales con sus cuidadores y problemas sociales.
El Dr. Cicchetti (2010) mostrd que al crecer dichos sujetos tienen mayores probabilidades
de incidir en el consumo ilicito de drogas, el abuso de alcohol, asi como el padecimiento
de depresion, ansiedad, enfermedades cardiacas, cancer y una mayor probabilidad de
cometer suicidio (Austin, 2018); no obstante, pese a estar expuestos a estos estresores
algunos nifios no expresan dichas psicopatologias durante su desarrollo o en la adultez, es

decir expresan resiliencia (Hornor, 2017; Masten y Tellegen, 2012).

Un caso de adversidad temprana severa y que esta ampliamente documentado tuvo lugar
en Rumania de 1967 a 1989 durante la dictadura de Nicolae Ceausescu, quien establecié

politicas pronatales; como la prohibicion del aborto, la restriccion en el acceso a los
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anticonceptivos y la exigencia de que las mujeres tuvieran al menos 5 hijos, estas medidas
tuvieron el objetivo de aumentar la poblacién de Rumania de 23 a 30 millones de personas
(Johnsony cols., 1993). Los nifios nacidos durante esta época fueron enviados a orfanatos,
y, en 1989 se estimé una poblacion infantil de 100 000 a 300 000 individuos en dichos
espacios, donde la proporcién cuidador-infante era de 1:10 o incluso 1:35 (Johnson y cols.,

1992).

En dicha situacién de hacinamiento, los nifios experimentaban desnutricién, maltrato
fisico y sexual, las enfermedades como la hepatitis By el parasitismo proliferaban, ausencia
de interaccidon social y nula estimulacion cognitiva (Kaler y Freeman, 1994). Un factor
decisivo en la vida de un porcentaje de estos infantes fue su adopcién, ocurrida a partir de
1990, ya sea por familias canadienses e inglesas o dentro de Rumania (Groze e lleana,
1996). A partir del seguimiento que se les dio a estas adopciones durante décadas, se
determiné que las consecuencias negativas de la privacion temprana dependen de cuéanto
tiempo estuvieron los infantes expuestos, estancias superiores a los seis meses desde el
nacimiento se correlacionaron con un aumento en la incidencia del desorden del espectro
autista, asi como dificultades en las interacciones sociales, mientras que una estadia
menor a los seis meses, no afectd el desarrollo del individuo cuando crecié en un ambiente
con cuidado parental, en algunos casos pese a estancias prolongadas en el orfanato los

sujetos adoptados mostraron resiliencia en la adultez (Sonuga-Barkey cols., 2017).

Ante los reportes paradojicos previamente descritos, diciplinas como la psicobiologia, la
biologia y la neurociencia han llegado al consenso de que la vulnerabilidad o la resiliencia
de cualquier individuo esta determinada por una combinacién compleja de predisposicion
genética, el contexto y la naturaleza de los eventos adversos incluyendo su frecuencia,
intensidad y persistencia (Herrman y cols., 2011; Oken y cols., 2015; Zannas y Binder, 2014),
siendo de especial importancia aquellos que ocurren en una etapa temprana (McEwen y

cols., 2015).

Debido a las restricciones metodoldgicas y éticas involucradas en los estudios de las
respuestas al estrés en humanos, el analisis de la resiliencia se ha extendido hacia los
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modelos animales (Ashokan y cols., 2016), a partir de los cuales se han podido delimitar
algunos de los mecanismos neurobioldgicos de la misma. El grupo de Levine, en 1956,
mostré que las ratas macho que fueron separadas de su madre por tres minutos y a la par
recibieron choques eléctricos en las patas diariamente durante la lactancia, en la adultez
presentaron un mejor desempefio en la prueba de evitacién activa respecto de los sujetos
que no fueron expuestos a los estresores (Levine y cols., 1956). El trabajo anterior mostro
que en modelos animales las manipulaciones tempranas del ambiente tienen la capacidad

de generar en los individuos su vulnerabilidad o resiliencia hacia los estresores.

La inoculacién al estrés ha probado ser una estrategia eficiente para propiciar los fenotipos
resilientes (Pfau y Russo, 2015). Esta se define como la exposicion a una cantidad de estrés
moderada en una etapa crucial de la vida, lo cual atenla la respuesta al estrés en la adultez
(Ashokan y cols., 2016). Algunos tipos de inoculacion al estrés comprenden; breves
periodos de separacién materna, comportamiento materno alterado o la administracién
pre- o post-natal de glucocorticoides a la madre, aunque estas manipulaciones involucran
a la madre, la evaluacién de sus consecuencias se identifican en la adultez de sus crias

(Macriy cols., 2011).

En lo que respecta a la separacion materna en roedores, un protocolo ampliamente
utilizado, y mas eficiente en ratas en comparacién a los ratones (Wang y cols., 2020),
consiste en separar diariamente a la camada de la madre por periodos breves de 3 a 15
minutos durante los primeros 10 dias postnatales (Liu y cols., 1997). Los individuos adultos
que experimentaron este estresor temprano activan una respuesta moderada de su eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal, ya que liberan una menor cantidad de CRH (Plotsky vy
Meaney, 1993) y expresan mayor densidad de receptores a glucocorticoides en el
hipocampo, lo cual les permite generar la retroalimentacién negativa del eje HHA mas

rapido (Meaney, 2001).

En el aspecto conductual se ha mostrado que las ratas adultas que experimentaron breve
separacién materna incrementan su actividad defensiva y exploratoria en pruebas como el
laberinto en cruz elevado y el campo abierto (Wang vy cols., 2020). Otros modelos para
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delimitar un fenotipo vulnerable o resiliente en la vida adulta son el estrés cronico
impredecible (Ricon y cols., 2012), el estrés crénico por derrota social (Pfau y Russo, 2015),
la desesperanza aprendida (Muneoka y cols., 2013) y la prueba de preferencia a la sacarosa
(Franklin'y cols., 2012). Estos modelos se emplean para determinar la incidencia natural de
la resiliencia, es decir sin que el sujeto haya estado expuesto en algin momento de su

desarrollo a alglin estresor moderado (Russo y cols., 2012).
1.12 Resilienciay memoria

La manipulacion temprana del ambiente donde se desarrolla un sujeto no solo genera
consecuencias en su respuesta al estrés, sino también en su desempefio cognitivo. La
evidencia actual ha mostrado que los estresores tempranos tienen la capacidad de mejorar
la memoria emocional y afectar el desempefio en pruebas de memoria espacial (Krugersy
Joéls, 2014). En este sentido Oomen y cols., 2010 realizaron en ratas privaciéon materna
durante 24 horas en el dia postnatal tres, al llegar a la adultez y comparados con el control,
los sujetos con privacion materna presentaron un desempefio deficiente en el laberinto
acuatico de Morris ya que recorrieron una mayor distancia para encontrar la plataforma, no
obstante, tuvieron un mejor desempefio en la prueba de condicionamiento al miedo
contextual e indirecto, ya que expresaron un mayor indice de inmovilidad (Oomen y cols.,

2010).

Al analizar las variaciones naturales en el cuidado materno y empleando la prueba de
condicionamiento al miedo contextual, Champagne y cols. (2008) mostraron que las ratas
adultas criadas por madres con bajo lamido y aseo tuvieron una mayor incidencia de
inmovilidad en dicha prueba, es decir, recordaron mas en comparacién a los sujetos
criados por madres con alto lamido y aseo, sus resultados muestran que una disminucién
del cuidado materno puede promover un fenotipo resiliente, y este a su vez permite al
sujeto superar estimulos estresantes, como lo es el choque eléctrico que requiere la prueba

de condicionamiento (Champagney cols., 2008).
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Las variaciones naturales de vulnerabilidad y resiliencia al estrés asi como su efecto sobre
la cognicién también han sido reportadas por el grupo de Sweis y cols. (2013), quienes
entrenaron a ratas macho adultas en el laberinto radial de ocho brazos, posteriormente a
través del laberinto en cruz elevado y su actividad locomotora en un campo abierto
determinaron el perfil resiliente o vulnerable al estrés de cada sujeto; finalmente les
aplicaron restriccién del movimiento dos horas diarias durante 10 dias consecutivos y, sus
resultados mostraron que fueron los sujetos resilientes quienes pese al estresor
mantuvieron su memoria espacial similar a la medicion basal, previo al estresor, e igual al

control no estresado (Sweis y cols., 2013).

El modelo de material limitado para la construccion del nido ha mostrado ser una
estrategia para modificar el cuidado materno de la madre e influir sobre la conducta de las
crias (Walker y cols., 2017); siguiendo este modelo Ivy y cols. (2010) expusieron a ratas a
esta manipulacién a partir del dia postnatal dos y durante una semana; al evaluar la
memoria espacial de las crias adultas en el laberinto acuatico de Morris y la memoria no
espacial en la prueba de reconocimiento de objetos novedosos, obtuvieron que los sujetos
estresados tuvieron un desempefio deficiente en ambas pruebas respecto de los controles

gue no experimentaron el estresor temprano (lvy y cols., 2010).

Ademas de la manipulacion temprana del ambiente también es posible modificar la
conducta del individuo a través de retos hormonales. Con base a esto Roskoden y cols.
(2005) administraron diariamente corticosterona durante los primeros 12 dias postnatales
a un grupo de ratas, a la edad de tres meses estos sujetos fueron evaluados en el laberinto
radial de ocho brazos en el cual tuvieron una mejor adquisicion inicial de la prueba, mas no
mostraron diferencias en su memoria de largo plazo, respecto de los controles (Roskoden'y
cols., 2005). Estos resultados sugieren que la resiliencia también puede influir en los

mecanismos de aprendizaje.

2. Antecedentes.

2.1 Las sublineas de alto y bajo bostezo.
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En el laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de
Fisiologfa de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla se seleccionaron mediante
cruzamientos endogamicos estrictos (hermano con hermana) dos sublineas de ratas
provenientes de la cepa Sprague-Dawley (SD). El criterio de seleccion empleado fue su
frecuencia de bostezo espontaneo, este se mide introduciendo al sujeto en un cristalizador
de vidrio con diametro de 19 cm y se evalla su comportamiento durante una hora. En
dicho procedimiento la sublinea de alto bostezo (HY del inglés: high-yawning) bosteza en
promedio 20 veces por hora, mientras que la sublinea de bajo bostezo (LY del inglés: low-
yawning) tiene una frecuencia de tan solo 2 bostezos por hora (Urba-Holmgren y cols.,

1990).

Las sublineas HY y LY no solo difieren en su frecuencia de bostezo espontaneo, sino que
previamente se ha mostrado que al ser expuestas a un campo abierto, una prueba que
evalla la reactividad emocional, las ratas HY deambulan mas y tienen una mayor
exploracién vertical respecto de los sujetos LY, por lo cual se determind que las ratas HY
son menos reactivas emocionalmente (Moyaho y cols., 1995). En el laberinto en cruz
elevado los sujetos HY permanecen mas tiempo en los brazos abiertos, el drea ansiogénica,
entran un menor nimero de veces a los brazos cerrados y permanecen menos tiempo en
ellos, que es considerado el espacio ansiolitico, mientras que; la sublinea LY muestra las
respuestas opuestas. Estos resultados indican que las ratas HY son resilientes a estresores,
mientras que las LY son mas susceptibles a la ansiedad (Eguibar y cols., sometido a

consideracion editorial).

En la caja luz-oscuridad, una prueba que evalla la ansiedad como un rasgo, se obtuvo que
los machos LY permanecen mas tiempo en el compartimento oscuro, que es el seguro,
respecto del iluminado, y presentd un mayor grado de indecision para cruzar del espacio
ansiolitico al aversivo respecto de la sublinea HY y la cepa Sprague-Dawley (Diaz, 2019).
Este Ultimo resultado es relevante ya que se ha establecido una relacion directamente
proporcional entre la indecision y el fenotipo ansioso (Grewal y cols., 1997). En conjunto,

los resultados del laberinto en cruz elevado, el campo abierto y la caja luz-oscuridad
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confirman el fenotipo ansioso de la sublinea LY y uno resiliente en los sujetos HY,
caracteristicas que ademas son innatas, ya que no se aplicaron estresores adicionales al

efectuar dichas pruebas.

Considerando una relacion entre el fenotipo ansioso de los sujetos LY, el resiliente de la
sublinea HY y los efectos de las hormonas del estrés sobre la consolidacion de la memoria
hemos evaluado la memoria espacial de largo plazo en los sujetos LY, HY y SD en el
laberinto de Barnes (Diaz, 2019). Este laberinto consiste en una plataforma elevada con
orificios en la periferia y, uno de ellos conduce a una caja de escape que representa un

lugar seguro para los sujetos (Gawel y cols., 2019).

Cuando los sujetos ingresaron al laberinto de Barnes por primera vez, la cepa Sprague-
Dawley tuvo un mejor desempefio respecto de HY y LY; después todos los sujetos aprenden
homogéneamente, pero el dia de evaluacion de la memoria de largo plazo los machos HY'y
SD tuvieron una memoria intacta respecto de LY ya que, estos Ultimos presentaron un
numero de errores vy latencia de escape similar a la primera ocasion que ingresaron al

laberinto, es decir una memoria de largo plazo deficiente (Diaz, 2019).

En el estudio anterior también se evalué el efecto de la adrenalectomia sobre la memoria
espacial de los sujetos LY, HY y SD. En el caso de los grupos SD y HY se obtuvo que la
adrenalectomia generd un retraso en el aprendizaje, ademas de un incremento de la
latencia de escapey el niUmero de errores el dia de recuperacion de la memoria, resultados
que coinciden con lo reportado en la literatura (Spanswick y cols., 2007). En el caso de la
sublinea LY la adrenalectomia generd el mismo retardo en el aprendizaje que presentaron
los grupos HY 'y SD, pero el dia de recuperacion de la memoria el grupo LY intacto y el LY

con adrenalectomia presentaron un comportamiento idéntico (Diaz, 2019).

La concentracion de corticosterona después de la recuperacion de la memoria espacial de
largo plazo de los sujetos HY, LY y SD fue evaluada a través del ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA), tanto en los sujetos intactos como en los

adrenalectomizados. Se obtuvo que los machos LY secretaron significativamente maés
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corticosterona respecto de los grupos SD y HY después de la recuperacion de la memoria
(LY: 18684 pg/mL vs. SD: 10311.63 y HY: 889.6 pg/mL). Este resultado sugiere que el
laberinto de Barnes activo una respuesta al estrés exagerada en los sujetos LY, de acuerdo
con el efecto dosis respuesta en forma de U invertida de los glucocorticoides sobre la
memoria (Sapolsky, 2015); este incremento pudo ocasionar efectos negativos sobre la
memoria de los machos LY. Por otro lado, la adrenalectomia disminuyd significativamente
la concentracién de corticosterona en todos los grupos en comparacion con los sujetos

intactos (Diaz, 2019).
3. Planteamiento del problema.

Se ha mostrado que los efectos del estrés sobre la memoria pueden evaluarse en distintas
pruebas, tanto emocionales, como espaciales y no espaciales; en este Ultimo caso, en la
prueba de reconocimiento de objetos novedosos se han reportado que cuando la
emocionalidad de los sujetos esta elevada, ocurre un aumento en la consolidacion de la
memoriay aunado a que las lineas de ratas con incrementada respuesta al estrés expresan
un mejor memoria respecto de sujetos resistentes a estresores, surge la pregunta: ;Cuél

seria el desempefio de las sublineas HY y LY en la prueba de reconocimiento de objetos?

La incidencia del estrés durante el aprendizaje espacial, ademas de influir sobre el
procesamiento de la informacién también puede generar cambios en la estrategia elegida
por los sujetos para solucionar la tarea (Schwabe, 2017). En el caso de las sublineas HY y LY,
estas fueron probadas en una versién del laberinto de Barnes que evallo Unicamente el
uso de la estrategia espacial, en la cual la memoria de largo plazo de los sujetos LY fue
deficiente respecto a los grupos HY y SD (Diaz, 2019). Por lo que surgen las siguientes
preguntas: ;Cual seria el desempefio de ambas sublineas en una prueba de memoria que
puede ser resuelta a través de dos estrategias: de estimulo-respuesta y espacial? Y ;La
sublinea LY, debido a su fenotipo ansioso innato, aplicaria con mayor frecuencia la

estrategia estimulo respuesta?
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La ablacion completa de la glandula adrenal realizada en sujetos HY y SD permitio
determinar que los glucocorticoides y la noradrenalina participan en la consolidacion de su
memoria espacial (Diaz, 2019). Adicionalmente, la administracion periférica de propranolol,
un antagonista de los receptores {3 adrenérgicos con actividad central, genera efectos
negativos sobre la memoria de los sujetos que aprenden en medios estresantes (McGaugh,
2013). Es entonces que surge la pregunta ;Qué efecto tendré la administracion periférica de

propanolol previo a la fase de adquisicién de los sujetos LY y HY en el laberinto de Barnes?

Los déficits en la memoria espacial de largo plazo de los sujetos LY son producto de la
ansiedad innata de la sublinea (Diaz, 2019), aunado a que existen reportes sobre el bloqueo
del receptor a glucocorticoides dentro del contexto del aprendizaje y sus consecuencias
sobre la memoria, surge la pregunta: ;Qué consecuencias tendrd la administracién
periférica de mifepristona sobre la consolidacion de la memoria de las sublineas LY, HY y la

cepa Sprague-Dawley?

En este contexto de la sefializacién por glucocorticoides, se ha mostrado que la
administracion de corticosterona periférica después de la fase de adquisicion de pruebas
espaciales ha mostrado mejorar el desempefio de los sujetos en dichas tareas (Sandi 'y
cols., 1997) y considerando la curva dosis-respuesta en forma de “U” invertida de los
glucocorticoides sobre la consolidacion de la memoria, asi como la memoria espacial de
largo plazo de ambas sublineas, se genera la siguiente pregunta: ;Qué efectos tendra la
administracion sistémica de corticosterona sobre la recuperacion de la memoria de las

sublineas HY y LY?
4. Justificacion.

La respuesta al estrés es intrinseca a la vida, su funcionamiento permite la sobrevivencia de
los sujetos ante diferentes ambientes (Monaghan y Haussmann, 2015). Unos de los
mecanismos que permiten lograr esa sobrevivencia son los procesos de aprendizaje y
memoria (McGaugh, 2013), por lo cual es probable que no sea una coincidencia que las

hormonas del estrés, glucocorticoides y noradrenalina sean las mismas que,
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principalmente, participan en los procesos de consolidacion de la informaciéon derivada de

la experiencia.

Por otro lado, una excesiva activacién de las respuestas al estrés genera una carga
alostatica la cual a nivel psicoldgico puede derivar en enfermedades mentales, siendo la
ansiedad y depresion las mas comunes (McEwen, 2003). Datos de la Organizacion Mundial
de la Salud indican que en 2019 en el mundo vivian 301 millones de personas con ansiedad
y 298 millones con depresién, siendo el continente americano el que albergd al mayor
numero de individuos con un 15.6% (OMS, 2022). Tan solo un afio después de la pandemia
causada por el coronavirus SARS-CoV-2 en 2020, ocurrié un incremento del 25.6 y 27.6 %

para cada una de estas enfermedades (OMS, 2022).

La ansiedad es un trastorno que contribuye al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, pulmonares, gastrointestinales, cancer, al dolor crénico, asi como a
alteraciones cognitivas (Szuhany y Simon, 2022). Considerando la prevalencia de esta
psicopatologia a nivel global, asi como la amplia variedad de consecuencias que tiene
sobre la salud de los individuos, el desarrollo de modelos animales con ansiedad
incrementada, al igual que su contraparte, individuos que expresen resiliencia, permitira
ahondar sobre los mecanismos neurofisiolégicos de la patologia, disefiar tratamientos
para contrarrestar sus sintomas y poder explorar los efectos deletéreos sobre la memoria y

el aprendizaje.

La ansiedad innata e incrementada de la sublinea LY ofrece una ventaja para el estudio de
dicha patologia sobre distintos procesos bioldgicos, en particular los déficits de esta
sublinea en pruebas de memoria y las modificaciones que expresa en su secrecion de
corticosterona, lo que a su vez permite analizar detalladamente el extremo derecho de la
curva en forma de U invertida del efecto de las hormonas del estrés sobre la consolidacion
de la memoria. Dicho analisis permitird comprender la neurofisiologia de los problemas de
aprendizaje que expresan individuos con una constante carga alostatica o con niveles altos

de respuesta a estresores.
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Por otro lado, la sublinea HY expresa un comportamiento resiliente en diferentes pruebas
conductuales, es decir prefiere explorar el area ansiogénica de los laberintos; dicho
comportamiento es opuesto al que en general expresan los roedores. Por lo que es un
nicho de oportunidades el poder determinar cuales son los mecanismos neurofisiologicos
que le permiten a un sujeto sobreponerse a estimulos aversivos y determinar si existe una

relacién de este rasgo con la eficiencia de sus procesos de memoria y aprendizaje.
5. Hipotesis.

1. El fenotipo ansioso y resiliente de la sublineas LY y HY, respectivamente, determinara la
eleccion de la estrategia que emplean para resolver una tarea de solucion dual, asi como

su desempefio en una prueba de memoria no espacial.

2. La disminucion de la sefializacion por los glucocorticoides en la sublinea LY reducira los

déficits en sumemoria espacial de largo plazo.

3. El antagonismo de la sefializacién por glucocorticoides o noradrenalina inducira efectos

negativos sobre la consolidacion de la memoria de los sujetos HY.

4. El antagonismo de la sefializacién por glucocorticoides o noradrenalina inducira efectos

negativos sobre la consolidacion de la memoria de los sujetos LY.

6. Objetivos Generales

1. Determinar el efecto del fenotipo ansioso y resiliente innato sobre la eleccién de una
estrategia para la solucion de una tarea dual y de reconocimiento de objetos en los

machos de las sublineas de alto y bajo bostezo.

2. Determinar el efecto del antagonismo y el agonismo de la sefializacion por
glucocorticoides y noradrenalina sobre la consolidacion y recuperacion de la memoria

espacial de los machos de las sublineas de alto y bajo bostezo.
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6.1. Objetivos Especificos.

1. Evaluar la memoria de reconocimiento de objetos en los machos de las sublineas de alto

y bajo bostezo y la cepa Sprague-Dawley.

2. Evaluar la elecciéon de estrategia para resolver una tarea espacial en el laberinto de

Barnes en los machos de las sublineas de alto y bajo bostezo.

3. Determinar el efecto de la administracion periférica de corticosterona durante la fase de
recuperacion de la memoria en el laberinto de Barnes en los machos de las sublineas de

altoy bajo bostezo.

4. Determinar el efecto de la administracion sistémica de propranolol sobre el aprendizaje

y la memoria espacial en los machos de las sublineas de alto y bajo bostezo.

5. Evaluar el efecto de la administracién sistémica de un antagonista a los receptores a
glucocorticoides, mifepristona, en la consolidacién de la memoria en el laberinto de

Barnes en los machos de las sublineas de alto y bajo bostezo.
7. Metodologia general

Primero se describira la metodologia general que fue aplicada a cada uno de los sujetos
Sprague-Dawley, LY y HY. Posteriormente se explicaré la metodologia especifica de cada

uno de los cinco experimentos realizados.

Se emplearon sujetos macho de la cepa Sprague-Dawley como controles y como sujetos
experimentales a las sublineas de alto y bajo bostezo. Todos los sujetos fueron obtenidos
del bioterio de investigacion del Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control
Motor, del Instituto de Fisiologia de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla
(BUAP). Todos los sujetos se recibieron a la edad de 65 + 2 dias y se mantuvieron en un
cuarto de experimentacién dentro del laboratorio antes mencionado hasta alcanzar la

edad de 75 + 2 dias, en la cual se realizaron los experimentos.
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Las condiciones del cuarto de experimentacion fueron una temperatura ambiente de 22 °C
+2, humedad relativa de 35-45%, el ciclo luz-oscuridad fue 12:12 con encendido de las luces
a las 07:00 horas. Los sujetos experimentales tuvieron acceso a agua purificada Ciel™,
(Coca-Cola Co., México) y alimento balanceado (LabDiet 5008, Purina Mills, Estados Unidos
de América) ad libitum. El manejo y cuidado de los animales se llevo a cabo siguiendo los
lineamientos de la NOM-062-Z00-1999 y los emanados de los Institutos Nacionales de
Salud de los Estados Unidos de América 2019. El protocolo fue aprobado por el Comité
Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de la BUAP. Se emplearon
un total de 240 sujetos, de los cuales se formaron de manera aleatoria los grupos
experimentales para cada experimento, totalmente independientes. Los detalles de cada

grupo experimental se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Distribucién de los sujetos experimentales y control en los diferentes

experimentos.

. Grupos y “n” por grupo
Experimento (;agtrel.?}gclz?éie
SD LY HY
1 Reconocimiento
de objetos 8 8 8
Estrategia: E-R Espacial E-R Espacial E-R Espacial
2 estimulo-
respuesta o 6 6 6 6 6 6
espacial
) Cos C1 GCs Ve Coz Ci Cs Ve Coz C1 GCs Ve
3 Cortlcogterona !
vehiculo 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Pos P11 P Vp Pos P1 P2 Ve Pos P1 P2 Ve
4 Propqnolol /
vehiculo 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
5 Antagonista a aGR1o Vacr aGR1o Vacr aGRyp Vagr
GR / vehiculo
6 6 6 6 6 6

SD=Sprague-Dawley, LY=low-yawning, HY= high-yawning, E-R= estimulo respuesta, C:
corticosterona, V= vehiculo, P= propanolol, aGR= antagonista al receptor GR y los subindices
numeéricos indican las dosis de los farmacos en mg/Kg.
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7.1 Metodologia del experimento 1.

Objetivo especifico

El objetivo fue evaluar la memoria de reconocimiento de objetos en los machos de las

sublineas de alto y bajo bostezo y la cepa Sprague-Dawley.

Se formaron de manera aleatoria dos grupos experimentales con sujetos macho adultos de
75 + 2 dias de edad LY, HY y un grupo control: SD, cada uno de ellos con una n de 8 sujetos
por grupo. Para determinar si el fenotipo ansioso de la sublinea LY y el resiliente de la
sublinea HY influyen sobre su memoria no espacial, evaluada en la prueba de

reconocimiento de objetos.

Se evalud la memoria de corto y largo plazo a través de la prueba de reconocimiento de
objetos (NOR) propuesta por Ennaceury Delacour (1988). Se realizé de la siguiente manera:
dos dias previos a la realizaciéon de la prueba los sujetos fueron habituados a un campo
abierto de forma cuboidal (60X60X50 cm) de madera, cuyas paredes y fondo estaban
pintados de negro y una de las paredes era de cristal oscuro para la observacion
conductual. La habituacion del animal se realizé en el campo abierto vacio, por dos dias
consecutivos durante 10 min cada dia, se permitié que el sujeto explorara libremente el

area.

Concluida la habituacién, al tercer dia se realizé la prueba de NOR, dividida en tres fases
una de adquisicion (Ensayo 1: E1), la de recuperacion de la memoria de corto plazo (Ensayo
2: E2) y de largo plazo (Ensayo 3: E3), entre ellos hubo un periodo de pausa de 30 miny 6
horas, respectivamente y, cada ensayo tuvo una duracién de 5 min. Los objetos utilizados
fueron un prisma rectangular, una piramide cuadrangular y un cilindro (8 cm de lado en
base y/o didmetro y 15 cm de altura) de 6nix blanco (Tepexi de Rodriguez, Pue., México),
todas las figuras contaron con un duplicado. Se eligié este material para evitar variaciones
en la textura y temperatura de los objetos, y que la Unica diferencia entre ellos fuera la

forma.

56



Se consideré como exploracion del objeto cuando el sujeto coloco su nariz a una distancia
igual o menor a 2 cm de él (Ennaceury Delacour, 1988), interacciones con cualquiera de los
objetos como lo es apoyarse, moverlo o escalarlo, fueron descartadas como exploracion.
En el ensayo uno se colocaron dos objetos idénticos (i.e. piramide Al/ piramide A2), 30
minutos después en el ensayo dos se colocd un objeto conocido y uno novedoso (i.e.
pirdmide A3 / prisma B) y 6 horas después en el ensayo tres se colocd un objeto conocido y
uno totalmente novedoso (i.e. piramide A4 / cilindro C; véase Figura 9). El orden en el que
se presentaron los objetos fue balanceado para cada uno de los sujetos. Todas las fases
fueron video grabadas (Sony Handycam HDR-PJ260V) y el comportamiento de cada sujeto
fue analizado utilizando el programa The Observer XT v.12.0 (Noldus, Paises Bajos), bajo el

programa Windows.

Adquisicidn y recuperacién de la memoria de reconocimiento de objetos

Dial Dia 2 Dia3

Habituacion 1 Habituacié‘n v Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

A 4

30 min
6 horas

10 minutos 10 minutos 5 minutos 5 minutos 5 minutos

Adquisicién Memoria a Memoria a
corto plazo largo plazo

Figura 9. Prueba de reconocimiento de objetos para evaluar memoria de corto y largo plazo. La prueba
consta de dos habituaciones al campo abierto vacio, una por dia, consecutivas con 10 minutos de duracion
cada una. En el tercer dia se realiza el ensayo uno de adquisicién, en el cual se colocan dos objetos idénticos
(A1, A2), se introduce al sujeto y este los explora a través del olfato durante cinco minutos. Al término del
ensayo el sujeto es retirado del campo abierto y 30 minutos después se coloca un objeto conocido y uno
novedoso (B, A3), nuevamente el sujeto los explora durante 5 minutos y al termino de este tiempo es retirado
del campo abierto, evaluéndose asi la memoria a corto plazo. Seis horas después se reintroduce al sujeto a la
arena donde se ubican un objeto novedoso y uno conocido, nuevamente el sujeto los explora durante 5
minutos, siendo esta la recuperacion de la memoria a corto plazo.

A partir de los tres primeros minutos de cada ensayo se cuantifico el tiempo de exploracion

en cada uno de los objetos, ademas se obtuvo el indice de discriminacion para ambas
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pruebas de memoria, calculado a partir de las formulas DI= tiempog / (tiempos + tiempoas)
para la evaluacién a corto plazo y DI= tiempoc / (tiempoc + tiempoas) para la prueba a largo

plazo, ambos expresados como porcentaje (Antunes y Biala, 2012).
7.1.1 Analisis estadistico.

El tiempo de exploracion en cada objeto y los indices de discriminacion obtenidos no
cumplieron con los criterios de las pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas
por ende fueron analizados con estadistica no paramétrica. El tiempo de exploracién en
cada objeto de cada grupo fue comparado a través de un analisis de varianza de rangos de
Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Tukey. Para determinar diferencias por efecto del
fenotipo ansioso o resiliente de los grupos LY y HY, respectivamente, se compararon los
indices de discriminacion a través de un analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis
seguido de la prueba de Tukey, para cada prueba de memoria. Se consideraron diferencias
significativas cuando P<0.05. Todas las pruebas estadisticas se realizaron por medio del
paquete estadistico Sigma-Plot version 11 (Systat Software Inc, CA, EUA) bajo el programa

Windows.

7.2 Resultados del experimento 1.

7.2.1 Tiempo de exploracion.

Los machos Sprague-Dawley exploraron significativamente menos el objeto novedoso en
ambas evaluaciones de la memoria, a corto plazo (A3 vs. B: prueba de la U de Mann-
Whitney, U=8, t= 92, P<0.01, véase Figura 10A) y largo plazo (A4 vs. C: prueba de la U de
Mann-Whitney, U=7, t= 93, P<0.01, véase Figura 10A). Los machos LY exploraron mas el
objeto novedoso respecto del conocido en ambas pruebas, a corto plazo (A3 vs. B: prueba
de la U de Mann-Whitney, U=13, t= 49, P<0.05, véase Figura 10B) y largo plazo (A4 vs. C:
prueba de la U de Mann-Whitney, U=3, t= 39, P<0.001, véase Figura 10B). Los machos HY
también invirtieron més tiempo explorando el objeto novedoso respecto del conocido en

ambas evaluaciones de la memoria, a corto plazo (A3 vs. B: prueba de la U de Mann-
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Whitney, U=12, t= 58, P<0.05, véase Figura 10C) y largo plazo (A3 vs. B: prueba de la U de
Mann-Whitney, U=18, t= 54, P<0.05, véase Figura 10C).
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Figura 10. Exploracién de los objetos conocidos y novedosos realizada por los machos Sprague-Dawley, low-
yawning y high-yawning en la prueba de reconocimiento de objetos. A) Los machos SD exploraron
significativamente menos el objeto conocido (A3) en la prueba de memoria de corto plazo (**P<0.01) respecto
del novedoso (B), en la evaluacion a largo plazo se obtuvo la misma disminucién en la exploracién del objeto
novedoso respecto del conocido (A4 vs. C; **P<0.01). B) Los machos LY exploraron significativamente mas el
objeto novedoso respecto del conocido a corto plazo (A3 vs. B; *P<0.05), y este resultado se repiti6 en la
memoria de largo plazo (A4 vs. C; **P<0.01). C) Los machos de la sublinea HY recordaron mejor el objeto
novedoso, respecto del conocido, en ambas evaluaciones de la memoria (corto plazo; *P<0.05; largo plazo;
“P<0.05). Al-A4= objetos idénticos, B= objeto novedoso en prueba a corto plazo, C= objeto novedoso en
prueba a largo plazo. Cada barra representa la media + E. E. M. de ocho sujetos por grupo.
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7.2.2 indice de exploracién

En el indice de discriminacion al comparar entre las ratas Sprague-Dawley, low-yawning y
high-yawning se obtuvo un efecto del grupo a corto plazo, ya que los machos LY y HY
exploraron significativamente mas el objeto novedoso respecto del grupo Sprague-Dawley
(analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis, H=11.84, gl= 2, P<0.01, seguido de la
prueba de Tukey LY vs. SD P<0.01, y HY vs. SD P<0.05; véase Figura 11). En la evaluacion de
la memoria a largo plazo se obtuvo el mismo resultado, los machos de ambas sublineas
expresaron una mejor memoria respecto de su cepa de origen Sprague-Dawley (analisis de
varianza de rangos de Kruskal-Wallis, H=18.33, gl= 2, P<0.001, seguido de la prueba de
Tukey LY vs. SD P<0.001, y HY vs. SD P<0.05; véase Figura 11).
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Figura 11. Indice de discriminacién de los machos Sprague-Dawley, low-yawning y high-yawning en la
memoria de reconocimiento de objetos de corto y largo plazo. Las sublineas low-yawning y high-yawning
expresaron indices de reconocimientos significativamente mas altos respecto de las ratas Sprague-Dawley,
en ambas pruebas de memoria, a corto plazo (CP; LY vs. SD **P<0.01 'y HY vs. SD “P<0.05) y también en la
evaluacién de la memoria a largo plazo (LP; LY vs. SD **P<0.01y HY vs. SD *P<0.05). Cada barra representa la
media + E. E. M. de ocho sujetos por grupo.

7.3 Discusion del experimento 1.

En la prueba de reconocimiento de objetos novedosos la memoria de corto plazo y largo
plazo fue mejor en las sublineas low-yawning y high-yawning respecto de las ratas
Sprague-Dawley. En el caso de la sublinea LY este resultado podria estar asociado a la
incrementada respuesta al estrés que expresan estos sujetos de manera innata, Okuda y
cols., (2004) mostraron que en un grupo de ratas Sprague-Dawley que no fueron
habituadas al campo abierto vacio, durante la fase de adquisicion de la prueba de

reconocimiento tuvieron una incrementada emocionalidad, y esta condicién favorecié que
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exploraran mas los objetos aumentando asi la consolidacién de su memoria (Okuday cols.,
2004), ya que se ha descrito que la liberacién moderada de hormonas del estrés durante el
aprendizaje favorece este proceso cognitivo (McGaugh, 2000), a este respecto, 15 minutos
después de la etapa de adquisicion aumentan los niveles de noradrenalina en el
hipocampo, lo cual influye en el procesamiento de la informacién recién adquirida (Mello-

Carpesy., 2016).

En individuos con respuestas al estrés promedio se ha mostrado el efecto anterior, Bivrioy
cols., (2020) sometieron a restriccion del movimiento por una hora a ratas Sprague-Dawley,
una hora después del estresor aplicaron la prueba de reconocimiento de obijetos,
obteniendo un indice de reconocimiento significativamente mayor, a la par que aumento
la expresion del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) en la corteza prefrontal,
respecto del grupo no estresado (Brivio y., 2020). No obstante, existe amplia evidencia de
que la administracién de este tipo de estresor antes de la prueba de reconocimiento de
objetos también genera déficits sobre la memoria (Baker y Kim, 2002; Howl y Cazakoff,
2010;y cols., 2012; Nava-Mesa y cols., 2013; Vargas-Lépez vy., 2015). Por lo tanto, la sublinea
LY, la cual no requiere de la administracion de ningln estresor para que desarrolle
comportamientos ansiosos, ofrece ventajas como modelo animal para el estudio del efecto

de las hormonas del estrés sobre la consolidacién de informacién no aversiva.

Ademéas de ser mas susceptible a los estresores la sublinea LY también expresa
desesperanza aprendida, evaluado a través de la prueba de nado forzado, en la cual la
sublinea LY tuvo una mayor inmovilidad respecto del grupo HY, y por ende se asoci6 a los
machos LY con un fenotipo susceptible a la depresién (Bravo-Duran, 2002). Este
antecedente es relevante ya que, la administracién de choques eléctricos en las patas de
un grupo de ratas Wistar gener6 dos fenotipos; uno susceptible al estrés y con
desesperanza aprendida y otro resiliente, al introducir al grupo susceptible a la prueba de
reconocimiento de objetos este tuvo un mayor indice de discriminacion respecto del grupo
resiliente, en la memoria de corto plazo (Oliveira-Junior y cols., 2023). Los autores del

trabajo anterior no explicaron como se relacionan la desesperanza aprendida y la memoria
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de reconocimiento, considerando que también existen evidencia de que ambas
caracteristicas son independientes (Schulz y cols., 2010), es viable investigar en la sublinea
LY como su fenotipo ansioso-depresivo podria promover su memoria de reconocimiento y

viceversa.

Otra caracteristica de las sublineas de alto y bajo bostezo es que experimentan un cuidado
materno diferente al reportado en la literatura, ya que las madres HY construyen nidos de
menor calidad, las primiparas LY tienen una mayor latencia de lamido corporal y ano-
genital de sus crias, y ambas sublineas pasan menos tiempo dentro del nido y por ende su
exploracién de la caja de vivienda es mayor respecto de las madres Sprague-Dawley
(Ugarte y cols., 2011). Es importante mencionar este antecedente, ya que en un protocolo
de estrés temprano en el cual se realizod separacion materna a ratas durante los primeros
siete dias post-natales, y posteriormente a estos sujetos en la adultez se les evalud la
memoria de reconocimiento de objetos, se obtuvo un mayor tiempo de exploracién del

objeto novedoso respecto del grupo control (Fuentes y cols 2014).

La informacion anterior, asi como las caracteristicas de la emocionalidad de la sublinea LY,
sugieren que el cuidado materno alterado genera modificaciones en como el individuo
procesa la informacion del ambiente, al igual que en como la consolida, ademas este
efecto puede estar relacionado con la sefializacion por glucocorticoides, ya que, un grupo
de ratas que experimentd separacién materna temprana, en la adultez presenté déficits en
su memoria de reconocimiento, los cuales fueron abatidos con la administracion de

mifepristona, un antagonista de los receptores a glucocorticoides, (Aisa 'y cols., 2007).

Entre ambas sublineas low-yawning y high-yawning no se obtuvieron diferencias en el
indice de reconocimiento, en ninguna de las evaluaciones de memoria. Resultados
similares han sido obtenidos en la misma prueba de memoria comparando ratas Lewis
resilientes y con sindrome de estrés postraumatico (Goswami'y cols., 2012). Asi mismo en
ratas con fenotipo depresivo y resiliente, inducido a partir del protocolo de estrés crénico
moderado e impredecible, al evaluarles la memoria de reconocimiento de objetos ambos
grupos exploraron mas el objeto novedoso respecto del familiar, sin que se obtuvieran
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diferencias entre los fenotipos. Sin embargo, los autores identificaron modificaciones en la
neurotransmision glutamatérgica, la neurogénesis y la trimetilacién de histonas, los cuales
correspondian especificamente a si el sujeto era vulnerable o resiliente a la depresion
(Santosy cols., 2024). Futuros experimentos en las sublineas LY y HY tendran como objetivo
determinar si existen modificaciones en su neuroplasticidad, la anatomia de areas como el
hipocampo o la amigdala basolateral, o en las cascadas de sefializacion intracelular que

determinan la consolidacion de su memoria.
7.4 Conclusiones del experimento 1

1. Las sublineas de ratas low-yawning y high-yawning expresaron una mejor memoria
de reconocimiento respecto de las ratas Sprague-Dawley.

2. La ausencia de diferencias en la memoria de reconocimiento de ambas sublineas
sugiere que tanto la ansiedad como la resiliencia innata modulan mecanismos

neurofisiolégicos que promueven este tipo de memoria.
7.5 Metodologia del experimento 2
Objetivo especifico

El objetivo fue el de evaluar la eleccion de estrategia para resolver una tarea espacial en el

laberinto de Barnes en los machos de las sublineas de alto y bajo bostezo.

Se formaron de manera aleatoria dos grupos experimentales con sujetos macho adultos de
75+ 2 dias de edad LY, HY y un grupo control: SD, cada uno de ellos con una n de 12 sujetos
por grupo. Para determinar si el fenotipo ansioso de la sublinea LY y el resiliente de la
sublinea HY influye sobre la estrategia empleada para resolver una tarea espacial, se

entrend a los sujetos un protocolo de solucion dual en el laberinto de Barnes.

Se utiliz6 el laberinto de Barnes, el cual se basa en la aversién que los roedores tienen a un
espacio abierto e iluminado y cémo este ambiente incrementa la motivacion del sujeto
para localizar la caja de escape la cual es oscura y de menor tamafio respecto a la

plataforma, lo cual que convierte a la caja de escape en un espacio seguro (Harrison y cols.,
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2009). El laberinto de Barnes es una plataforma circular negra, se encuentra elevada 90 cm
del suelo, tiene un diametro de 122 cm, presenta 20 orificios en la periferia con un diametro
de 10 cm cada uno. Uno de los agujeros se conecta a una caja de escape, que al ser
encontrada se presenta la solucién del problema al que se expone al roedor (Rosenfeld vy

Ferguson, 2014).

Las pruebas se realizaron en el mismo cuarto de experimentacién en el cual los sujetos
habitaron, lo que disminuye significativamente su estrés, este espacio tuvo una
iluminacion constante de 300 lux. Se colocé el laberinto del Barnes en el centro del cuarto,
rodeado por cortinas blancas para disminuir la incidencia de distractores durante la
prueba. En la periferia del cuarto se colocaron sefiales extra laberinticas (un cuadrado: 50 x
50 cm, un circulo: 50 cm de diametro, un triangulo: 50 x 30 cm y una cruz de color negro: 50
x 50 cm), que le permitieron a cada sujeto ubicar la caja de escape (véase la Figura 9). La
evaluacién de la memoria se realizd en un horario de 10:00 a 14:00, que coincide con el
punto mas bajo del ritmo ultradiano y circadiano de los glucocorticoides (Roozendaal y
cols., 2004). La prueba de memoria abarcé dos fases una de adquisicién que duré dos dias
consecutivos y una de recuperacion de la memoria que ocurrié en dos dias; 24 horas. y
siete dias después de la Ultima adquisicidn, cada una de estas etapas se describira a detalle

a continuacion.
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Figura 12 Laberinto de Barnes y disposicion de sefiales extralaberinticas en el cuarto de experimentacion. El
laberinto de Barnes se coloco en el centro del cuarto rodeado por cortinas blancas, sobre ellas se colocaron
las sefiales geométricas extra laberinticas (triangulo, circulo, cruz y rectdngulo; no mostrado). La videocamara
para filmar los experimentos se ubic en el plano cenital. Esta conformacion se mantuvo durante todos los
experimentos.

Primer dia de adquisicion. Se colocé al sujeto en el centro de la plataforma, se cubri6 con
un cilindro oscuro durante 10 segundos, posteriormente se retird esta cubierta e inici6 la
prueba. Se le dio al sujeto 3 minutos para encontrar la caja de escape, lo que coincide con
la duracion del ensayo, al encontrarla se le permitié que permaneciera en ella durante 2
minutos. Si al término del ensayo el sujeto no encontrd la caja de escape entonces se guié
al sujeto a dicha cajay se le permitié que permanezca en ella durante 2 minutos, al finalizar
se colocd al sujeto en su caja de vivienda durante 15 minutos hasta el inicio del siguiente
ensayo. El primer dia de aprendizaje se realizaron seis ensayos con las mismas
caracteristicas cada uno. La posicion de la caja de escape se mantuvo constante a lo largo
de todos los ensayos al igual que la posicion de las sefiales extra laberinticas (véase la

Figura 10). Este protocolo permitié el desarrollo de la estrategia espacial en los sujetos.
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Adquisicion: Dia 1

Estrategia espacial

l >
ES;ac)ilé?-ni min { '| PAUSA Ensayo2
! 15 min Ensayo 3
Ensayo 4
. * Ensayo 5

Ensayo 6

Cajade
escape
2min

Figura 13 Fase de adquisicidén para desarrollar estrategias espaciales en el laberinto de Barnes. Esta fase de
adquisicién se realizard durante un dia, el cual se compone de seis ensayos, cada uno con una duracién de
tres minuto. Se permite que el sujeto explore la plataforma del laberinto, emplee las sefiales extra laberinticas
para ubicarse y busque el orificio que conduce a la caja de escape, cuando la encuentra permanece ahi
durante dos minutos. Después de una pausa de 15 minutos inicia el ensayo dos y se realiza al igual que el
ensayo uno, y asi consecutivamente hasta lograr seis ensayos en cada sujeto. La posicién de la caja de escape
se mantiene constante durante toda la adquisicién.

Segundo dia de adquisicion. En el dia dos de adquisicién, se colocé una sefial asociada a la
caja de escape, esta tiene forma rectangular con dimensiones de 9.5 cm de alto x 6.5 cm de
ancho, en cuya superficie hay un patron de rayas blanco y negro, fue ubicada verticalmente
detras del orificio que lleva a la caja de escape y las sefiales extra laberinticas se retiraron
de la periferia del cuarto de experimentacion (Radyushkin y cols., 2005). El inicio, duraciény
periodo entre ensayos descrito en el primer dia de adquisicion, se mantuvo con las mismas
caracteristicas para el primer ensayo y los siguientes cinco ensayo. En el siguiente ensayo
la posicion de la caja de escape, asi como la sefial asociada cambiaron 180° de posicién,
respecto de su ubicacién original, de tal manera que en cada ensayo la posicion de la caja

de escape fue completamente nueva. Se realizaron seis ensayos con las mismas
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caracteristicas antes descritas (Schwabe y cols., 2008; véase la Figura 11). Este protocolo

permitio el desarrollo de la estrategia estimulo-respuesta en los sujetos.

Adquisicion: Dia 2

Estrategia estimulo-respuesta

Ensayo 1 l l l
Duracién 3 min PAUSA
“E 15 min
1]
Seiial
asociada Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4
- \L 3
B,
Cajade
esc?pe q
2min

Ensayo 5 Ensayo 6

Figura 14. Fase de adquisicién para desarrollar estrategias estimulo-respuesta en el laberinto de Barnes. Esta
fase de adquisicion se realizarad durante un dia, el cual se compone de seis ensayos, cada uno dura tres
minutos, se permite que el sujeto explore la plataforma del laberinto, y emplee la sefial asociada a la caja de
escape (vaso de cristal con el patrén de franjas negro y blanco) para ubicar dicha caja, cuando la encuentra
permanece ahi durante dos minutos. Después de una pausa de 15 minutos inicia el ensayo dos, se realiza al
igual que el ensayo uno, pero la caja de escape y la sefial asociada se rota 180° de sitio empleado durante el
ensayo 1. Esto se realiza consecutivamente hasta lograr seis ensayos en cada sujeto. Hay ausencia de sefiales
extra laberinticas.

Recuperacion de la memoria. Se realizd en dos ocasiones; 24 horas y siete dias después del
ultimo dia de la fase de adquisicion. Se aplicaron tres ensayos competitivos en cada dia, en
los cuales se colocaron dos cajas de escape, la caja uno se movio 180° en relacién con su
ubicacién durante el primer dia de aprendizaje. La caja dos y la sefial asociada se
colocaron en una ubicacion que no hubieran tenido previamente durante el dia de
adquisicion 2. Los tres ensayos fueron consecutivos para cada sujeto en cada dia de
recuperacion (Lozano y cols., 2013; véase la Figura 12). Cuando el sujeto encontré la caja

uno se clasificd como una estrategia espacial, mientras que si la solucion de la prueba fue a
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través de la sefial asociada a la caja dos se consideré como una estrategia estimulo-

respuesta (Schwabey cols., 2008).

Recuperacion de la memoria

Ensayo competitivo

! I i

Adquisicién: 24 horas 7 dias
dia2 Corto plazo Largo plazo
4
(1] Se repite el
protocolo realizado

a corto plazo.

Caja de/]\ Cajade
escape 1l escape 2

Tres ensayos, periodo entre
ensayos de 5 min.

Figura 15. Fase de recuperaciéon de la memoria para determinar la eleccién de la estrategia en el laberinto de
Barnes. En esta fase se colocaron dos cajas de escape, la caja uno fue rotada 180° en relacién con la
ubicaciéon de la caja durante el dia uno de adquisicién. La caja 2 y la sefial asociada se ubicardn en una
posicién que no haya tenido previamente en la fase de adquisicion de estimulo-respuesta. Habra presencia
de las sefiales extra laberinticas. Se realizaran tres ensayos a cada sujeto de manera consecutiva en dos
ocasiones: 24 horas después del Ultimo ensayo de adquisicién y siete dias después de este ensayo.

Debido a que ha sido reportado en la literatura que al aplicar un protocolo de aprendizaje
de estimulo-respuesta previo a un aprendizaje que implica estrategias espaciales se
generan en los sujetos déficits en su memoria durante la fase de recuperacién (Reiserer y
cols., 2007). Para comprobar si esta situacién ocurre en el caso de los sujetos LY, HY y SD, a
la mitad de los integrantes de cada grupo se les aplico el protocolo de estrategia de

estimulo-respuesta antes del protocolo de estrategia espacial, con la otra mitad de los
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sujetos de cada grupo se realizd el orden inverso (Lozano vy cols., 2013; Reiserer y cols.,

2007).

En cada uno de los ensayos, 18 por cada sujeto experimental, se evalué el nimero de
errores que cometen para encontrar la caja de escape, que consiste en cada vez que el
sujeto explord un orificio que no lo condujo a la caja de escape y la latencia de escape que
es el tiempo que transcurrioé desde que inicio el ensayo hasta que el sujeto encontré dicha
caja (Rosenfeld y Ferguson, 2014). Adicionalmente, en ambas etapas de recuperacién de la
memoria se contabilizo la frecuencia de la eleccion de cada estrategia: estimulo-respuesta
0 espacial. Todos los ensayos fueron videograbados con una camara Sony (HDR-PJ260V,
Japdn), y posteriormente analizados con el programa The Observer XT version 11 (Noldus

Technologies, Paises Bajos) para Windows 10 en una computadora tipo PC.

7.5.1 Analisis estadistico.

Para determinar la eleccion de la estrategia para resolver la tarea espacial el dia de
recuperacién de la memoria de cada sublinea y del grupo control, se construyé una tabla
de contingencia de 2 x 3, siendo las categorias de agrupacion: la estrategia (estimulo-
respuesta y espacial) y el fenotipo conductual de los sujetos (SD, HY y LY). Las frecuencias

aqui agrupadas se evaluaron a través de una prueba de independencia de chi cuadrada
().

Los datos obtenidos de latencia de escape y nimero de errores no cumplieron con los
supuestos de normalidad de la prueba Kolmogorov-Smirnov y tampoco de homogeneidad
de las varianzas evaluado con la prueba de Brown-Forsythe. Por lo que, fueron analizados
mediante estadistica no paramétrica (Sidney, 1957). Para determinar si existen diferencias
en el aprendizaje en cada dia de adquisicién dentro de cada grupo, se promediaron los
valores obtenidos para cada variable en cada ensayo y se realizé un analisis de varianza de
medidas repetidas de Friedman para cada una de las variables estudiadas. En las fases de
recuperacién de la memoria se compararon entre grupos a través de un analisis de

varianza de rangos para cada variable. En cada caso, al existir diferencias significativas se
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aplicd una prueba de Dunn, el valor de significancia fue de P<0.05 y todos los analisis y
generacion de graficas se realizaron en el programa estadistico Sigma-Plot version 11.0

(Systat Software Inc, CA, EUA) bajo el programa Windows 10.

7.6 Resultados del experimento 2.

7.6.1 Latencia de escape.

Los machos Sprague-Dawley realizaron un aprendizaje significativo desde el segundo
ensayo en el entrenamiento espacial/estimulo-respuesta (prueba de Friedman de rangos
de medidas repetidas, x*=11.51, gl=13, P<0.05, seguido de la prueba de Tukey, E1 vs. E2-E12
P<0.05, véase Figura 13A). La memoria de corto plazo y largo plazo mostré una mejora
significativa al ser menor con respecto del Gltimo ensayo de entrenamiento (E12; prueba de
Friedman de rangos de medidas repetidas, x*=6.52, gl=2, P<0.05, seguido de la prueba de
Tukey, E12 vs. MCP y MLP P<0.05, véase Figura 13A). Estos resultados muestran que en la
cepa Sprague-Dawley un aprendizaje mixto, espacial al principio y estimulo-respuesta al

siguiente dia tiene efectos positivos sobre ambos tipos de memoria.

Los machos LY disminuyeron su latencia de escape a partir del ensayo dos respecto del
primero, es decir aprendieron de manera significativa (prueba de Friedman de rangos de
medidas repetidas, x’=27.65, gl=13, P<0.05, seguido de la prueba de Tukey, E1 vs. E2-E12
P<0.05, véase Figura 13B). No se obtuvieron diferencias significativas en la memoria de
corto o largo plazo (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas P=0.43, véase la
Figura 13B). La sublinea HY mostré un aprendizaje significativo a partir del ensayo dos, ya
que hubo una disminucién en su la latencia de escape (prueba de Friedman de rangos de
medidas repetidas, x’=16.28, gl=13, P<0.01, seguido de la prueba de Tukey E1 vs. E2-E12
P<0.05, véase Figura 13C). Para este grupo la latencia de escape no difiri6 en las pruebas de
corto y largo plazo respecto del Ultimo dia de escape (prueba de Friedman de rangos de

medidas repetidas P=0.86, véase la Figura 13C).

71



Al comparar a los tres grupos de ratas que fueron entrenados en el protocolo
espacial/estimulo-respuesta se obtuvo que en la memoria de corto plazo los machos HY
tienen una mayor latencia de escape respecto del grupo LY (prueba de Friedman de rangos
de medidas repetidas x’=6.42, g|=2, P<0.05, seguido de la prueba de Tukey HY vs. LY P<0.05,
véase Figura 13D), este resultado indica que en este protocolo de entrenamientos la

sublinea LY tiene un mejor desempefio respecto al grupo de ratas macho HY.
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Figura 16. Latencia de escape en el entrenamiento espacial/estimulo-respuesta de los machos low-yawning,
high-yawning y Sprague-Dawley. A) En la cepa Sprague-Dawley este esquema de entrenamiento mejora la
memoria de corto plazo (CP) y largo plazo (LP) respecto del ltimo entrenamiento (*P<0.05). B) Los machos LY
aprenden significativamente a partir del segundo ensayo (*P<0.05). C) Los machos HY mejoraron su latencia
de escape 15 minutos después del primer entrenamiento (*P<0.05). D) Al comparar a los tres grupos de ratas,
los sujetos LY tuvieron un mejor desempefio respecto de los machos HY en la memoria de corto plazo
(*P<0.05). Cada punto representa la media + E. E. M. de 6 sujetos por grupo. 1-12= entrenamiento, CP=
memoria de corto plazo, LP= memoria de largo plazo, A2= aprendizaje 2 y E-R= estimulo respuesta. La barra
gris representa el cambio en el protocolo de aprendizaje.

En el entrenamiento estimulo-respuesta/espacial se obtuvo que los machos Sprague-
Dawley tuvieron un aprendizaje significativo a partir del ensayo dos, (prueba de Friedman
de rangos de medidas repetidas, x’=29.56, gl=13, P<0.01, seguido de la prueba de Tukey

ensayo 1 vs. ensayos 2-12, P<0.05, véase Figura 14A). No se obtuvieron diferencias
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significativas en la memoria de corto o largo plazo (prueba de Friedman de rangos de

medidas repetidas P=0.95, véase la Figura 14A).

Los machos LY disminuyeron significativamente su latencia de escape a partir del ensayo
dos respecto del primer ensayo en el entrenamiento estimulo-respuesta/espacial (prueba
de Friedman de rangos de medidas repetidas, x*=36.17, gl=13, P<0.001, seguido de la
prueba de Tukey ensayo 1 vs. ensayos 2, P<0.05, véase Figura 14B). En el segundo dia de
aprendizaje cuando cambia el entrenamiento a espacial los sujetos tuvieron una mejora
significativa a partir del ensayo 9 respecto del 7 (prueba de Friedman de rangos de medidas
repetidas, ¥’=16.09, gl=5, P<0.01, seguido de la prueba de Tukey; ensayo 7 respecto de los
ensayos 9-12, P<0.05, véase Figura 14B). Estos resultados indican que los sujetos LY
adquirieron el entrenamiento espacial més rapido respecto del estimulo-respuesta. Pese a
que se muestra un déficit en la memoria de corto plazo respecto del Ultimo entrenamiento
(ensayo 12), no se obtuvieron diferencias significativas (prueba de Friedman de rangos de

medidas repetidas P=0.14).

Los machos HY mostraron un aprendizaje significativo desde el segundo ensayo en el
entrenamiento estimulo-respuesta/espacial, es decir disminuyd su latencia de escape
(prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas, x’=43.36, gl=13, P<0.001, seguido de
la prueba de Tukey ensayo 1 vs. ensayos 2-12, P<0.001, véase Figura 14C). Los machos HY
no mostraron diferencias en las pruebas de memoria de corto y largo plazo respecto del
ultimo entrenamiento (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas x>=6.33, gl=2,
P=0.052). Al comparar los tres grupos de machos, el aprendizaje estimulo-
respuesta/espacial no se obtuvieron diferencias significativas a lo largo del entrenamiento
y tampoco en ambas pruebas de memoria (andlisis de varianza de rangos de Kruskal-

Wallis, P=0.09, véase Figura 14D).
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Figura 17. Latencia de escape en el entrenamiento estimulo-respuesta/espacial en machos low-yawning,
high-yawning y de la cepa Sprague-Dawley. A) En los machos SD se observa un aprendizaje significativo a
partir del segundo ensayo (*P<0.05). B) Los machos LY tienen una mejor significativa en el entrenamiento
espacial respecto del estimulo-respuesta (*P<0.05). C) Los machos HY mejoraron su latencia de escape 15
minutos después del primer entrenamiento (*P<0.05). D) Al comparar a los tres grupos de ratas, no se
obtienen diferencias significativas durante el entrenamiento o en las pruebas de memoria (P>0.05). Cada
punto representa la media + E. E. M. de 6 sujetos por grupo. 1-12= entrenamiento, CP= memoria de corto
plazo, LP=memoria de largo plazo, A2= aprendizaje 2 y ESP= espacial. La barra gris representa el cambio en el
protocolo de aprendizaje.

7.6.2 Latencia de escape, comparacion entre protocolos de aprendizaje.

Al comparar el protocolo espacial/estimulo-respuesta respecto de su contraparte
estimulo-respuesta/espacial no se obtuvieron diferencias significativas en la cepa Sprague-
Dawley en ninglin ensayo y tampoco en ambas evaluaciones de memoria (prueba de la U
de Mann-Whitney, P>0.05, véase la Figura 15A). Durante el primer dia de entrenamiento los
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machos LY tardaron méas en encontrar la caja de escape en el aprendizaje estimulo-
respuesta respecto del espacial (E4; prueba de la U de Mann Whitney, U=6, t= 63.0, P<0.05;
véase la Figura 15B). La latencia de escape en el primer dia de entrenamiento para la
sublinea HY fue mayor en el entrenamiento estimulo-respuesta respecto del espacial (E4
prueba de la U Mann Whitney U=3, t= 24.0, P<0.05; véase la Figura 15C), este patron
continué en el dia dos de aprendizaje (E10; prueba de la U de Mann Whitney U=5, t= 52.0,
P<0.05; E11 prueba de rangos de Mann Whitney U=2, T= 32.00, P<0.05; véase la Figura 15C).
Estos resultados indican que para las sublineas HY y LY el aprendizaje estimulo-respuesta,
independientemente del dia en el que ocurre, genera una demora en la solucién de la

prueba.
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Figura 18. Latencia de escape comparando dos protocolos de aprendizaje en las sublineas de alto y bajo
bostezoy la cepa Sprague-Dawley. A) Los machos SD se desempefiaron de manera similar en ambos tipos de
entrenamiento (P>0.05). B) Los machos LY tardaron mas en resolver la tarea en el aprendizaje estimulo-
respuesta respecto del espacial durante el primer dia de entrenamiento (*P<0.05). C) La sublinea HY
incrementd su latencia de escape cuando el entrenamiento fue estimulo-respuesta respecto del espacial, en
ambos dias de aprendizaje (*P<0.05). Cada punto representa la media + E. E. M. de 6 sujetos por grupo. 1-12=
entrenamiento, CP= memoria de corto plazo, LP= memoria de largo plazo, A2= aprendizaje 2, ESP= espacial y
ER=estimulo-respuesta. La barra gris representa el cambio en el protocolo de aprendizaje.

7.6.3 Numero de errores.

En el entrenamiento espacial/estimulo-respuesta los machos Sprague-Dawley no se
obtuvieron diferencias significativas entre los ensayos y tampoco en las pruebas de
memoria (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas P=0.36; véase la Figura
16A). El desempefio de los machos LY en este mismo orden de entrenamientos no se
obtuvieron diferencias significativas entre los ensayos, ni en ninguna de las pruebas de

memoria (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas P=0.47; véase la Figura
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16B). En la sublinea HY se obtuvieron deferencias significativas a partir del ensayo 5
respecto del primero (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas, x*=16.77, gl=5,
P<0.01, seguido de la prueba de Tukey ensayo 1 vs. ensayos 5, P<0.01; véase Figura 16C), en
las evaluaciones de la memoria no se obtuvieron diferencias significativas para esta
sublinea (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas, P=0.10; véase Figura 16C).
Al comparar los tres grupos de ratas no se obtuvieron diferencias significativas a lo largo
del aprendizaje (andlisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis, P=0.09; véase Figura 16D)
o0 en los dias de evaluacién de la memoria (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis

P=0.08; véase Figura 16D).
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Figura 19. Nimero de errores cometidos en el entrenamiento espacial/estimulo-respuesta de los machos
low-yawning, high-yawning y de la cepa Sprague-Dawley. A) En la cepa Sprague-Dawley se observa un
desempefio uniforme en ambos tipos de entrenamiento. B) Sin ser significativo, al cambiar de aprendizaje, en
el ensayo 7, los machos LY cometen mas errores (P>0.05). C) Los machos HY realizan de manera similar
ambos tipos de entrenamiento. D) La comparacién entre los tres grupos, no mostré diferencias significativas
en el nimero de errores cometidos (P>0.05). Cada punto representa la media + E. E. M. de 6 sujetos por grupo.
1-12= entrenamiento, CP= memoria de corto plazo, LP= memoria de largo plazo, A2= aprendizaje dos y S-R=
estimulo-respuesta. La barra gris representa el cambio en el protocolo de aprendizaje.

En el entrenamiento estimulo-respuesta/espacial los machos SD se obtuvo un aprendizaje
significativo a partir del ensayo 5 respecto de la primera vez que ingresaron al laberinto de
Barnes (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas, x*=24.51, gl=13, P<0.05,
seguido de la prueba de Tukey E1 vs. E5, P<0.05; véase la Figura 17A). No se obtuvieron
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diferencias significativas en la memoria de corto o largo plazo (prueba de Friedman de
rangos de medidas repetidas, P=0.43, véase la Figura 17A). Los sujetos LY que realizaron el
mismo entrenamiento disminuyeron el nimero de errores cometidos a partir del ensayo
tres respecto del primero (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas, x*=30.22,
gl=13, P<0.01, seguido de la prueba de Tukey E1 vs. E3, P<0.05; véase la Figura 17B); no se
obtuvieron diferencias entre las evaluaciones de la memoria y tampoco respecto del Gltimo
entrenamiento (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas, P=0.95; véase la

Figura 17B).

Los sujetos HY disminuyeron significativamente el nimero de errores a partir del ensayo 5
respecto del primero, cuando fueron entrenadas en el protocolo estimulo-
respuesta/espacial (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas, x*=44.95, gl=13,
P<0.001, seguido de la prueba de Tukey, E1 vs. E5 P<0.05; véase la Figura 17C). No se
obtuvieron diferencias significativas en la memoria de corto o largo plazo (prueba de
Friedman de rangos de medidas repetidas, P=0.14; véase la Figura 17C). Al comparar a los
sujetos LY, HY y SD se obtuvieron diferencias en la evaluacién de memoria de largo plazo,
los machos LY incrementaron el nimero de errores cometidos para encontrar la caja de
escape respecto de la sublinea HY (memoria de largo plazo: andlisis de varianza de rangos
de Kruskal-Wallis, H=7.95, gl=2, P<0.05, seguido de la prueba de Tukey LY vs. HY P<0.05;
véase Figura 17D). Estos resultados muestran que este orden de entrenamientos genero

efectos amnésicos a largo plazo en los machos LY.
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Figura 20. Nimero de errores cometidos en el entrenamiento estimulo-respuesta/espacial por los machos
low-yawning, high-yawning y de la cepa Sprague-Dawley. A) La cepa Sprague-Dawley tuvo un aprendizaje
significativo a partir del quinto ensayo (*P<0.05). B) El nimero de errores disminuyé significativamente a
partir del ensayo 3 en la sublinea LY (*P<0.05). C) Los machos HY mostraron un aprendizaje significativo a
partir del ensayo 5 (*P<0.05). D) Los machos LY tuvieron déficits en su memoria de largo plazo respecto de la
sublinea HY (*P<0.05). Cada punto representa la media + E. E. M. de 6 sujetos por grupo. 1-12= entrenamiento,
CP=memoria de corto plazo, LP= memoria de largo plazo, A2= aprendizaje dos y ESP= espacial. La barra gris
representa el cambio en el protocolo de aprendizaje.

7.6.4 Numero de errores, comparacion entre protocolos de aprendizaje.

Al comparar los dos protocolos de aprendizaje se obtuvo que en el dia dos, los machos SD
comenten mas errores en el entrenamiento estimulo-respuesta respecto del espacial (E10;

prueba de la U de Mann Whitney, U=3.5, t= 53.5, P<0.05; véase la Figura 18A). En el primer
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dia de aprendizaje los machos LY cometen més errores en el entrenamiento estimulo-
respuesta respecto del espacial (E2; prueba de la U de Mann Whitney, U=6, t=27.0, P<0.05;
véase la Figura 18B). La comparacién entre los dos protocolos de aprendizaje en la
sublinea HY no se obtuvieron diferencias significativas (prueba de la U de Mann Whitney,

P=0.065; véase la Figura 18C).
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Figura 21. NUmero de errores cometidos en ambos tipos de entrenamiento por los machos low-yawning,
high-yawningy de la cepa Sprague-Dawley. A) Los sujetos SD tuvieron un aprendizaje significativo a partir del
quinto ensayo (*P<0.05). B) El nimero de errores disminuyé significativamente a partir del ensayo 3 en la
sublinea LY (*P<0.05). C) Los machos HY mostraron un aprendizaje significativo a partir del ensayo 5 (*P<0.05).
D) Los machos LY tuvieron déficits en su memoria de largo plazo respecto de la sublinea HY (*P<0.05). Cada
punto representa la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. 1-12= entrenamiento, CP= memoria de corto
plazo, LP= memoria de largo plazo, A2= aprendizaje dos y ESP= espacial. La barra gris representa el cambio
en el protocolo de aprendizaje.
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7.6.5 Eleccion de estrategia.

En la prueba de memoria de corto plazo los machos LY eligieron con mas frecuencia la
estrategia espacial para encontrar la caja de escape, respecto de los machos SD y HY
(prueba de la Chi-Cuadrada, x*=11.33 gl= 4 P<0.05; véase la Figura 19A). En la evaluacién de
memoria de largo plazo no se obtuvieron diferencias significativas entre la eleccién de
estrategia para resolver la tarea (prueba de la Chi-Cuadrada, x=6.9 gl= 4 P>0.05; véase la
Figura 19B). Adicionalmente, los sujetos de la sublinea LY fueron los Unicos que
presentaron indecision en ambos tipos de memoria, ya que no ingresaron a ninguna caja

de escape empleando alguna de las estrategias aprendidas (véase las Figuras 19Ay B).

A B

.8 120 - 120 -

87 = E:PACIAL
E 100 - 100 - m=m NINGUNA
? 80 - 80 -

S 60 - 60 -

S

S’ 40 4 40 -

2 20 4 20 A

w

X O0- 0 -

SD LY HY SD LY HY
Grupos Grupos

Figura 22. Eleccién de estrategia en las evaluaciones de memoria de corto y largo plazo de los machos low-
yawning, high-yawning y de la cepa Sprague-Dawley. A) Los sujetos LY utilizaron con mayor frecuencia la
estrategia espacial para encontrar la caja de escape respecto de los machos SD y HY, durante la prueba de
memoria de corto plazo (*P<0.05). B) En la memoria de largo plazo no se obtuvieron diferencias significativas
en cuanto a la eleccion de estrategia por parte de ninglin grupo experimental (P>0.05). Cada barra representa
el porcentaje de eleccion de doce sujetos por grupo. E-R= estimulo-respuesta.

7.7 Discusion del experimento 2.

En el protocolo de aprendizaje espacial/estimulo-respuesta obtuvimos una disminucion en
la latencia de escape en ambas evaluaciones de memoria de la cepa Sprague-Dawley, esta
mejora puede estar relacionada a que el Ultimo entrenamiento fue del tipo estimulo-
respuesta y este tipo de aprendizaje se asocia a menores latencias para resolver tareas
espaciales (Schwabey cols., 2010); aunado a que en ambos ensayos competitivos, a cortoy
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largo plazo, el 83.3 % de los sujetos SD eligieron la estrategia estimulo-respuestay el 16.6 %
restante la espacial, porcentajes que coinciden con lo reportado en la literatura (Leong y
Packard, 2014). Es decir que la orientacion espontanea de la cepa Sprague-Dawley hacia la
estrategia estimulo-respuesta fue constante a través del tiempo y por ende favoreci6é que

ambos tipos de memoria se expresaran.

En este mismo orden de entrenamientos, la sublinea LY, con un fenotipo ansioso, tuvo un
mejor desempefio respecto del grupo HY, el cual es resiliente, en la latencia de escape a
corto plazo, estos resultados coinciden con los obtenidos por Schwabe vy cols., 2008,
quienes estresaron de manera crénica a un grupo de ratones al exponerlos a la interaccion
con ratas, posteriormente evaluaron sus estrategias de aprendizaje en un laberinto circular,
los sujetos estresados resolvieron la tarea mas rapido respecto de los controles (Schwabe'y
cols., 2008). Es decir, el entrenamiento estimulo-respuesta aunado al fenotipo ansioso
innato de la sublinea LY, mejord su desempefio en la memoria a corto plazo. Sin embargo,
sucedié lo contrario cuando el Ultimo entrenamiento fue el espacial, ya que el nimero de
errores para encontrar la caja de escape aumenté en la sublinea LY respecto de la HY, en la

evaluacion de la memoria de largo plazo.

En los tres grupos de ratas Sprague-Dawley, LY y HY el entrenamiento estimulo-respuesta
administrado durante el primer dia de entrenamiento retrasé su aprendizaje,
particularmente en la sublinea LY, al comparar ambos tipos de aprendizaje fue
significativamente mejor el desempefio en el entrenamiento espacial. Esta demora en la
adquisicion de la estrategia estimulo-respuesta puede estar asociada a que el aprendizaje

espacial se adquiere més rapido (Kosakiy cols., 2018; Packard y McGaugh, 1996).

Otro factor a considerar radica en que el entrenamiento estimulo-respuesta requiere de
mas ensayos para adquirirse, existen protocolos en el laberinto en cruz que administran 45
ensayos en dos dias (Ferbinteanu, 2016); en el laberinto acuatico de Morris hasta 48
ensayos distribuidos en 12 dias; o en el laberinto en cruz sumergido donde se aplican 36
ensayos realizados en 6 dias (Packard y Gabriele, 2009). En ratones se han aplicado 20
ensayos repartidos en 5 dias en el laberinto de Barnes (Harrison y cols., 2006). El
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entrenamiento estimulo-respuesta administrado a los grupos Sprague-Dawley, HY y LY fue
de 6 ensayos en un solo dia con un periodo de pausa de 15 minutos entre cada ensayo. Es
factible considerar que un entrenamiento estimulo-respuesta mas intenso pudiera haber
generado una mayor adquisicion de esta estrategia en nuestros grupos experimentales. Sin
embargo, la pausa de 15 minutos se reconoce como un factor que promueve el aprendizaje

de la estrategia estimulo-respuesta por encima de la espacial (Packard y Goodman, 2013).

En la evaluacion de la memoria a corto plazo, 66% de los machos de la sublinea LY eligio la
estrategia espacial respecto de la estimulo-respuesta, que fue utilizada tan solo un 16%,
este resultado coincide con lo reportado por Packard y McGaugh (1996), quienes
demostraron que, al entrenar a ratas en el laberinto en cruz de solucién dual, ocho dias
después de haber recibido un protocolo de aprendizaje mixto los sujetos desarrollaban
primero la estrategia espacial y al ser evaluados en el dia 16 entonces desempefiaban la
solucion estimulo-respuesta (Packard y McGaugh, 1996). A largo plazo en la sublinea LY
también obtuvimos dicho cambio, ya que los sujetos duplicaron el uso de la estrategia

estimulo-respuesta respecto de su primera evaluacion.

La eleccién de la estrategia estimulo-respuesta también puede ocurrir al inicio del
aprendizaje, Gasser y cols., (2020) entrenaron a ratas en el laberinto acuatico en H doble,
administrando tres protocolos de aprendizaje en un dia, el primero de tipo estimulo-
respuesta en oscuridad, seguido de uno con las mismas condiciones pero con iluminacion,
y un tercero donde se entreno a los sujetos con un aprendizaje espacial, 24 horas después
al evaluar su eleccién un 75 % de los sujetos desarrollé la estrategia estimulo-respuesta y el
25% restante la estrategia espacial (Gasser y cols., 2020), resultados similares han sido
obtenidos en el laberinto en cruz, con una eleccion de un 40% de estrategia espacial y un

60% de la estimulo-respuesta (Goldenbergy cols., 2020).

En la sublinea HY obtuvimos a corto plazo porcentajes de eleccion similares a los
reportados por Gasser y cols., (2019) y por Goldberg y cols., (2020), mientras que en la
evaluacion posterior 7 dias después, el porcentaje de eleccion de la estrategia espacial fue
de un 58% y de un 41% para la estimulo-respuesta, una explicacion a este cambio en el uso
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de las estrategias es que al principio del entrenamiento no se han formado los mapas
cognitivos que permitirian desarrollar la estrategia espacial, los cuales emergen con el
tiempo y por ende al inicio los sujetos ejecutan una solucién mas rapida a través de la

estrategia estimulo-respuesta (Gasser y cols., 2020).

En los ensayos de memoria a corto y largo plazo que fueron competitivos, solo la sublinea
LY expres6 indecisién, ya que no eligio la caja espacial y tampoco la estimulo-respuesta,
estos resultados pueden estar asociados al comportamiento vicario de ensayo y error, el
cual se ha definido como un conflicto entre el acercamiento y la evitacion, esta variable
refleja la evaluacion de riesgos o un proceso deliberativo (Redish, 2016). De hecho, Schmidt
y cols., (2013) entrenaron a machos Fisher 344, los cuales expresan un fenotipo ansioso, en
el laberinto en cruz, al realizar un ensayo competitivo los autores registraron una mayor
incidencia de comportamiento vicario de ensayo y error respecto de las pruebas donde

cada estrategia se ejecutd de manera independiente (Schmidty cols., 2013).

En estudios previos hemos demostrado que en la prueba de la caja luz-oscuridad, un
paradigma que evalla la ansiedad como rasgo, la sublinea LY ejecuta un mayor nimero de
comportamientos vicarios de ensayo y error cuando intenta cruzar del espacio oscuro, que
es ansiolitico, hacia el compartimento iluminado que es ansiogénico, es decir expresa més
indecision respecto de la sublinea HY (Diaz, 2019; Eguibary cols., sometido a consideracion
editorial). Por lo tanto, la indecisién realizada por la sublinea LY en ambas evaluaciones de
memoria se relaciona con su fenotipo ansioso innato, ademéas se ha reportado un
incremento del comportamiento vicario de ensayo y error cuando los sujetos estan
ejecutando la estrategia espacial (Schmidt y cols., 2013), lo cual coincide con que la
eleccion de la soluciéon espacial siempre fue mayor en esta sublinea respecto de la

estimulo-respuesta.

Para el desarrollo de la estrategia espacial en los sujetos SD, LY y HY se colocaron sefiales
extralaberinticas rodeando el laberinto de Barnes, en el caso del entrenamiento estimulo-
respuesta dichas sefiales fueron retiradas y se coloco una sefial intralaberintica asociada a
la caja de escape, el resto de las caracteristicas del cuarto de experimentacion
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permanecieron iguales, como fueron la cortina blanca que uniformizé el ambiente o la
iluminacion del espacio que se mantuvo constante a 300 lux. Esta Ultima caracteristica
pudo influir en la ausencia de diferencias que obtuvimos entre los tipos de entrenamiento,
ya que tiene la capacidad de promover el aprendizaje de una determinada estrategia, en
espacios donde la cantidad de luz promueve el contraste entre el laberinto y el ambiente,
se facilita el aprendizaje espacial, mientras que al reducir la iluminacion se favorece la
estrategia estimulo-respuesta (Packard y Goodman, 2013), este efecto fue mostrado en el
laberinto en H doble, donde los sujetos que realizaron esta prueba en oscuridad la
resolvieron siempre a través de la estrategia estimulo-respuesta (Gasser y cols., 2020). Es
decir que al no haber diferencias en la cantidad de luz disponible en ambos aprendizajes

de manera indirecta pudo promoverse el aprendizaje espacial en los machos SD, LY y HY.

En relacion a los aspectos metodolégicos antes descritos, Dudchenko (2001), entrend ratas
en un laberinto en T en presencia y ausencia de sefiales extra laberinticas, para evaluar el
uso de las estrategias espacial y estimulo-respuesta, respectivamente; los grupos no fueron
diferentes en ninglin aspecto, ambos pudieron aprender, el autor sugiere que en el caso de
la estrategia estimulo-respuesta y los sujetos que aprendieron sin sefiales extralaberinticas,
hay otras sefiales que el experimentador no puede controlary que pudieron intervenir para

guiar el aprendizaje de estos sujetos (Dudchenko, 2001).

7.8 Conclusiones del experimento 2.

1. Laindecision que expresa la sublinea LY al elegir entre estrategias de aprendizaje,
refleja las consecuencias adversas de la ansiedad innata sobre la cognicién.

2. Elaprendizaje estimulo-respuesta afectd el desempefio de ambas sublineas.

3. La cepa Sprague-Dawley tuvo un comportamiento de acuerdo a lo reportado en la
literatura.
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7.9 Metodologia del experimento 3.
Objetivo especifico.

El objetivo fue el de determinar el efecto de la administracion periférica de corticosterona
durante la fase de recuperacion de la memoria en el laberinto de Barnes en los machos de

las sublineas de alto y bajo bostezo.

Se formaron de manera sistematica dos grupos experimentales LY, HY y un grupo control:
SD, cada uno de ellos con una n de seis sujetos por grupo, para determinar el efecto de la
administracion sistémica de tres dosis de corticosterona sobre la recuperacion de la
memoria. Las caracteristicas del laberinto de Barnes fueron descritas previamente en el
Experimento 2, asi como la disposicion del cuarto de experimentacién donde se realizaron

los experimentos, también se conservo la disposicion de las sefiales extra laberinticas.

A todos los sujetos se les aplicéd un protocolo que consta de una fase de adquisicion y una
de recuperacion. La primera se realizéd en dos dias consecutivos, en cada dia ocurrieron
cuatro ensayos, un ensayo consistié en introducir a los sujetos en el centro del laberinto de
Barnes, cubrirlo con un cilindro y después de un periodo de 10 segundos se retird esté
cubierta y el sujeto comenzé la exploracién de la plataforma para encontrar la caja de
escape, cuando el sujeto encontré dicha caja se le permitio permanecer en ella durante 2
minutos, si en los tres minutos que durd el ensayo el sujeto no encontraba la caja este fue
guiado hacia ella, se le introdujo y se le permitié estar ahi por dos minutos, al término de
este periodo el sujeto regreso a su caja de vivienda y permanecié ahi durante un intervalo
de 15 minutos. El ensayo dos tuvo las mismas caracteristicas del ensayo uno, después de
manera consecutiva ocurrieron otros dos ensayos con intervalos entre ensayos de 15

minutos, lo anterior constituyé el primer dia de aprendizaje.

El dia dos de adquisicion, se desarrolld con las mismas caracteristicas que el primer dia, la
posicién de la caja de escape y de las sefiales extra laberinticas se mantuvieron constantes

durante toda esta fase de adquisicion. Siete dias después del Ultimo ensayo de la
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adquisicion ocurrio la fase de recuperacion, la cual consistio en dos ensayos, en el primero
la caja de escape cambidé 180° de posicidn respecto a su posicion original durante la
adquisicion, este ensayo concluyd cuando el sujeto encontro la caja de escape e ingreso a
ella. Inmediatamente después se realizd otro ensayo con las mismas caracteristicas, pero
con ausencia de la caja de escape, esta prueba permitié evaluar la flexibilidad cognitiva del

sujeto (véase la Figura 13).

La administracion de corticosterona se realiz6 30 minutos antes de la recuperacion de la
memoria a seis sujetos de cada grupo, las dosis administradas por via subcutanea fueron
0.1, 1y 3 mg/Kg en un volumen de 2mL/Kg (de Quervain y cols., 1998), la corticosterona fue
obtenida de Sigma-Aldrich (Estados Unidos de América) fue disuelta en solucion salina al
0.9% con 5% de etanol (Roozendaal y cols., 2004b), el vehiculo se administro a los seis

individuos de cada grupo que fungieron como controles.

Adquisicion y recuperacion de la memoria

Dial Dia2 Dia 9 . Dia9
l I l 30 min l
4 ensayos ¥ 4 ensayos Administracion de Evaluacién
QI| Se aplicé el corticosterona. dela
mismo 0.1,1y3 mg/Kg memoria de
protocolo " :
. Via subcutanea. largo plazo
realizado el
. dia anterior. 2 ensayos
‘ consecutivos:
¥ 1: cajade
escape
presente.
Cajade . )
escape 2:sin la caja
2 min de escape.

Ensayo 1: duracién 3 min.
Pausa entre ensayos 15 min.

Figura 23. Evaluacién de la memoria espacial en el laberinto de Barnes, con entrenamiento de dos dias. La
fase de adquisicion de la prueba se realiza durante dos dias, el dia uno se compone de cuatro ensayos, cada
ensayo dura tres minutos, se permite que el sujeto explore la plataforma del laberinto y busque el orificio que
conduce a la caja de escape, cuando la encuentra permanece ahi durante dos minutos. Después de una
pausa de 15 minutos inicia el ensayo dos y se realiza al igual que el ensayo uno. Al dia siguiente se realizan
cuatro ensayos mas como en el dia uno y una semana después se evalla la memoria con la caja de escape
presente cambiando su posicion 180° respecto de su ubicacién inicial y otra prueba con ausencia de esta.
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Las variables consideradas en cada uno de los ensayos fueron el nimero de errores para
encontrar la caja de escape y la latencia de escape. El dia de evaluacién de la memoria en
el ensayo en ausencia de la caja de escape; adicionalmente, se evaluaron el tiempo que el
sujeto paso en la ubicacion aprendida y el nimero de visitas realizadas a esta zona, estas
variables se midieron para evaluar la flexibilidad cognitiva de los sujetos. Todos los ensayos
se videograbaron con una camara Sony (HDR-PJ260V, Japdn) y posteriormente fueron
analizados empleando el programa The Observer XT version 11 (Noldus Technologies,

Paises Bajos) bajo el programa Windows 10 (Microsoft Corporation, EUA).

7.9.1 Andlisis estadistico.

Para el nimero de errores, latencia de escape, el nimero de visitas y el tiempo de
permanencia en la ubicacion aprendida y asi como la permanencia en la nueva posicion,
se obtuvieron los promedios de cada variable en cada ensayo de la fase de adquisicién y de
recuperacién de la memoria. A todas las variables se les evalué su normalidad vy
homogeneidad de varianzas a través de las pruebas de Shapiro-Wilk y de Levene,
respectivamente. Al no cumplir ambos supuestos se aplico estadistica no paramétrica

(Sidney, 1957).

Para determinar algln efecto amnésico causado por la pausa de 7 dias se compararon los
valores de la latencia de escape y el niimero de errores obtenidos el dia de evaluacién de la
memoria (MEM) respecto del cuarto ensayo del segundo dia de aprendizaje (E8) a través de

la prueba de rangos de Wilcoxon.

Para determinar diferencias significativas entre los grupos experimentales SD, LY y HY
ocasionados por el tratamiento con corticosterona en el dia de evaluacion de la memoria,
se realizd un analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis para cada variable, de
obtenerse diferencias significativas se aplicd una prueba de Dunn. Se realizdé el mismo
analisis para determinar el efecto de cada dosis de corticosterona sobre la memoria y la

flexibilidad cognitiva de cada grupo. El analisis estadistico de los datos y el graficado de los
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mismos se realizd con el programa Sigma-Plot versién 11.0 para Windows 10. En todos

analisis estadisticos el nivel de significancia fue de P<0.05.

7.10 Resultados del experimento 3.

7.10.1 Latencia de escape y numero de errores en el entrenamiento y

prueba de memoria.

Al comparar la latencia de escape del Ultimo entrenamiento respecto de la obtenida el dia
de evaluacion de la memoria se obtuvo para el grupo LY control un aumento en esta
variable a largo plazo (prueba de rangos de Wilcoxon W=21, 7Z=2.2, P<0.05; véase la Tabla 3).
En el resto de las comparaciones para cada una de las dosis de cada grupo no se
obtuvieron diferencias significativas (prueba de rangos con signo de Wilcoxon P=0.90;
véase la Tabla 3). En la sublinea HY la administracion de 1y 3 mg/Kg de corticosterona
aumentaron el numero de errores que los sujetos cometieron en la evaluacion de la
memoria respecto del Ultimo entrenamiento (prueba de rangos con signo de Wilcoxon
W=21, 7=2.2, P<0.05y W=21, 7=2.22, P<0.05, respectivamente; véase Tabla 3), lo cual sugiere

efectos amnésicos de la corticosterona a dichas dosis en los machos HY.
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Tabla 3. Comparacién del nimero de errores y la latencia de escape en el ultimo
entrenamiento respecto del ensayo de evaluaciéon de la memoria en los sujetos control y
administrados con corticosterona.

Dosis de Latencia de escape Numero de errores
Grupo corticosterona
(mg/Kg) ES MLP ES MLP
Control 17.67+3.52 4459+ 12.17 48+1.2 11.8+3.3
0.3 523+1.50 9.17+3.82 3.5+1.38 8.16+4.33
*P 1.0 9.26+3.01 10.53+5.13 3.16+1.44 3.83+151
3.0 13.34+3.7 12.29+3.2 3.5+1.38 8.16+4.33
Control 6.83+5.1 20" +4.1 25407 10.16+3
0.3 45+1 12+3.7 45+1.08 12+3.79
Y 1.0 26+14 7.5+2.54 26114 75+2.54
3.0 12.33+6.4 825+57 12.33+6.43 7.33+3.88
Control 2494+ 14.01 12.7+1.61 T+452 4.75+2.49
0.3 11.59+3.9 18.45+4.02 1.66+1.08 533+1.28
" 1.0 594+ 1.46 22.32+861 1.66+1.08 10.57+1.78
3.0 14.77+2.67 32.44+7.85 2.16+0.79 757+1.25

SD= Sprague-Dawley, LY=low-yawning, HY= high-yawning, E8= ensayo 8, MLP= memoria de
largo plazo. Latencia de escape: LY control (*P<0.05). NUmero de errores: HY 1 mg/Kg
(*P<0.05) y HY 3 mg/Kg (*P<0.05). Los resultados son la media + E. E. M. de seis sujetos por

grupo.

7.10.2 Prueba de memoria cuando la caja de escape esta presente.

7.10.2.1 Latencia de escape.

La dosis baja e intermedia de corticosterona, 0.3y 1 mg/Kg respectivamente, disminuyeron
significativamente el tiempo que los sujetos Sprague-Dawley tardaron en encontrar la caja
de escape en la evaluacién de la memoria de largo plazo (analisis de varianza de rangos de
Kruskal-Wallis, H=9.78, gl= 3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn control vs. 0.3 mg/Kg
P<0.05,y control vs. 1 mg/Kg P<0.05; véase Figura 21A). La administracion de ninguna de las

dosis de corticosterona modificé la latencia de escape en la sublinea LY (anélisis de
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varianza de rangos de Kruskal-Wallis P=0.39; véase Figura 21B). En los machos HY no se
obtuvieron efectos significativos con de las diferentes dosis de corticosterona evaluadas
(analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis P=0.27; véase la Figura 21C). Sin embargo,
se observa una tendencia (prueba de la U de Mann-Whitney U=5, t=26, P=0.051) de un
aumento en la latencia de escape con la dosis més alta de corticosterona de 3 mg/Kg,

respecto del control; véase la Figura 21C.
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Figura 24. Efecto de la administracién de corticosterona sobre la latencia de escape de los machos Sprague-
Dawley, de bajo bostezo y de alto bostezo. A) La administracién de 0.3y 1 mg/Kg de corticosterona disminuyo
la latencia de escape en los machos Sprague-Dawley respecto del control (*P<0.05). B) En sublinea LY se
obtuvo un efecto similar al obtenido en la cepa SD, sin alcanzar significancia estadistica (P>0.05). C) En los
machos HY se obtuvo una tendencia opuesta respecto del grupo SD y LY, ya que conforme incrementa la
dosis de corticosterona aumenta la latencia de escape sin alcanzar significancia estadistica (P>0.05). Cada
barra representa la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo.
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Al comparar entre los diferentes grupos SD, LY y HY que fueron administrados con una
misma dosis no se obtuvieron diferencias significativas para ninglin grupo de ratas macho
(analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis, control P= 0.76; 0.3 mg/Kg P= 0.52; 1
mg/Kg P= 0.12; 3 mg/Kg P= 0.078, véase la Figura 22), se obtuvo una tendencia de los
sujetos HY a incrementar su latencia de escape respecto de los grupos SD y LY en la dosis

de 3 mg/Kg (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis, P= 0.078; véase Figura 22).

1

Dosis de corticosterona mg/Kg

Figura 25. Latencia de escape, comparacién entre los grupos Sprague-Dawley, low-yawning y high-yawning
con las diferentes dosis de corticosterona. Al comparar entre grupos de una misma dosis no se obtuvieron
diferencias significativas para ninguno de los conjuntos (P>0.05). Se observa un incremento, no significativo,
en la latencia de escape del grupo HY en la dosis de 3 mg/Kg, en comparacion a los grupos Sprague-Dawley y
low-yawning. Cada barra representa la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo.
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7.10.2.2 Numero de errores.

La administracion de diferentes dosis de corticosterona no modificé el nimero de errores
cometidos en los machos Sprague-Dawley el dia de la evaluacion de su memoria de largo
plazo (andlisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis P=0.20; véase la Figura 23A). En la
sublinea LY tampoco se obtuvieron diferencias significativas en el niUmero de errores por

efecto del tratamiento con corticosterona (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis
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P=0.47; véase la Figura 23B). Los machos HY que recibieron 1 mg/Kg de corticosterona
mostraron una tendencia, no significativa, a incrementar el nUmero de errores respecto de
los sujetos control (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis P=0.054; véase la Figura

230C).
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Figura 26. Nimero de errores cometidos por los machos Sprague-Dawley, low-yawning y high-yawning
administrados con diferentes dosis de corticosterona. A) Note que la dosis intermedia de corticosterona
produjo una tendencia a la disminucién en el nimero de errores en la cepa Sprague-Dawley (P=0.053). B) La
administracion de corticosterona no modificd el nimero de errores cometidos por la sublinea LY (P=0.47). C)
La dosis de 1 mg/Kg de corticosterona ocasioné una tendencia al aumento en el nimero de errores en los
machos HY (P=0.054). Cada barra representa la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo.

Al comparar entre los diferentes grupos SD, LY y HY a los que se les administré con una

misma dosis de corticosterona no se obtuvieron efectos significativos para ninglin grupo
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(analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis, control P=0.16; 0.3 mg/Kg P=0.3; 1 mg/Kg
P=10.093;y 3 mg/Kg P=0.66). Cabe destacar que se obtuvo una tendencia de los sujetos HY a
incrementar el nimero de errores cometidos respecto de los grupos LYy SD con la dosis de

1 mg/Kg de corticosterona (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis, P= 0.093; véase

Figura 24).
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Figura 27. Comparacién entre los diferentes grupos de machos del nimero de errores cometidos en ratas
Sprague-Dawley, low-yawning y high-yawning administrados con diferentes dosis de corticosterona. No se
obtuvieron diferencias significativas al comparar entre los grupos de machos administrados con la misma
dosis de corticosterona (P>0.05). Note que se obtuvo una tendencia de los machos HY que recibieron 1 mg/Kg
de corticosterona, respecto de los grupos SD y LY (P=0.093). Cada barra representa la media + E. E. M. de seis
sujetos por grupo.

7.10.3 Prueba de flexibilidad cognitiva, en ausencia de la caja de escape.

7.10.3.1 Tiempo en la ubicacién aprendida.

Los machos de la sublinea Sprague-Dawley administrados con la dosis de 3 mg/Kg de
corticosterona exploraron menos tiempo la ubicacion aprendida respecto del grupo
control (anélisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=10.38, gl= 3, P<0.05, seguido de

la prueba de Dunn control vs. 3 mg/Kg, P<0.05; véase Figura 25A). El mismo resultado fue
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obtenido con la sublinea LY (anélisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=9.3, gl= 3,
P<0.05, seguido de la prueba de Dunn control vs. 3 mg/Kg, P<0.05; véase Figura 25B). En la
sublinea HY las dosis de 0.3 y 1 mg/Kg de corticosterona aumentaron el tiempo que los
sujetos invirtieron en la ubicacién aprendida de la caja de escape (andlisis de varianza de
rangos de Kruskal-Wallis H=910.38, gl= 3, P<0.01, seguido de la prueba de Dunn 0.3y 1 vs. 3
mg/Kg P<0.05; véase Figura 25C). Estos resultados muestran que la dosis mas alta de
corticosterona mejora la flexibilidad cognitiva de los tres grupos de machos, pero solo en la

sublinea HY las dosis baja e intermedia afectaron su cognicion.
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Figura 28. Tiempo en la ubicacion aprendida de los machos Sprague-Dawley, low-yawning y high-yawning
administrados con diferentes dosis de corticosterona. A) La dosis més alta de corticosterona produjo una
disminucion del tiempo que los machos Sprague-Dawley investigan la ubicacién aprendida de la caja de
escape (*P<0.05). B) En la sublinea LY la administracién de 3 mg mejoro la flexibilidad cognitiva de los sujetos
en comparacion al control (P<0.05). C) Las dosis de 0.3y 1 mg/Kg de corticosterona ocasionaron afectaciones
en la flexibilidad cognitiva de los machos HY, respecto del control (P<0.01.). Cada barra representa la media +
E. E. M. de seis sujetos por grupo.

Al comparar los diferentes grupos de machos controles se obtuvo que la sublinea HY pasa
menos tiempo explorando la ubicacién aprendida respecto de los sujetos Sprague- Dawley
(analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=6.62, gl= 2, P<0.05, seguido de la prueba

de Dunn control SD vs. control HY, P<0.05; véase la Figura 26); lo cual mostraria que la
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flexibilidad cognitiva de la sublinea HY es mejor respecto de la cepa Sprague-Dawley. En el
caso de las comparaciones entre los diferentes grupos de machos administrados con una
misma dosis no se obtuvieron diferencias significativas (anélisis de varianza de rangos de

Kruskal-Wallis, 0.3 mg/Kg P=0.17; 1 mg/Kg P=0.40; 3 mg/Kg P=0.32).
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Figura 29. Tiempo de exploracién en la ubicacién aprendida de la caja de escape por los machos Sprague-
Dawley, low-yawning y high-yawning administrados con diferentes dosis de corticosterona. Entre los grupos
controles se obtuvo que la sublinea HY invierte menos tiempo explorando la ubicacién aprendida respecto de
las ratas Sprague-Dawley (*P<0.05). Estos resultados muestran que la flexibilidad cognitiva basal de la
sublinea HY es mejor respecto de su cepa de origen. Cada barra representa la media + E. E. M. de seis sujetos

por grupo.

7.10.3.2 Visitas a la ubicacion aprendida.

La administracién de diferentes dosis de corticosterona no produjo efectos significativos
sobre el nimero de visitas en los machos Sprague-Dawley, low-yawning o high-yawning a
la ubicacion aprendida de la caja de escape (andlisis de varianza de rangos de Kruskal-

Wallis, SD P=0.84; LY P=0.06; HY P=0.70; véase la Figura 27). Al comparar entre los diferentes
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grupos de machos que recibieron una misma dosis de corticosterona tampoco se
obtuvieron diferencias significativas (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis,

control P=0.28; 0.3 mg/Kg P=0.90; 1 mg/Kg P=0.93; 3 mg/Kg P=0.09; véase la Figura 28).
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Figura 30. Nimero de visitas a la ubicacién aprendida de los machos Sprague-Dawley, low-yawning y high-
yawning administrados con diferentes dosis de corticosterona. A) En los machos Sprague-Dawley las
diferentes dosis de corticosterona no modificaron el nimero de visitas realizadas a la ubicacion aprendida de
la caja de escape (P=0.84). B) En la sublinea LY se obtuvo una tendencia de una disminucién en el nimero de
visitas conforme aumenté la dosis de corticosterona (P=0.06). C) En la sublinea HY no se obtuvieron efectos
significativos de la administracién de corticosterona sobre esta variable (P=0.7). Cada barra representa la
media + E. E. M. de seis sujetos por grupo y por dosis.
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Figura 31. Nimero de visitas a la ubicacién aprendida de la caja de escape por los machos Sprague-Dawley,
low-yawning y high-yawning que recibieron diferentes dosis de corticosterona. Entre los grupos no se
obtuvieron diferencias significativas para esta variable (*P<0.05). Los sujetos HY que recibieron 3 mg/Kg de
corticosterona mostraron una tendencia al aumento en el nimero de visitas respecto del grupo LY, sin ser
significativo. Cada barra representa la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo y por dosis.

7.11 Discusion del experimento 3.

La administracién de corticosterona con las dosis de 1y 3 mg/Kg afecté la memoria a largo
plazo en la sublinea HY, evaluados a través del nimero de errores cometidos en este
ensayo respecto del Gltimo entrenamiento. Se obtuvieron resultados similares a los
obtenidos en el laberinto acuatico de Morris, donde la administracion intraperitoneal de
estas mismas dosis de corticosterona disminuy6 el tiempo que los sujetos exploraron el
cuadrante aprendido, al igual que el nimero de visitas a esta area (Sajadi y cols., 2007).
Adicionalmente, en la prueba de evitacion inhibitoria la administracion de 3 mg/Kg de
corticosterona 30 minutos antes de evaluar la memoria, redujo la latencia de retencion

respecto del grupo control (Roozendaal y cols, 2004).
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Se ha descrito que un estresor, como son los choques eléctricos en las patas de ratones,
administrado 15 minutos antes de la prueba de memoria, aumenté significativamente los
niveles de corticosterona extracelular en el hipocampo dorsal, y provocé déficits en la
recuperacién de la memoria de reconocimiento espacial (Chauveau y cols., 2010). Este
aumento de corticosterona incrementa la concentracion de glutamato en la hendidura
sinaptica de las neuronas de la region CA1 del hipocampo, lo que induce la depresion a
largo plazo y por ende la internalizacién de los receptores a glutamato tipo AMPA, y por
ende se disminuye la actividad neuronal en la sinapsis (Stein-Behrens y cols., 1994; Wong y
cols., 2007). Es decir que los efectos deletéreos de los estresores y la corticosterona sobre la
recuperacion de la memoria dependen del hipocampo y de la neurotransmisién

glutamatérgica.

En la cepa Sprague-Dawley la administracién de 0.3y 1 mg/Kg de corticosterona disminuyo
significativamente su latencia de escape, respecto del control administrado con el
vehiculo, es decir que la corticosterona mejord sumemoria. En la sublinea LY se obtuvieron
resultados similares, aunque sin alcanzar diferencias significativas. Este resultado es
opuesto a lo reportado en experimentos realizados en ratas Sprague-Dawley, ya que como
se ha descrito previamente la administracion de este glucocorticoide o la exposicion a un
estresor 30 minutos antes de la prueba de memoria afecta la evocacion de la misma (de

Quervainy cols., 2009).

A un grupo de participantes humanos, Zoladz y cols., (2014) los agruparon en los que
tenfan alta y baja secrecién de cortisol ante estresores, a estos sujetos les aplicaron la
prueba del frio antes de la prueba de memoria, en la cual se sumerge la mano no
dominante en agua fria a 0 - 2 © C durante 3 minutos, inmediatamente después les
evaluaron la memoria verbal, obteniéndose que los participantes que secretaban més
cortisol fueron los que tuvieron un mejor desempefio, respecto de quienes secretaban
menores cantidades de esta hormona (Zoladz y cols., 2014). Resultados similares han sido
obtenidos sin considerar el fenotipo de secrecion de cortisol y solo estresando a los

participantes antes de la prueba de recuperacién de la memoria (Schwabe y cols., 2009).
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Los resultados antes expuestos son relevantes para el caso de la sublinea LY, ya que hemos
demostrado que después de restringirles sus movimientos durante treinta minutos, la
sublinea LY alcanza una secrecién de corticosterona de 30 ug/dL media hora después del
estresor, siendo significativamente mayor respecto de lo obtenido en la sublinea HY (Uribe,
2010; Eguibary cols., sometido a consideracion editorial). Dicha concentracién es similar a
la que produce la administracién subcutanea de 3 mg/Kg de corticosterona, y que esté
asociada a un estrés severo (de Quervain y cols., 1998); en las ratas LY a las cuales se les
administré 3 mg/Kg de corticosterona su latencia de escape disminuy6 significativamente
(véase Figura 21B). Es decir que la mayor secrecion de corticosterona en la sublinea LY ante
estresores, la cual pudo ser provocada por la exposicion al laberinto de Barnes, asi como la
administracion de la corticosterona exdgena coadyuvé positivamente sobre su evocacion

de la memoria (Zoladz y cols., 2014).

Dado que los efectos deletéreos de la corticosterona sobre la recuperacion de la memoria
ocurren en periodos que van desde 15 a 30 minutos después de que se aplica un estresor o
de la administracion del glucocorticoide, se ha descrito que estan regulados por
mecanismos no gendmicos y en particular por el receptor a mineralocorticoides (Khaksariy
cols., 2007). La infusion en el hipocampo dorsal de un antimineralocorticoide el RU-28318,
evito el déficit en la recuperacion de la memoria inducido por corticosterona conjugada
con albUmina sérica bovina, que solo tiene efectos membranales (Dorey y cols., 2011). La
infusién intracerebroventricular de espironolactona, otro antagonista al receptor a
mineralocorticoides, también evitd los efectos negativos de 1 mg/Kg de corticosterona

sobre la recuperacion de la memoria en el laberinto de Morris (Khaksari e y cols., 2007).

La infusion en el hipocampo dorsal de espironolactona diez minutos antes de la prueba de
ansiedad en la caja luz-oscuridad, aumentd el tiempo que los sujetos exploraron el
compartimento ansiogénico, al igual que incremento el nimero de transiciones entre
ambos espacios, por lo tanto el bloqueo del receptor a mineralocorticoides disminuyd la
ansiedad en los sujetos evaluados (Smythe y cols., 1997). A este respecto la sublinea LY ha

sido descrita como ansiosa a través de su comportamiento en la caja luz-oscuridad, la
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prueba de enterramiento defensivo, el laberinto en cruz elevado y el campo abierto (Diaz,

2019; Moyaho'y cols., 1995; Eguibary cols., sometido a consideracion editorial).

En base a estos resultados proponemos que la sublinea LY expresa niveles incrementados
del receptor a mineralocorticoides en areas como el hipocampo, lo cual podria explicar
parte de su rasgo ansioso innato, asi como su mejora en la recuperacion de la memoria
inducida por corticosterona, ya que la sobreexpresion del receptor a mineralocorticoides
en el giro dentado de ratas, les protegié de los efectos deletéreos de la administracién de la
dosis de 10 mg/Kg de corticosterona, administrados 30 minutos antes de la prueba de
memoria (Ferguson y Sapolsky, 2007). Por ende, una de las perspectivas de este trabajo es
evaluar la expresion de ambos tipos de receptores a glucocorticoides en el hipocampo, y
otras éareas relevantes para los circuitos de aprendizaje y memoria como la corteza
prefrontal y la amigdala basolateral, con el objetivo de determinar su relacién entre los
procesos cognitivos modulados por el estrés y los fenotipos ansiosos y resilientes

(experimentos en proceso).

En la evaluacion de la memoria que se realizo sin la caja de escape, en los machos SDy LY
la dosis de 3 mg/Kg de corticosterona disminuy6 significativamente la exploracion en la
zona de escape, en el caso de la sublinea HY también se obtuvieron diferencias
significativas con esta dosis respecto de 0.3 y 1 mg/Kg de corticosterona. Nuestros
resultados coinciden con lo reportado por De Quervain y cols., (1998) quiénes entrenaron a
machos en el laberinto acuatico de Morris, evaluando su memoria en ausencia de la
plataforma de escape, administraron 0.3, 1 y 3 mg/Kg de corticosterona 30 minutos antes
de la prueba, obteniendo que la dosis media y alta disminuyeron significativamente el
tiempo que los sujetos exploraron el cuadrante objetivo respecto del vehiculo (de Quervain

y cols., 1998).

Entre los grupos administrados con vehiculo la sublinea HY exploré menos tiempo el area
aprendida respecto de la cepa Sprague-Dawley, esta variable también es cuantificada para
evaluar la flexibilidad cognitiva de un sujeto, ya que al rotar la posicién de la caja de escape
180° de su ubicacién original, se evalla la respuesta de los individuos en un entorno
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conocido con sefiales consistentes, pero con un cambio en la relacion estimulo-resultado,
por ende su comportamiento tuvo que adaptarse a la nueva condicion (Gawel y cols., 2019;
Izquierdo y cols., 2017). Se ha mostrado que en las pruebas espaciales reversas, cuando el
sujeto no puede resolver la tarea del mismo modo que en la tarea de entrenamiento este
comienza por explorar de nuevo el laberinto, porque recuerda que existe una solucion de la

tarea (Coppensy cols., 2010).

Es relevante mencionar que existe una relacion entre el la flexibilidad cognitiva y la
resiliencia, Lambert y cols., (2006) mostraron que ratas macho con conductas de
afrontamiento flexibles, recorrieron mayor distancia en la prueba de campo abierto y
tuvieron respuestas activas en las pruebas que evallan la exploracion, como lo es la
interaccion con un objeto novedoso (Lambert y cols., 2006). Ademéas, en una prueba de
forrajeo espacial los sujetos con afrontamiento flexible y que fueron expuestos al
paradigma de estrés cronico impredecible, recorrieron una mayor distancia y exploraron
maés el dispositivo para obtener la recompensa, alin con la aplicacién de un estresor (Kenty
cols., 2017); lo cual sugiere que en el afrontamiento flexible la resiliencia es la respuesta
ante estresores. En conjunto, el comportamiento de los sujetos HY control en la prueba
reversa, asi como su incremento de la actividad ambulatoria en pruebas de estrés como lo
es el campo abierto (Moyaho y cols., 1995); asi como su mayor exploracién del area
ansiogénica en la caja luz-oscuridad (Diaz, 2019), sugieren que tiene una mayor flexibilidad

cognitiva.
7.12 Conclusiones del experimento 3.

1. La corticosterona favorecio la memoria en la sublinea LY y, al contrario, la afecto en
los machos HY, lo cual sugiere diferencias en su sefializacién mediada por
glucocorticoides.

2. La flexibilidad cognitiva, es una caracteristica de la resiliencia de la sublinea HY, la
cual se modificé por la administracion de corticosterona exégena.
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7.13 Metodologia del experimento 4.

Objetivo especifico.
El objetivo fue el de determinar el efecto de la administracion sistémica de propranolol
sobre el aprendizaje y la memoria espacial en los machos de las sublineas de alto y bajo

bostezo.

Se formaron de manera sistematica dos grupos experimentales LY, HY y un grupo control:
SD, cada uno de ellos con 24 sujetos por grupo, con un total de 72 ratas. Para determinar el
efecto de la sefializacién noradrenérgica sobre el aprendizaje y la memoria se administré
propranolol (Sigma, Estados Unidos de América) sistémico 30 minutos antes del inicio del
entrenamiento, se emplearon las dosis de 0.5, 1.0 y 2.0 mg/Kg de peso, el farmaco fue
disuelto en solucién salina al 0.9 %, cada dosis se administrd a seis sujetos de cada grupo
por via subcutanea en un volumen de 2 mL/Kg, 30 minutos antes del inicio de la fase de
adquisicion (Campbell y cols., 2008), a los seis sujetos restantes de cada grupo se les

administré el vehiculo en un volumen de 2 ml/Kg.

Se empled el protocolo propuesto por Vargas-Lopez y cols., (2011) el cual consistio en
realizar el entrenamiento en un solo dia a través de ocho ensayos consecutivos, separados
por 4 minutos entre siy la fase de recuperacién ocurrio 24 horas después del Ultimo ensayo
(Vargas-Lépez y cols., 2011). Las pruebas se realizaron en el cuarto de experimentacién
antes mencionado con las mismas condiciones, incluido el laberinto de Barnes,

manteniendo las mismas sefiales extra laberinticas de los experimentos previos.

Se coloco a un sujeto en el centro del laberinto, se cubrié con un cilindro de 10 cm de
didmetro después de 10 segundos se retird la cubierta y se inicié el cronémetro, la prueba
duré 3 minutos, al encontrar la caja de escape el sujeto ingresé a ella y se permitié que
permaneciera dentro durante 2 minutos. Cuando el sujeto no encontro la caja de escape
en los tres minutos que duré el ensayo; fue guiado hacia ella y se le permiti6 estar ahi

durante dos minutos. Al término de este primer ensayo se regres6 a la rata a su caja
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familiar durante cuatro minutos. Después del intervalo de pausa se realizaron otros siete
ensayos con los mismos parametros del primer ensayo, esto corresponde a la fase de

adquisicion (véase la Figura 29).

Después de un intervalo de 24 horas se realizd la recuperacion de la memoria de corto
plazo, en dos ensayos consecutivos, el primero con la caja de escape presente en la misma
posicién que toda la fase de adquisicidn, este ensayo terminé cuando el sujeto resolvio la
tarea. Inmediatamente después se realizd otro ensayo con ausencia de la caja de escape,
este tuvo una duracién de 3 minutos. Una semana después se evalué la memoria de largo

plazo con dos ensayos iguales a los anteriormente descritos.

Adquisicién de 1 dia y recuperacion de la memoria

Ensayo 1 Dia2 Dia9
C
= S
Administracion Duracidén: 3 min = PAUSA Ensayo2 Memoria  Memoria
; 4 min decorto  delargo
de propranolol ] Ensayo 3 g
plazo plazo
0.5,1.0y 2.0 mg/Kg
, . Ensayo 4 :
Via subcutanea 2 ensayos: Realizado al

Ensayo 5 conysin igual que la
’ * cajade evaluacién a

Ensayo 6 escape. corto plazo.
Cajade Ensayo 8
escape
2min

Figura 32. Entrenamiento de un dia en el laberinto de Barnes. La fase de adquisicién consta de ocho ensayos
consecutivos separados por cuatro minutos entre ellos, cada ensayo tiene una duracién de 3 minutos y el
sujeto permanece en la caja de escape durante 2 minutos, el entrenamiento se realiza en presencia de
sefiales extra laberinticas que rodean el laberinto. La memoria se evalla 24 horas y 7 dias después de
concluido el entrenamiento, conservando la posicion de las sefiales y en dos pruebas, con presencia y
ausencia de la caja de escape.

Las variables que se evaluaron fueron: el nimero de errores cometidos para encontrar la
caja de escape v la latencia de escape. En la evaluacion de la memoria en las pruebas con
ausencia de caja de escape se evaluaron adicionalmente el nimero de visitas a la

ubicacién aprendida y el tiempo invertido en esta zona. Todos los ensayos, doce por
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sujeto, se filmaron con una cédmara Sony (HDR-PJ260V, Japoén), y las conductas se
evaluaron posteriormente en el programa The Observer XT v.11.0 (Noldus Technologies,

Paises Bajos) bajo el programa de cémputo Windows 10.

7.13.1 Analisis estadistico.

Para las variables del numero de errores y la latencia de escape se realizd el mismo
procedimiento antes descrito para la obtencion de promedios en cada ensayo, al no
cumplirse la distribucién normal y la homogeneidad de las varianzas se aplicé estadistica

no paramétrica para analizar ambas variables.

Para determinar diferencias entre las dosis de propranolol en los sujetos de un mismo
grupo entre los ensayos de la fase de adquisicién se aplicd un andlisis de medidas
repetidas de rangos para cada variable de cada grupo experimental, seguido de una
prueba de Dunn. El Gltimo ensayo de la fase de adquisicién se compard con los ensayos de

evaluacion de la memoria a través de la prueba de rangos con signo de Wilcoxon.

Se realiz6 un andlisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis para determinar diferencias
entre grupos por efecto de la inhibicion de la sefializacién noradrenérgica sobre la
memoria espacial. Al obtenerse diferencias significativas se realizé una prueba de Dunn. El
analisis estadistico de los datos, y el graficado de los mismos se realizd con el programa
Sigma-Plot version 11.0 para Windows. En todos analisis estadisticos el nivel de

significancia fue de P<0.05.

7.14 Resultados del experimento 4.
7.14.1 Latencia de escape y numero de errores en el aprendizaje y
pruebas de memoria.

7.14.1.1 Latencia de escape.

Los machos de la cepa Sprague-Dawley que recibieron las dosis de 1y 2 mg/Kg de

propranolol mostraron un aprendizaje significativo a partir del tercero y segundo ensayos
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respectivamente (1 mg/Kg: prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas x*=11.40,
gl=3, P<0.05, seguido de la prueba de Tukey E1 vs. E3, P<0.01; 2 mg/Kg: prueba de Friedman
de rangos de medidas repetidas x*=10.11, gl=3, P<0.05, seguido de la prueba de Tukey E1
vs. E3, P<0.05; véase Figura 30A). Con la dosis de 0.5 mg/Kg de propranolol se obtuvo una
reduccion significativa de la latencia a partir del ensayo 6 (prueba de Friedman de rangos
de medidas repetidas x*=11.40, gl=3, P<0.05, seguido de la prueba de Tukey E1 vs. E3,
P<0.01; 2 mg/Kg: prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas x*=30.58, gl=9,
P<0.001, seguido de la prueba de Tukey E1 vs. E3, P<0.01; véase Figura 30A). En el grupo que
recibio el vehiculo no se obtuvieron diferencias significativas durante el aprendizaje o la
recuperacién de la memoria (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas,

P=0.085).

En la sublinea LY el grupo control y los sujetos que recibieron la dosis de 1 mg/Kg de
propranolol se obtuvo una disminucion significativa de su latencia de escape a partir del
cuarto ensayo (control: prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas x*=10.40, gl=3,
P<0.05, seguido de la prueba de Tukey E1 vs. E4, P<0.01; 1 mg/Kg: prueba de Friedman de
rangos de medidas repetidas x’=10.11, gl=13, P<0.01, seguido de la prueba de Tukey E1 vs.
E4, P<0.01; véase Figura 30B). En el grupo control se obtuvo un efecto amnésico a largo
plazo, ya que la latencia de escape incrementd 7 dias después del Ultimo entrenamiento
(prueba de rangos con signo de Wilcoxon W=21, 7=2.2, P<0.05; véase Figura 30B). En el
grupo administrado con 0.5 y 2 mg/Kg de propranolol no se obtuvieron diferencias
significativas durante el aprendizaje o las evaluaciones de la memoria (prueba de Friedman

de rangos de medidas repetidas, 0.5 mg/Kg; P=0.28, 2 mg/Kg; P=0.085).

En los sujetos de la sublinea HY que recibieron las dosis de 0.5, 1 mg/Kg de propranolol y el
grupo que recibié vehiculo, se obtuvo una mejora significativa en su aprendizaje a partir
del tercer ensayo (control: prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas x’=13.40,
gl=3, P<0.01, seguido de la prueba de Tukey E1 vs. E3, P<0.05; 0.5 mg/Kg: prueba de
Friedman de rangos de medidas repetidas x*=13.4, gl=3, P<0.01, seguido de la prueba de
Tukey E1 vs. E3, P<0.01; 1 mg/Kg: prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas
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x?=13.4, gl=3, P<0.01, seguido de la prueba de Tukey E1 vs. E3 P<0.01 véase Figura 30C). Al
administrar la dosis de 1 mg/Kg de propranolol se mejoro el aprendizaje a partir del
segundo ensayo con respecto del grupo control (andlisis de varianza de rangos de Kruskal-
Wallis H=7.87, gl= 3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn 1 mg/Kg vs. Control, P<0.05;
véase Figura 30C). En el grupo al que se le administré con 2 mg/Kg de propranolol no se
obtuvieron diferencias significativas durante el aprendizaje o la fase de recuperacién de la

memoria (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas, P=0.11).
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Figura 33. Latencia de escape en los machos Sprague-Dawley, low-yawning y high-yawning administrados
con diferentes dosis de propranolol. A) Los sujetos administrados con las dosis de 1y 2 mg/Kg de propranolol
desarrollaron un aprendizaje significativo, respecto del primer ensayo, a partir de los ensayos 3y 2,
respectivamente (*P<0.05). B) El grupo control y los sujetos administrados con la dosis de 1 mg/Kg de la
sublinea LY disminuyeron significativamente su latencia a partir del ensayo 4, respecto del primero (**P<0.01),
la administracion de 0.5 mg/Kg del fa&rmaco mejoré el aprendizaje a partir del ensayo seis (**P<0.01). En el
grupo control se obtuvo un efecto amnésico en su memoria de largo plazo respecto del Ultimo
entrenamiento (8; *P<0.05). C) El grupo control y las dosis de 0.5 y 1 mg/Kg de propranolol mejoraron
significativamente su aprendizaje a partir del tercer ensayo (*P<0.05), ademas la dosis de 1 mg/Kg de
propranolol acelerd el aprendizaje en el ensayo dos respecto del grupo control (4P<0.05). Cada punto
representa la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= memoria de corto plazo y LP= memoria de largo
plazo, los nimeros del 1 al 8 representan los ensayos del entrenamiento.

Al comparar entre los diferentes grupos que recibieron una misma dosis de propranolol, se
obtuvo que los sujetos LY control mostraron déficits en su memoria de largo plazo respecto
de las ratas Sprague-Dawley (andlisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=8.06, gl= 2,
P<0.05, seguido de la prueba de Dunn LY vs. SD, P<0.05; véase la Figura 31A). Entre los
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grupos administrados con la dosis de 0.5 mg/Kg de propranolol en la evaluacién de la
memoria a largo plazo los sujetos LY aumentaron su latencia de escape respecto del grupo
control SD (anélisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=7.73, gl= 2, P<0.05, seguido
de la prueba de Dunn LY vs. SD, P<0.05; véase Figura 31B). La dosis mas alta de propranolol
produjo una disminucion en la latencia de escape de la sublinea LY respecto de la cepa
Sprague-Dawley, es decir mejoro¢ su aprendizaje (analisis de varianza de rangos de Kruskal-
Wallis H=6.20, gl= 2, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn LY vs. SD, P<0.05; véase Figura
31D), también entre estos grupos de ratas se obtuvo una diferencia en la memoria de largo
plazo, siendo mayor la latencia de escape en la sublinea LY respecto del grupo control
Sprague-Dawley (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=6.46, gl= 2, P<0.05,
seguido de la prueba de Dunn LY vs. SD, P<0.05; véase Figura 31D). No se obtuvieron
diferencias significativas en los sujetos de los tres fenotipos que recibieron la dosis de 1

mg/Kg de propranolol (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis P=0.31).

113



200 -

E 200 - Control —O- sD 0.5 mg/Kg -O- sD
[«}]
& 150 - 150 -
Q
(7]
(]
% 100 - 100 -
K]
2 50 - 50 <
)
3

0 - 0
@ 2007 1 mg/Kg -©-so| 2009 2 mg/Kg -©-sp
2 Q- Ly
g 150 - 150 - S
(]
[4)
2 100 - 100 -
8
(8]

50 -

5 50 - i
S

0 - 0 1 ) | ) 1 1 1 1 L] |

NS hH oA DR
Ensayos Ensayos

Figura 34. Latencia de escape entre los machos Sprague-Dawley, low-yawning y high-yawning a los que se les
administré diferentes dosis de propranolol. A) En el grupo control los machos LY expresaron déficits a largo
plazo respecto de la cepa Sprague-Dawley (*P<0.05). El grupo control LY mostré un efecto amnésico en su
memoria de largo plazo respecto del Ultimo entrenamiento (8; *P<0.05). B) La latencia de escape a largo plazo
fue mayor en los machos LY administrados con 0.5 mg/Kg de propranolol respecto de la cepa SD (**P<0.01).
C) La dosis de 1 mg/Kg de propranolol no modificé la memoria o aprendizaje de ninguno de los grupos
(P>0.05). D) La dosis de 2 mg/Kg aument¢ la latencia de escape a largo plazo en los sujetos LY respecto del
grupo SD (*P<0.05). Cada punto representa la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= memoria de
corto plazoy LP= memoria de largo plazo, los nimeros del 1 al 8 representan los ensayos del entrenamiento.

7.14.1.2 Numero de errores.

Los sujetos de la cepa Sprague-Dawley que recibieron 0.5 mg/Kg de propranolol mejoraron
significativamente su aprendizaje a partir del ensayo 4 (prueba de Friedman de rangos de
medidas repetidas x2=12.46, g|=3, P<0.05, seguido de la prueba de Tukey E1 vs. E4, P<0.01
véase la Figura 32A). La administracion de 2 mg/Kg de propranolol produjo que el nimero

de errores disminuyera significativamente a partir del ensayo 3 (prueba de Friedman de
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rangos de medidas repetidas x2=14, g|=3, P<0.01, seguido de la prueba de Tukey E1 vs. E3,
P<0.01; véase Figura 32A). En el grupo control y en aquellas ratas a las que se les administrd
1 mg/Kg de propranolol, no se obtuvieron diferencias significativas durante el
entrenamiento o en las fases de recuperacion de la memoria (prueba de Friedman de

rangos de medidas repetidas, control; P=0.27y 1 mg/Kg; P=0.26).

Al comparar entre las diferentes dosis sistematicamente administradas de propranolol, en
las ratas Sprague-Dawley que recibieron 1 mg/Kg cometieron mas errores en el cuarto y
quinto ensayo respecto del grupo control (ensayo 4: anélisis de varianza de rangos de
Kruskal-Wallis H=9.37, gl= 3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn control vs. 1 mg/Kg,
P<0.05; ensayo 5: analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=7.68, gl= 3, P<0.05,
seguido de la prueba de Dunn control vs. 1 mg/Kg, P<0.05; véase Figura 32A). En la memoria
de largo plazo la dosis mas alta de propranolol (2 mg/Kg) aumenté el nimero de errores
respecto del grupo control, es decir produjo un déficits en este tipo de memoria (analisis de
varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=7.68, gl= 3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn
control vs. 2 mg/Kg, P<0.05; véase Figura 32A).

En la sublinea LY, el grupo al que se le administré propranolol con la dosis de 1 mg/Kg
produjo una mejora significativa de su aprendizaje a partir del ensayo seis respecto del
primer ensayo (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas x2=14.51, gl=5, P<0.05,
seguido de la prueba de Tukey E1 vs. E6, P<0.05; véase Figura 32B). En el resto de las dosis y
el grupo control no se obtuvieron diferencias significativas durante el aprendizaje (prueba
de Friedman de rangos de medidas repetidas, control; P=0.053, 0.5 mg/Kg; P=0.091 y 2
mg/Kg; P=0.32). Los sujetos que recibieron 0.5 mg/Kg de propranolol mostraron déficits en
su memoria de largo plazo respecto del Ultimo entrenamiento y de la evaluacion a corto
plazo (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas x2=12, gl=2, P<0.01, seguido de
la prueba de Tukey E8 vs. MCP y MCP vs. MLP, P<0.05, véase la Figura 32B). En el resto de los
grupos no se obtuvieron diferencias significativas durante el aprendizaje o las evaluaciones
de su memoria (prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas, control; P=0.14, 1

mg/Kg; P=0.36y 2 mg/Kg; P=0.57).
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En el grupo HY control que recibio el vehiculo, se obtuvo tuvo una disminucion significativa
en el nimero de errores a partir del ensayo cinco respecto del primero (prueba de
Friedman de rangos de medidas repetidas x2=11.27, gl=4, P<0.05, seguido de la prueba de
Tukey E1 vs. E5, P<0.05 véase Figura 32C). Los sujetos que recibieron 0.5y 1 mg/Kg de
propranolol mejoraron significativamente su aprendizaje a partir del cuarto ensayo vy el
grupo que recibié 2 mg/Kg de propranolol a partir del sexto ensayo (0.5 mg/Kg: prueba de
Friedman de rangos de medidas repetidas x2=10.83, g|=3, P<0.05, seguido de la prueba de
Tukey E1 vs. E4, P<0.01; Img/Kg: prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas
X2=9, gl=3, P<0.05, seguido de la prueba de Tukey E1 vs. E4, P<0.05; 2 mg/Kg: prueba de
Friedman de rangos de medidas repetidas x2=11.57, gl=5, P<0.05, seguido de la prueba de
Tukey E1 vs. E6 P<0.05; véase Figura 32C).
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Figura 35. Nimero de errores cometidos por los machos Sprague-Dawley, low-yawning y high-yawning
administrados con diferentes dosis de propranolol. A) La dosis de 1 mg/Kg afecté el aprendizaje en el ensayo
4y 5 respecto del control Sprague-Dawley, ya que aumenté el nimero de errores (*P<0.05), en la memoria de
largo la dosis mas alta afectd este tipo de memoria, respecto del control (*P<0.05). B) Los sujetos LY
administrados con la dosis de 1 mg/Kg expresaron un aprendizaje significativo a partir del ensayo 6, respecto
del primero (*P<0.05). La dosis de 0.5 mg/Kg generd un efecto amnésico a largo plazo respecto del Ultimo
entrenamiento y de la memoria de corto plazo (*P<0.05). C) Los sujetos HY administrados con las dosis de 0.5
y 1 mg/Kg expresaron una disminucion significativa en el nimero de errores a partir del cuarto ensayo con
respecto del primer ensayo (*P<0.05), el grupo control alcanzé dicha reduccién en el quinto entrenamiento
(*P<0.05) y el grupo administrado con 2 mg/Kg tuvo diferencias significativas a partir del sexto ensayo
(*P<0.05). Cada punto representa la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= memoria de corto plazoy
LP=memoria de largo plazo, los nimeros del 1 al 8 representan los ensayos del entrenamiento.

Al comparar entre los diferentes grupos que recibieron una misma dosis de propranolol,
los resultados muestran que la memoria de largo plazo del grupo LY control fue menor
respecto del grupo Sprague-Dawley (anélisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis
H=9.61, gl= 2, P<0.01, seguido de la prueba de Tukey LY vs. SD, P<0.01; véase Figura 33A),

entre los grupos SD y HY no se obtuvieron otras diferencias significativas durante el

117



entrenamiento o en ambas pruebas de memoria (anélisis de varianza de rangos de Kruskal-

Wallis, P=0.073 y P=0.51, respectivamente).

Entre los sujetos que recibieron propranolol (0.5 mg/Kg), la sublinea LY tuvo un retraso en
su aprendizaje en el tercer ensayo, dado que cometié un mayor nimero de errores
respecto del grupo HY (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=6.57, gl=2,
P<0.05, seguido de la prueba de Tukey LY vs. HY, P<0.05; véase Figura 33B). En la memoria
de largo plazo la sublinea LY tuvo mayores déficits respecto de la cepa Sprague-Dawley
(analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=8.37, gl=2, P<0.05, seguido de la prueba
de Tukey LY wvs. SD, P<0.05; véase Figura 33B). No se obtuvieron otras diferencias
significativas durante el aprendizaje o en ambas pruebas de memoria (anélisis de varianza

de rangos de Kruskal-Wallis, P=0.075y P=0.74).

La administracion de 1 mg/Kg de propranolol deteriord el aprendizaje de la sublinea LY
desde el segundo ensayo, respecto de los sujetos HY (analisis de varianza de rangos de
Kruskal-Wallis H=9.67, gl= 2, P<0.01, seguido de la prueba de Tukey LY vs. HY, P<0.01; véase
Figura 33C). En el cuarto ensayo los sujetos Sprague-Dawley cometieron més errores
respecto de la sublinea HY (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=7.72, gl= 2,
P<0.05, seguido de la prueba de Tukey SD vs. HY, P<0.05; véase Figura 33C). Y en la
memoria de largo plazo los sujetos LY tuvieron déficits, al cometer mas errores respecto de
las ratas Sprague-Dawley (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=6.34, gl= 2,
P<0.05, seguido de la prueba de Tukey LY vs. SD, P<0.05; véase Figura 33C). Con la dosis de
2 mg/Kg de propranolol no se produjeron cambios significativos en el aprendizaje (analisis

de varianza de rangos de Kruskal-Wallis, P=0.10; véase Figura 33D).
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Figura 36. Nimero de errores cometidos por los machos Sprague-Dawley, low-yawning y high-yawning
administrados con la misma dosis de propranolol. A) Entre los grupos control la memoria de largo plazo de
los machos LY mostré déficits respecto de los machos Sprague-Dawley (**P<0.05). B) Los sujetos LY
administrados con la dosis de 0.5 mg/Kg cometieron mas errores durante el tercer ensayo respecto del grupo
HY ((*P<0.05), lo cual indica un retraso en el aprendizaje del primer grupo. Ademas, esta dosis provocé déficits
en la memoria de largo plazo de los machos LY respecto del grupo Sprague-Dawley (*P<0.05).

C) Los sujetos LY administrados con las dosis de 1 mg/Kg expresaron un déficit en su aprendizaje a partir del
segundo ensayo respecto del grupo HY (**P<0.01), a largo plazo los machos SD tuvieron una mejor memoria
respecto del grupo LY (*P<0.05). D) Se obtuvo un aumento, no significativo, en el nimero de errores
cometidos por la cepa Sprague-Dawley respecto de los sujetos LY y HY, la primera vez que ingresaron al
laberinto de Barnes. Cada punto representa la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= memoria de
corto plazoy LP=memoria de largo plazo, los niimeros del 1 al 8 representan los ensayos del entrenamiento.

7.14.2 Flexibilidad cognitiva, prueba en ausencia de la caja de escape.

7.14.2.1 Numero de visitas a la ubicacion aprendida.

En el nimero de visitas a la ubicacién aprendida en la cepa Sprague-Dawley no se

obtuvieron diferencias significativas por efecto con las diferentes dosis de propranolol
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probadas, en la evaluacién de la memoria a corto o de largo plazo (anélisis de varianza de
rangos de Kruskal-Wallis, P=0.34; véase la Figura 34A). En la sublinea LY durante la
evaluacion de la memoria de largo plazo se obtuvo que con la dosis de 2 mg/Kg de
propranolol disminuyd el nimero de visitas a la ubicacién aprendida de la caja de escape
respecto del grupo administrado con 0.5 mg/Kg del farmaco (anélisis de varianza de rangos
de Kruskal-Wallis H=6.48, gl= 3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn 0.5 mg/Kg vs. 2
mg/Kg, P<0.05; véase Figura 34B). En la sublinea HY la administracién de 1 mg/Kg de
propranolol aumenté el nimero de visitas a la ubicacion aprendida de la caja de escape
durante la evaluacién de la memoria a corto plazo respecto de la prueba a largo plazo
(prueba de rangos con signo de Wilcoxon W=21, Z=2.22, P<0.05; véase Figura 34C). Al
comparar entre los diferentes fenotipos de ratas Sprague-Dawley, HY y LY que recibieron la
misma dosis de propranolol no se obtuvieron diferencias significativas en ninguna de las
evaluaciones de memoria (anélisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis, corto plazo;
control P=0.52; 0.5 mg/Kg P=0.99; 1 mg/Kg P=0.13; 2 mg/Kg P=0.35; largo plazo; control
P=0.87; 0.5 mg/Kg P=0.22; 1 mg/Kg P=0.53; 2 mg/Kg P=0.86; véase Figura 34).
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Figura 37. Nimero de visitas a la ubicacién aprendida de la caja de escape, realizadas por los grupos
Sprague-Dawley, low-yawning y high-yawning administrados con diferentes dosis de propranolol. A) En la
sublinea Sprague-Dawley no se obtuvieron diferencias significativas por efecto de las dosis o entre ambos
periodos de evaluacién (P>0.05). B) La administracion de 2 mg/Kg de propranolol en la sublinea LY, durante la
evaluacién a largo plazo, disminuyd significativamente el nimero de visitas a la ubicacién aprendida,
respecto del grupo administrado con la dosis de 0.5 mg/Kg (P<0.05). C) Los sujetos HY administrados con 1
mg/Kg del farmaco tuvieron una disminucion en el nimero de visitas en la evaluacion a largo plazo respecto
de la realizada a corto plazo (P<0.05). Cada barra representa la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP=
memoria de corto plazoy LP=memoria de largo plazo.
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Figura 38. NUmero de visitas a la ubicacién aprendida de la caja de escape, entre los grupos Sprague-Dawley,
low-yawning y high-yawning administrados con una misma dosis de propranolol. A) En la memoria a corto
plazo no se obtuvieron diferencias entre grupos en el nimero de visitas realizadas a la ubicacién aprendida
(P>0.05). B) En la memoria a largo plazo tampoco de obtuvieron diferencias significativas sobre la variable
(P>0.05). Cada barra representa la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= memoria de corto plazo y
LP=memoria de largo plazo.

7.14.2.2 Tiempo de exploracion en la ubicacion aprendida y en el lado

opuesto.

En la cepa Sprague-Dawley se obtuvo que el grupo control y el que recibié propranolol a la
dosis de 2 mg/Kg exploraron significativamente mas tiempo la zona opuesta del laberinto
respecto de la zona donde se ubicé la caja de escape (control: prueba de la U de Mann
Whitney U=8, t= 36, P<0.05; 2 mg/Kg: prueba de la U de Mann Whitney U=3, t= 24, P<0.05
véase la Figura 36A). En la evaluacion a largo plazo los grupos a los que se les administro
sistematicamente 0.5y 1 mg/Kg de propranolol exploraron mas tiempo la zona opuesta
respecto de la aprendida (0.5 mg/Kg: prueba de la U de Mann Whitney U=1, t= 16, P<0.05; 1
mg/Kg: prueba de la U de Mann Whitney U=1, t= 22, P<0.01 véase la Figura 36B).
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Figura 39. Tiempo de exploracién en la zona aprendida y opuesta de los sujetos Sprague-Dawley controles y
administrados con propranolol durante la evaluacién de memoria a corto y largo plazo. A) En la memoria de
corto plazo el grupo control y el que fue administrado con 2 mg/Kg de propranolol, exploraron durante mas
tiempo la zopa opuesta del laberinto respecto de la aprendida (*P<0.05). B) La administracion de 0.5y 1
mg/Kg del farmaco aumentd la exploracion en la ubicacién opuesta respecto de la aprendida en la
evaluacién de la memoria a largo plazo (*P<0.05y ** P<0.01). Las barras representan la media + E. E. M. de seis
sujetos por grupo. CP= corto plazo, LP=largo plazo y SD= Sprague-Dawley.

Al comprar el efecto de las diferentes dosis de propranolol en el tiempo que explord el
laberinto las ratas Sprague-Dawley en la zona donde se ubico la caja de escape o la
opuesta, se obtuvieron diferencias significativas en la evaluacion de la memoria a corto
plazo, ya que la administracion de 0.5 mg/Kg de propranolol aumenté el tiempo que la
cepa SD exploré la ubicacién aprendida respecto de lo obtenido con la dosis de 2 mg/Kg
(anélisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=5.62, gl= 2, P<0.05, seguido de la prueba
de Dunn 0.5 mg/Kg vs. 2.0 mg/Kg, P<0.05; véase la Figura 37A). Cabe destacar que se
obtuvo el efecto contrario para estas mismas dosis en la exploracién de la ubicacién
opuesta (anélisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=5.26, gl= 2, P<0.05, seguido de
la prueba de Dunn 0.5 mg/Kg vs. 2.0 mg/Kg, P<0.05; véase la Figura 37A). En la memoria de
largo plazo no se obtuvieron diferencias significativas entre las dosis de propranolol para la
exploracién en ninguna de las zonas (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis,

P=0.092; véase la Figura 37B).
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Figura 40. Efecto de la administracién de propranolol sobre el tiempo de exploracién en la zona aprendida y
opuesta de los sujetos Sprague-Dawley durante la evaluacién de memoria a corto y largo plazo. A) En la
memoria de corto plazo la dosis de 0.5 mg/Kg de propranolol aumento la exploracion en zona aprendida
respecto de los sujetos administrados con 2 mg/Kg (*P<0.05), el efecto contrarié ocurrié en la exploracién de
la zona opuesta (*P<0.05). B) En la evaluacion de la memoria a largo plazo no se obtuvieron diferencias
significativas. Las barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= corto plazo, LP= largo
plazoy SD= Sprague-Dawley.

En la sublinea de bajo bostezo se obtuvo que los sujetos que recibieron 1 mg/Kg de
propranolol exploraron mas la ubicacién opuesta respecto de la zona aprendida (prueba
de la U de Mann Whitney U=4, t= 32, P<0.01; véase la Figura 38A). En la memoria de largo
plazo se obtuvo que el grupo control y el que recibié la dosis de 2 mg/Kg de propranolol
exploraron significativamente mas la ubicacién opuesta respecto de la aprendida (control:
prueba de la U de Mann Whitney U=4, t= 25, P<0.05; 2 mg/Kg= prueba de la U de Mann
Whitney U=0, t= 28, P<0.001; véase la Figura 38B).
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Figura 41. Tiempo de exploracién en la zona aprendida y opuesta de los sujetos low-yawning controles y
administrados con propranolol durante la evaluacién de memoria a corto y largo plazo. A) En la memoria de
corto plazo la dosis de 1mg/Kg de propranolol aument6 la exploracién en zona aprendida respecto de la
zona aprendida (*P<0.01). B) En la evaluacion de la memoria a largo plazo los sujetos control y los que fueron
administrados con la dosis de 2 mg/Kg de farmaco, exploraron mas la ubicacién opuesta respecto de la
aprendida (control: *P<0.05; 2 mg/kg: ** P<0.01). Las barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos por
grupo. CP= corto plazo, LP=largo plazo y LY= low-yawning.

Al comparar el efecto de las diferentes dosis de propranolol probadas sobre el tiempo de
exploracién en cada una de las zonas: aprendida y opuesta, en la memoria de corto y largo
plazo, solo se obtuvieron diferencias significativas en la prueba de memoria de largo plazo
con la administracién de 1 mg/Kg de propranolol, la cual aumento la exploracion en el area
aprendida respecto de la realizada por los sujetos administrados con 2 mg/Kg (anélisis de
varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=6.20, gl= 2, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn 1
mg/Kg vs. 2 mg/Kg, P<0.05; véase la Figura 39B). Para el area opuesta durante la
evaluacion de la memoria a largo plazo se obtuvo un aumento en la exploracion en los
sujetos que recibieron 2 mg/Kg de propranolol respecto del grupo que recibié 1 mg/Kg

(analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=6.22, gl= 2, P<0.05, seguido de la prueba
de Dunn 1 mg/Kg vs. 2 mg/Kg, P<0.05; véase la Figura 39B).
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Figura 42. Efecto de la administracién de propranolol sobre el tiempo de exploracién en la zona aprendida y
opuesta de los sujetos low-yawning durante la evaluacion de memoria a corto y largo plazo. A) En la memoria
de corto plazo no se obtuvieron diferencias en la exploracién de cada zona por efecto de la administracién de
propranolol (P>0.05). B) La dosis de 1 mg /Kg del farmaco aumenté la exploracion en la zona aprendida
respecto del grupo que recibi¢ la dosis de 2 mg/Kg (*P<0.05) durante la evaluacion de la memoria a largo
plazo, ademas, durante esta etapa en la zona opuesta la administracién de 2 mg/Kg propranolol aumenté la
exploracion de esta zona respecto del grupo administrado con 1 mg/Kg del farmaco. Las barras representan
la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= corto plazo, LP=largo plazoy LY= low-yawning.

El grupo control de la sublinea HY exploré més la ubicacion opuesta respecto de la
aprendida en la evaluacion de la memoria a corto plazo (prueba de la U de Mann Whitney
U=1, t= 16, P<0.05 véase la Figura 40A). En la prueba de memoria de largo plazo se obtuvo
una mayor exploracion en la ubicacién opuesta respecto de la aprendida en los sujetos
control, y los que recibieron con las dosis de 1y 2 mg/Kg de propranolol (control: prueba
de la U de Mann Whitney U=5, t= 26, P<0.05; prueba de la U de Mann Whitney U=3, t= 24,
P<0.05; prueba de la U de Mann Whitney U=0, t= 21, P<0.01; véase la Figura 40B).
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Figura 43. Tiempo de exploracién en la zona aprendida y opuesta de la sublinea high-yawning durante la
evaluacidén de memoria a corto y largo plazo. A) En la memoria de corto plazo el grupo control exploré mas la
ubicacion opuesta respecto de la aprendida (*P<0.05). B) En la evaluacion a largo plazo también hubo una
mayor exploracién del area opuesta en los grupos control y los que fueron administrados con la dosis de 1y 2
mg/Kg de propranolol (*P<0.05). Las barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP=
corto plazo, LP=largo plazo y HY= high-yawning.

Al comparar el efecto de las diferentes dosis de propranolol sobre el tiempo de exploracion
en cada una de las zonas, tanto en la prueba de memoria de corto plazo como en la de
largo plazo, solo en esta Ultima se obtuvo que 2 mg/Kg de propranolol disminuyd el tiempo
que los sujetos HY exploraron la ubicacion aprendida respecto del grupo control (analisis
de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=6.46, gl= 3, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn
control vs. 2 mg/Kg, P<0.05; véase la Figura 41B). De manera contraria, en la exploracion de
la zona opuesta durante la memoria de largo plazo los machos HY que recibieron con esta
dosis de 2 mg7Kg del farmaco exploraron menos tiempo este espacio respecto del grupo

control (andlisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=5.64, gl= 3, P<0.05, seguido de la

prueba de Dunn control vs. 2 mg/Kg, P<0.05; véase la Figura 41B).
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Figura 44. Efecto de la administracién de propranolol sobre el tiempo de exploracién en la zona aprendida y
opuesta de los sujetos high-yawning durante la evaluacién de memoria a corto y largo plazo. A) La
administracion de diferentes dosis de propranolol no generé diferencias, a corto plazo, en el tiempo que de
exploracion que los machos HY realizaron en la zona aprendida u opuesta (P>0.05). B) La dosis de 2 mg /Kg
del farmaco disminuyé la exploracion en la zona aprendida respecto del grupo control (*P<0.05) durante la
evaluacién de la memoria a largo plazo, ademaés, durante esta etapa en la zona opuesta la administracién de
2 mg/Kg propranolol aumenté la exploracion de esta zona respecto del grupo control (*P<0.05). Las barras
representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= corto plazo, LP= largo plazo y LY= high-yawning.

Al comparar entre grupos Sprague-Dawley, LY y HY que recibieron la misma dosis de
propranolol, en la memoria de corto plazo no se obtuvieron diferencias significativas en el
tiempo de exploracion de las zonas aprendida u opuesta (aprendida: analisis de varianza
de Kruskal-Wallis, control P=0.67; 0.5 mg/Kg P=0.23; 1 mg/Kg P=0.26; 2 mg/Kg P=0.91; véase
la Figura 42A, opuesta: analisis de varianza de Kruskal-Wallis, control P=0.68; 0.5 mg/Kg
P=0.43; 1 mg/Kg P=0.27; 2 mg/Kg P=0.85; véase la Figura 42B). En el caso de la memoria de
largo plazo, la dosis de 2 mg/Kg de propranolol disminuy6 el tiempo de exploracién en la
sublinea low-yawning en la zona aprendida, con respecto al grupo control Sprague-Dawley
con la misma dosis (andlisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=6.47, gl= 2, P<0.05,
seguido de la prueba de Dunn SD vs. LY, P<0.05; véase la Figura 42C). En el caso de la zona
opuesta se obtuvo el efecto opuesto, ya que la administracion de 2 mg/Kg de propranolol
aumento el tiempo de exploracion en esta zona respecto del control Sprague-Dawley,
administrado con la misma dosis (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=6.47,

gl=2, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn SD vs. LY, P<0.05; véase la Figura 42D).
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Figura 45. Comparacién entre grupos Sprague-Dawley, low-yawning y high-yawning del efecto de la
administracion de propranolol sobre el tiempo de exploracién en la zona aprendida y opuesta durante la
evaluacién de memoria a corto y largo plazo. A) El tiempo de exploracion en la zona aprendida durante la
memoria de corto plazo no fue diferente entre las dos sublineas y la cepa Sprague-Dawley (P>0.05). B) En la
zona aprendida tampoco se obtuvo una diferencia entre grupos administrados con la misma dosis (P>0.05).
C) En la memoria de largo plazo la administracion de 2 mg/Kg de propranolol en los machos LY disminuyé su
tiempo de exploraciéon en la ubicacion aprendida respecto de la cepa Sprague-Dawley (*P<0.05). D) En la
ubicaciéon opuesta, durante la prueba a largo plazo, la sublinea LY explord durante mas tiempo respecto de la
cepa SD (*P<0.05). Las barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= corto plazo, LP=
largo plazo, SD= Sprague-Dawley, LY= low-yawning y HY= high-yawning.

7.15 Discusion del experimento 4.

Los sujetos de bajo-bostezo control tuvieron un incremento significativo en el nimero de
errores y la latencia de escape durante la evaluacion de la memoria a largo plazo respecto
de la cepa Sprague-Dawley. Resultados que son equivalentes a los previamente obtenidos
para estos grupos de ratas en la misma tarea espacial, pero con un aprendizaje diferente,

administrado durante dos dias y con periodos de pausa de 15 minutos entre los ensayos
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(Diaz, 2019). Es decir que el déficit en la memoria espacial de la sublinea LY respecto de su
cepa de origen es una caracteristica estable que perdura aln cuando se emplean

diferentes protocolos de aprendizaje espacial.

El aprendizaje de la sublinea LY y de la cepa Sprague-Dawley fue retrasado por la
administracion de propranolol 30 minutos antes del entrenamiento, particularmente con la
dosis de 1 mg/Kg para ambos grupos de ratas. Para el caso de la sublinea HY fue solo la
dosis mas alta de propranolol (2 mg/Kg) la que produjo la disminucion de la latencia de
escape y en el nimero de errores respecto del primer ensayo. Resultados que coinciden
con lo previamente reportado en ratones, modelo en el que la administracién de
propranolol (2 mg/Kg) por via intraperitoneal disminuyé la exploracién en el laberinto en Y,
afectando su aprendizaje (Suny cols., 2011). En el caso de la dosis de 0.5 mg/Kg de este
bloqueador adrenérgico, se ha reportado en ratas Sprague-Dawley, que su administracion
30 minutos antes de la prueba de discriminacion incrementd el nimero de errores
cometidos, cuando la memoria se evalud tres semanas después del Ultimo aprendizaje

(Devaugesy Sara, 1991).

Los efectos obtenidos se deben a la funcién que tienen los receptores B-adrenérgicos
sobre la codificacién de la informacion (Floresco y Jentsch, 2011). Por ejemplo, en el
aprendizaje espacial ocurre la liberacion de noradrenalina, por parte del locus coeruleus en
la region CA1 del hipocampo, lo cual promueve la depresién a largo plazo lo que a su vez
favorece la discriminacién espacial (Straube y cols., 2003), se ha mostrado que al
administrar 2 ug de propranolol por via intracerebroventricular antes del entrenamiento el
efecto previo es abatido, es decir se afecta el procesamiento inicial de la informacion

(Lemony cols., 2009).

La memoria de largo plazo de la sublinea LY se afecté con la administracion de 0.5y 2
mg/Kg de propranolol, respecto de la cepa Sprague-Dawley y la sublinea HY. Dornelles y
cols., (2007) administraron 2 mg/Kg de este bloqueador 3-adrenérgico, 15 minutos antes
del entrenamiento en la prueba de reconocimiento de objetos, reportandose un déficit en
la memoria de los sujetos 24 horas después del aprendizaje (Dornelles y cols, 2007). Asi
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mismo, la infusion de 0.1 y 1 pg de propranolol en la amigdala lateral antes del
entrenamiento también afectd la memoria a corto y largo plazo en la prueba de
condicionamiento al miedo, evaluadas 3 horas y 2 dias después del entrenamiento,
respectivamente (Bushy cols., 2010). En base a estos resultados se ha demostrado que en
diferentes pruebas que generan distintos niveles de emocionalidad, y en diferentes
momentos post-entrenamiento, los receptores (3 -adrenérgicos participan en los procesos

de codificaciony consolidacion de la memoria (van Stegeren, 2008).

La ausencia de efectos sobre ambos tipos de memoria en la cepa Sprague-Dawley vy la
sublinea HY podria estar relacionado con las dosis empleadas, ya que la dosis usada con
méas frecuencia ha sido de 10 mg/Kg de propranolol, la cual genera déficits en la
consolidacién de la memoria de reconocimiento de objetos evaluada 24 horas después del
entrenamiento (Villain y cols., 2016); asi como, en el paradigma de condicionamiento al
miedo, esta dosis disminuyé la inmovilidad cuando se evalu6 la memoria 48 horas después
del aprendizaje (Diaz-Mataix y cols., 2017; Gazarini y cols., 2013). También se ha reportado
que la administracion de 25 y 30 mg/Kg de propranolol por via intraperitoneal afect¢ la
memoria espacial y la actividad locomotora, respectivamente, en una prueba de evitacion

espacial (Stuchlik y cols., 2009).

Por otra parte, en pruebas de memoria espacial como es el laberinto acuatico de Morris, las
dosis de 3y 10 mg/Kg de propranolol, administradas antes del aprendizaje no afectaron la
latencia de escape (Deckery cols., 1990), ademas, en esta misma prueba la administracion
de 10y 20 mg/Kg de este B-bloqueador no produjo un efecto sobre la consolidacién de la
memoria (Sabery Cain, 2003). En el laberinto radial de ocho brazos, la administracion de 10
tanto como de 20 mg/Kg de propranolol no afectaron la memoria de los sujetos evaluada
cinco horas después del entrenamiento (Beatty y Rush, 1983). Nuestros resultados
muestran que, en el laberinto de Barnes dosis inferiores a 10 mg/Kg de propranolol pueden
tener efectos sobre la adquisicién y la consolidacién de la memoria. También que en

futuros experimentos en la sublinea de alto bostezo se probaran dosis superiores del B-
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bloqueador, para determinar la participacién de este receptor en su aprendizaje v

consolidaciéon de la memoria.

En relacion a lo anterior, la sensibilidad de la sublinea LY a las dosis de 1y 2 mg/Kg de
propranolol sugieren modificaciones en la expresion de sus receptores adrenérgicos, a esta
posibilidad se le suman aspectos del fenotipo ansioso y depresivo de esta sublinea, ya que
se ha reportado una disminucion en la densidad de los receptores [3-adrenérgicos vy
alteraciones en su union a ligando en pacientes con depresion (Zhangy cols., 2022). En el
caso de la ansiedad el silenciamiento del gen para el receptor B2-adrenérgico en ratones,
incremento la permanencia de los sujetos en el espacio ansiolitico de la caja luz oscuridad
y en el brazo cerrado del laberinto en cruz elevado, es decir aumenté su ansiedad (Zhu'y
cols., 2017). Por ende, una de las perspectivas para la sublinea LY seria determinar la
expresion de sus receptores B-adrenérgicos sobre su fenotipo ansioso y depresivo y cémo

estas caracteristicas se asocian con su aprendizaje y memoria (Ressler y Nemeroff, 2000).

Cabe sefialar que en ninguno de los tres grupos probados se obtuvieron efectos con
ninguna de las dosis de propranolol sobre la memoria de corto plazo. De hecho, Schiff y
cols., (2017) mostraron que en la prueba de condicionamiento al miedo la infusién del
agonista isoproterenol en la amigdala lateral, favorecié la memoria a corto plazo 3 horas
después del entrenamiento, y que este mecanismo dependio de la plasticidad neuronal a
través de receptores AMPA que son permeables al ién calcio, mientras que mejora la
memoria a largo plazo 48 horas después de que ocurrié por la activacion de las cinasas
reguladas por sefiales extracelulares (Schiff y cols., 2017). En este contexto, los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren que con las dosis de 0.5, 1y 2 mg/Kg de propranolol
administradas por via sistémica tienen la capacidad de influir sobre las respuestas

celulares que permiten la consolidacién de informacion espacial a largo plazo.

El sistema noradrenérgico participa en los procesos de flexibilidad cognitiva, ya que a
través de la administracion de inhibidores de la recaptura de noradrenalina como la
atomoxetina, mejora el desempefio de ratas en la prueba de cambio del enfoque de la
atenciéon (Bradshaw y cols., 2016). También se ha demostrado la participacion de los
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receptores [(-adrenérgicos en estos mecanismos, ya que su activacion con el agonista
isoproterenol perjudicéd el desempefio de los sujetos en una prueba reversa en los
laberintos radial y de Barnes, mientras que la administracién de propranolol revirtio este
efecto (Grella y cols., 2021). Adicionalmente, la evidencia sefiala que esta repuesta solo es
inducida por propranolol, ya que la administracion de betaxolol, otro antagonista a los
receptores -adrenérgicos, no generd efectos sobre la flexibilidad cognitiva evaluada en la

prueba de cambio del enfoque de la atencién (Lapiz y Morilak, 2006).

Nuestros resultados mostraron que, en la prueba reversa en el laberinto de Barnes, se
obtuvo que a corto plazo la dosis de 2 mg/Kg de propranolol disminuyé el tiempo de
exploracién de la zona aprendida respecto de la zona opuesta en la cepa Sprague-Dawley.
En las sublineas LY y HY se ha mostrado que la dosis de 1y 2 mg/Kg de este bloqueador
B—adrenérgico las que redujeron dicha variable (véase las Figuras 41y 43). Al ocurrir esta
disminucién aumenté el tiempo de exploracion en la zona opuesta del laberinto, es decir
que los sujetos SD, HY y LY adaptaron su comportamiento para buscar la caja de escape y
poder resolver la tarea, lo cual indica que el propranolol a dichas dosis mejord su

flexibilidad cognitiva.

Los resultados obtenidos coinciden a lo reportado en la literatura, ya que se ha mostrado
que la administracién de 1 mg/Kg de propranolol mejoro la flexibilidad cognitiva de ratas
en la prueba de excavacion, en la cual lo sujetos debia adaptar su comportamiento para
recibir una recompensa (Hechty cols., 2014). De manera similar, en el laberinto acuético de
Morris la administracién subcutanea de 1y 3 mg/Kg de propranolol disminuyo el tiempo
que los sujetos exploraron el cuadrante aprendido respecto de los opuestos (Murchison y
cols., 2004b). El mecanismo propuesto que explica esta respuesta sefiala que la
inactivacion de los receptores B-adrenérgicos permite que el sujeto se desvincule de las
representaciones aprendidas, y pueda reclutar nuevos engramas que permitan la

incorporacion de nueva informacion para adaptar el comportamiento (Grella y cols., 2021).
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7.16 Conclusiones del experimento 4.

1. La sublinea LY fue mas sensible al efecto del propranolol sobre su memoria y
aprendizaje, lo cual sugiere modificaciones en su sefializacién noradrenérgica
respecto de la sublinea HY.

2. La activacion de los receptores 3-adrenérgicos participa en la flexibilidad cognitiva

en ambas sublineas.

7.17 Metodologia experimento 5.

Objetivo especifico.

El objetivo fue el de evaluar el efecto de la administracion periférica de un antagonista a los
receptores a glucocorticoides en la consolidacién de la memoria en el laberinto de Barnes

en los machos de las sublineas de alto y bajo bostezo.

Se formaron de manera sistematica dos grupos experimentales LY, HY y un grupo control:
Sprague-Dawley, cada uno de ellos con seis sujetos por grupo, con un total de 18 ratas.
Para determinar el efecto del antagonismo del receptor a glucocorticoides en el

aprendizaje y memoria a través de la administracion de mifepristona.

Se empled el protocolo propuesto por Vargas-Lopez y cols., (2011) descrito en el
Experimento 4, brevemente este consistid en una fase de adquisicién con ocho ensayos
consecutivos, separados por cuatro minutos entre si y la fase de recuperacion se evaluo¢ 24
horas y 7 dias después del Ultimo ensayo (Vargas-Lopez y cols., 2011). Las pruebas se
realizaron en el mismo cuarto de experimentacion en las mismas condiciones antes
descritas, incluido el laberinto de Barnes, manteniendo las mismas sefiales extra
laberinticas. Todas las pruebas se videograbaron con una cédmara Sony (HDR-PJ260V,
Japon), un total de 12 ensayos por cada sujeto. La conducta se analiz6 con el programa
The Observer XT v.11 (Noldus Technologies, Paises Bajos) bajo el programa Windows 10. Se

evaluo el nimero de erroresy la latencia de escape.
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La administracion de mifepristona se realiz6 inmediatamente al finalizar la fase de
adquisicion en el laberinto de Barnes a seis sujetos de cada grupo experimental, se empled
la dosis de 10 mg/Kg en un volumen de 1 mL, el farmaco fue disuelto en 100 % de etanol y
posteriormente en solucion salina al 0.9 %, la concentracion final de etanol fue de un 2%
(Oitzl y de Kloet, 1992; Peeters y cols., 2004; Roozendaal y McGaugh, 1997b). Los seis sujetos

restantes de cada grupo recibieron 1 mL/Kg de la solucién vehiculo.
7.17.1 Analisis estadistico.

Después de obtener los promedios de cada variable en cada ensayo se verificd que ambos
parametros cumplieran con los supuestos de normalidad y de homogeneidad de varianzas
a través de las pruebas de Shapiro-Wilk y de Levene, respectivamente. Al no cumplirse

dichos requisitos los datos fueron evaluados con estadistica no paramétrica.

Para determinar diferencias entre los ensayos de la fase de adquisicién se aplico un analisis
de varianza de medidas repetidas de rangos a cada variable de cada grupo experimental,
seguido de una prueba de Tukey. Adicionalmente, el Ultimo ensayo de la fase de
adquisicion se compard con los dias de evaluacién de la memoria utilizando la misma

prueba antes mencionada.

Se realiz6 un analisis de varianza de rangos para determinar diferencias entre grupos y otro
para determinar efectos de la inhibicién de la sefializacion por glucocorticoides sobre la
memoria espacial. De obtenerse diferencias significativas se realizé una prueba de Dunn. El
analisis estadistico de los datos, y el graficado de los mismos se realizd con el programa
Sigma-Plot versién 11.0 para Windows 10. En todos los analisis estadisticos el nivel de

significancia fue de P<0.05.
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7.18. Resultados experimento 5.

7.18.1 Latencia de escape y numero de errores en el entrenamiento y

pruebas de memoria.

En la latencia de escape no se obtuvieron diferencias significativas al comparar el Gltimo
entrenamiento con ambos tipos de memoria para ninguno de los grupos Sprague-Dawley,
LY o HY controles o los grupos que fueron administrados con 10 mg/Kg de mifepristona
(prueba de Friedman de rangos de medidas repetidas, SD: P=0.94; LY: P=0.57; HY: P=0.18;
véase la Tabla 4). En el nimero de errores cometidos por la sublinea HY administrada con
mifepristona, se obtuvo un incremento significativo de esta variable durante la evaluacion
de la memoria a largo plazo, respecto del Ultimo entrenamiento (prueba de Friedman de
rangos de medidas repetidas, x*=7.52, gl=2, P<0.05, seguido de la prueba de Tukey, E8 vs.
MLP, P<0.05; véase Figura 13A). En resto de los grupos control o los sujetos SD y LY que
fueron administrados con mifepristona, no se obtuvieron diferencias significativas (prueba

de Friedman de rangos de medidas repetidas, SD: P=0.52; LY: P=0.57; véase la Tabla 4).
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Tabla 4. Comparacién del nimero de errores y la latencia de escape en el Ultimo
entrenamiento respecto del ensayo de evaluacién de la memoria en sujetos controles y

administrados con mifepristona.

Tratamiento

Latencia de escape

Grupo
(10 mg/Kg) ES McP MLP
Control 1476 +4.77 14.3+6.05 18.5+6.63
P Mifepristona 6.98 + 1.55 13.01+4.7 6.87+0.73
Control 1859+ 741 19.86+7.48 12.4+529
o Mifepristona 16.78 +7.02 13.89+2.64 33.87+11.7
Control 10.44 £2.79 24.06+4.69 1891+4.19
Y Mifepristona 11.03+3.05 1099+ 1.29 37.29+9.18
Numero de errores
E8 MCP MLP
Control 4.83+1.49 2.33+1.66 533+2.96
>0 Mifepristona 24+1.03 2.83+1.53 05+05
Control 533+1.52 3.66+0.55 6.33+1.87
o Mifepristona 3.66+1.89 3.28+0.77 7.85+2.21
Control 1.33+0.98 3.66+0.55 6.33+1.87
" Mifepristona 1.66+0.61 3.66+2.29 9.5+1.87*

SD= Sprague-Dawley, LY=low-yawning, HY= high-yawning, E8= ensayo 8, MCP= memoria de
corto plazo, MLP= memoria de largo plazo. Nimero de errores: HY mifepristona MLP # E8

(*P<0.05). Los resultados son la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo.

7.18.2 Evaluacion de la memoria de corto y largo plazo en presencia de la

caja de escape.

7.18.2.1 Latencia de escape.

En la evaluacién de la memoria a corto plazo se obtuvo una diferencia significativa en el

grupo HY, después de la administracién de 10 mg/Kg de mifepristona la cual disminuy? la

latencia de escape respecto del grupo control (prueba de la U de Mann Whitney U=0, t=

45.00, P<0.01; véase la Figura 43A). En los grupos Sprague-Dawley y LY no se obtuvieron
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diferencias significativas en esta evaluacion a corto plazo (prueba de la U de Mann Whitney,

SD P=1; LY P=0.62).

En la evaluacion de la memoria a largo plazo el grupo LY administrado con mifepristona se
obtuvo un incremento significativo en la latencia de escape respecto del grupo LY control
(prueba de la U de Mann Whitney U=2, t= 55.00, P<0.01; véase la Figura 43B). En los grupos
Sprague-Dawley y HY no se obtuvieron diferencias significativas por efecto de la

administracion de mifepristona (prueba de la U de Mann Whitney, SD P=0.62; LY P=0.25).
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Figura 46. Latencia de escape en la evaluacién de memoria a corto y largo plazo de los grupos Sprague-
Dawley, low-yawning y high-yawning administrados con mifepristona. A) El grupo HY administrado con 10
mg/Kg de mifepristona mostré una disminucion en la latencia de escape respecto de su grupo control,
resultado que indica una mejora en su memoria de corto plazo (**P<0.01). B) La administracién de
mifepristona en la sublinea LY, durante la evaluacién a largo plazo, aumentd significativamente la latencia de
escape, respecto de su grupo control (**P<0.01). Las barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos por
grupo. CP= corto plazo y LP=largo plazo.

Al comparar entre los diferentes grupos Sprague-Dawley, y ambas sublineas LY y HY
administrados con mifepristona o vehiculo, se obtuvieron diferencias significativas en la
evaluacion de la memoria a largo plazo, entre los grupos control de la sublinea HY se
obtuvo un aumento en su latencia de escape respecto del grupo LY (analisis de varianza de
rangos de Kruskal-Wallis H=7.61 gl= 2, P<0.05, seguido de la prueba de Tukey HY vs. LY,
P=0.021; véase la Figura 44A). En el caso de los grupos administrados con mifepristona en

ambas sublineas se obtuvo un incremento en su latencia de escape respecto de la cepa
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Sprague-Dawley (anélisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=10 gl= 2, P<0.01,
seguido de la prueba de Tukey HY vs. SDy LY vs. SD, P=0.049; véase la Figura 44B).
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Figura 47. Latencia de escape en la evaluacién de memoria a corto y largo plazo de los grupos Sprague-
Dawley, low-yawning y high-yawning administrados con mifepristona. A) Entre los grupos control y en la
evaluacién a largo plazo se obtuvo un incremento en la latencia de escape en el grupo HY respecto del LY
(*P<0.05). B) La administracién de mifepristona en la sublinea LY y HY, durante la evaluacién a largo plazo,
aumenté significativamente la latencia de escape, respecto de su grupo control Sprague-Dawley (*P<0.01).
Las barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. MIF=mifepristona, CP= corto plazo y LP=
largo plazo.

Al comprar entre los tipos de memoria, en los grupos control se obtuvo que la sublinea LY
disminuyd su latencia de escape durante la evaluacién a largo plazo respecto de la
memoria de corto plazo (prueba de la U de Mann Whitney U=4, t= 53.00, P<0.05; véase la
Figura 45A). Entre los grupos administrados con 10 mg/Kg de mifepristona la sublinea HY
fue la que obtuvo un incremento en la latencia de escape en la evaluacion de la memoria a

largo plazo, respecto de la de corto plazo (prueba de la U de Mann Whitney U=4.5, t= 25.00,
P<0.05; véase la Figura 45B).
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Figura 48. Latencia de escape, comparacion entre la evaluacion de memoria a corto y largo plazo de los
grupos Sprague-Dawley, low-yawning y high-yawning administrados con mifepristona. A) En los grupos
control LY hubo una mejora en su memoria a largo plazo, al disminuir la latencia de escape respecto de la
evaluacién a corto plazo, (*P<0.05). B) La administracién de mifepristona en la sublinea HY, durante la
evaluacioén a largo plazo, aumentd significativamente la latencia de escape, respecto de la evaluacion a corto
plazo (*P<0.05). Las barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= corto plazo y LP=
largo plazo.

7.18.2.2 NUmero de errores

Al comparar el nimero de errores realizados entre los sujetos Sprague-Dawley, LY y HY a los
que se les administré 10 mg/Kg de mifepristona o vehiculo no se obtuvieron diferencias
significativas en la evaluacién de la memoria a corto plazo (prueba de la U de Mann
Whitney, SD: P=0.39; LY: P=0.39; HY: P=0.39; véase la Figura 46A), y en la prueba de memoria
a largo plazo (prueba de la U de Mann Whitney, SD: P=0.35; LY: P=0.93; HY: P=0.24; véase la
Figura 46B).
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Figura 49. Nimero de errores en la evaluacidon de memoria a corto y largo plazo de los grupos Sprague-
Dawley, low-yawning y high-yawning administrados con mifepristona. A) La administracién de 10 mg/Kg de
mifepristona no modifico el nimero de errores cometidos en ninguno de los grupos durante la evaluacién a
corto plazo, en comparacién al vehiculo (P>0.05). B) La administracién de mifepristona en la cepa Sprague-
Dawley generd una disminucién no significativa en el nimero de errores durante la evaluacién de la memoria
a largo plazo (P>0.05). Las barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= corto plazoy
LP=largo plazo.

Al comparar entre los grupos Sprague-Dawley, LY y HY controles no se obtuvieron
diferencias significativas en el nimero de errores cometidos durante la evaluacién de
memoria de corto plazo y tampoco en la memoria a largo plazo (anélisis de varianza de
rangos de Kruskal-Wallis, corto plazo: P=0.23; largo plazo: P=0.74; véase la Figura 47A). En
las comparaciones realizadas entre los grupos administrados con el bloqueador del GR, en
la memoria de largo plazo la sublinea HY cometid mas errores para encontrar la caja de
escape respecto de la cepa Sprague-Dawley (anélisis de varianza de rangos de Kruskal-

Wallis H=6.91, gl= 2, P<0.05, seguido de la prueba de Dunn HY vs. SD, P<0.05; véase la Figura
47B).
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Figura 50. Nimero de errores en la evaluacién de memoria a corto y largo plazo, comparacién entre los
grupos Sprague-Dawley, low-yawning y high-yawning, controles y administrados con mifepristona. A) En los
grupos control no se obtuvieron diferencias significativas en el nimero de errores en ninguna de las pruebas
de memoria(P>0.05). B) La administracién de 10 mg/Kg de mifepristona en la sublinea HY generd un aumento
significativo en el nimero de errores durante la evaluaciéon de la memoria a largo plazo, respecto de la cepa
Sprague-Dawley (*P<0.05). Las barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. MIF=
mifepristona, CP= corto plazoy LP=largo plazo.

Al comparar el nUmero de errores cometidos entre ambas evaluaciones de la memoria, no
se obtuvieron diferencias entre los grupos control en ninguna de las evaluaciones (prueba
de rangos de Wilcoxon, SD: P=0.37; LY: P=0.18; HY: P=0.52; véase la Figura 49A). En el caso de
los grupos administrados con 10 mg/Kg de mifepristona se obtuvo un incremento en el
numero de errores cometidos durante la evaluacion de la memoria a largo plazo respecto
de la memoria de corto plazo en los grupos HY y LY, sin ser significativo (prueba de rangos
de Wilcoxon, LY: P=0.21; HY: P=0.12; véase la Figura 48B). En la cepa SD, se obtuvo lo
contrario, ya que la mifepristona generé una disminucion en el nimero de errores en la

memoria a largo plazo respecto de la memoria a corto plazo, sin ser significativo (prueba

de rangos de Wilcoxon, P=0.25; véase la Figura 48B).
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Figura 51. Comparacién del nimero de errores entre ambas evaluaciones de la memoria; a corto y largo
plazo, grupos controles y administrados con mifepristona. A) En los grupos control no se obtuvieron
diferencias significativas en el nimero de errores en ninguna de las pruebas de memoria (P>0.05). B) La
administracion de 10 mg/Kg de mifepristona en las sublineas LY y HY generd un aumento no significativo en
el nimero de errores durante la evaluacién de la memoria a largo plazo, respecto de la prueba a corto plazo
(P>0.05). Las barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. MIF= mifepristona, CP= corto
plazoy LP=largo plazo.

7.18.3 Evaluacion de la memoria de corto y largo plazo en ausencia de la
caja de escape.

7.18.3.1Tiempo de exploracion en la ubicacion aprendida y opuesta.

El grupo control Sprague-Dawley tuvo un incremento en el tiempo que explord la zona
opuesta respecto de la ubicacion aprendida de la caja de escape, en la evaluacion de la
memoria a largo plazo (prueba de la U de Mann Whitney U=0, t= 21.00, P<0.01; véase la
Figura 49A). En los sujetos que se les administro 10 mg/Kg de mifepristona tanto en la
memoria de corto y largo plazo se obtuvo un aumento en el tiempo de exploracion en la
zona opuesta respecto de la ubicacion aprendida de la caja de escape (corto plazo: prueba
de la U de Mann Whitney U=4, t= 25.00, P<0.05; largo plazo: prueba de la U de Mann Whitney
U=0, t= 15.00, P<0.01; véase la Figura 49B).
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Figura 52. Tiempo de exploracién de la zona aprendida y opuesta de la cepa Sprague-Dawley control y
administrada con mifepristona, durante la evaluacién de la memoria a corto y largo plazo. A) En los grupos
control solo en la memoria de largo plazo se obtuvo un aumento significativo en el tiempo de exploracién en
la ubicacién opuesta respecto de la aprendida (**P<0.01). B) En los sujetos administrados con 10 mg/Kg de
mifepristona, en ambas evaluaciones de la memoria los sujetos invirtieron més tiempo explorando la
ubicaciéon opuesta respecto de la aprendida (CP: *P<0.05; LP: **P<0.01). Las barras representan la media + E.
E. M. de seis sujetos por grupo. MIF= mifepristona, CP= corto plazoy LP=largo plazo.

En la cepa Sprague-Dawley, al comparar el grupo administrado con mifepristona con su
respectivo grupo control, no se obtuvieron diferencias significativas en el tiempo de
exploracién en cada una de las zonas, en la memoria de corto y largo plazo (prueba de la U
de Mann Whitney, corto plazo zona aprendida: P=0.48; corto plazo zona opuesta: P=0.48;
largo plazo zona aprendida: P=0.93; largo plazo zona opuesta: P=0.93; véanse las Figuras

50Avy B).
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Figura 53. Efecto de la mifepristona sobre el tiempo de exploracién de la zona aprendida y opuesta realizado
por la cepa Sprague-Dawley, durante la evaluacion de la memoria a corto y largo plazo. A) La administracién
de 10 mg/Kg de mifepristona no modificé el tiempo de exploracién invertido en cada una de las areas
durante la evaluacion de la memoria a corto plazo (P>0.05). B) En la evaluacion de la memoria a largo plazo
tampoco se obtuvieron diferencias significativas por efecto de la mifepristona para ninguna de las zonas
exploradas (P>0.05). Las barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= corto plazoy
LP=largo plazo.

En el grupo control de la sublinea LY se obtuvo un incremento significativo en el tiempo de
exploracion de la zona opuesta respecto de la ubicacion aprendida, en la memoria a largo plazo
(prueba de la U de Mann Whitney U=0, t= 21.00, P<0.01; véase la Figura 51A). En el grupo
administrado con mifepristona no se obtuvieron diferencias significativas en la exploracion
de ninguna de las zonas, ni tampoco en ninguna de la memoria de corto y largo plazo
(prueba de la U de Mann Whitney, corto plazo: P=0.90; largo plazo: P=0.09; véase la Figura
51B).
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Figura 54. Tiempo de exploracién en la zona aprendida y opuesta de la sublinea LY durante la evaluacién de
la memoria a corto y largo plazo. A) En el grupo control se obtuvo un aumento significativo de la exploracién
en la zona opuesta respecto la aprendida durante la evaluacion de la memoria a largo plazo (**P<0.05). B) En
el grupo administrado con mifepristona no se obtuvieron diferencias significativas al comprar entre zonas, en
ninguna de las evaluaciones de la memoria (P>0.05). Las barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos
por grupo. MIF= mifepristona, CP= corto plazo y LP=largo plazo.

Al comparar el tiempo de exploracién invertido en la zona aprendida y en la opuesta entre
los grupos LY control y los que recibieron mifepristona, en la evaluacion de la memoria a
largo plazo se obtuvo que el farmaco aumenté significativamente el tiempo de exploracién
en la zona aprendida respecto del grupo administrado con el vehiculo (prueba de la U de
Mann Whitney U=0, t= 21.00, P<0.01; véase la Figura 52B). En cuanto a la zona opuesta, la
mifepristona disminuyé el tiempo de exploracion en esta zona respecto del grupo control
(prueba de la U de Mann Whitney U=0, t= 63.00, P<0.01; véase la Figura 52B). En la sublinea
LY el bloqueador del receptor a glucocorticoides mejord la memoria a largo plazo de los

sujetos, afectando su flexibilidad cognitiva.
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Figura 55. Efecto de la administracion de mifepristona en la sublinea LY sobre el tiempo de exploracién en la
zona aprendida y opuesta durante la evaluacién de la memoria a corto y largo plazo. A) En la evaluacién de
la memoria a corto plazo no se obtuvieron diferencias significativas sobre el tiempo de exploracién en cada
zona, por efecto de la administracién de 10 mg/Kg de mifepristona (P<0.05). B) La administracién del
bloqueador mifepristona aumenté la exploracién en la zona aprendida (**P<0.01) y por el contrario
disminuyé esta variable en la zona opuesta (**P<0.01), respecto del control administrado con el vehiculo. Las
barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= corto plazoy LP= largo plazo.

En la sublinea HY se obtuvo un incremento significativo en el tiempo de exploracion de la
ubicacion opuesta respecto de la aprendida en los sujetos que recibieron mifepristona,
tanto en la memoria de corto como de largo plazo (corto plazo: prueba de la U de Mann
Whitney U=1, t= 22.00, P<0.01; de largo plazo: prueba de la U de Mann Whitney U=4, t=
25.00, P<0.05; véase la Figura 53B). En el grupo control las ratas HY no se obtuvieron
diferencias significativas en la exploracion entre ambas zonas y en ninguna de las
evaluaciones de la memoria a corto o largo plazo (prueba de la U de Mann Whitney, corto

plazo: P=0.28; largo plazo: P=0.39; véase la Figura 53A).
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Figura 56. Tiempo de exploracién en la zona aprendida y opuesta en sujetos HY control y administrados con
mifepristona durante la evaluaciéon de la memoria a corto y largo plazo. A) En el grupo control no se
obtuvieron diferencias significativas en la exploracion por zonas en ninguna de las evaluaciones de la
memoria (P>0.05). B) En el grupo administrado con mifepristona ocurrié un aumento de la exploracién en la
zona opuesta respecto de la aprendida durante la evaluacion a corto (**P<0.01) y largo plazo (*P<0.05). Las
barras representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= corto plazoy LP= largo plazo.

Al comparar los grupos HY control respecto de las que recibieron 10 mg/Kg de mifepristona

no se obtuvieron diferencias significativas en el tiempo de exploracion de cada zona en

ninguna de las evaluaciones de la memoria de corto (prueba de la U de Mann-Whitney,

aprendida: P=0.48; opuesta: P=0.95; véase la Figura 54A) o de largo plazo (prueba de la U de

Mann-Whitney, aprendida: P=0.69; opuesta: P=0.63; véase la Figura 54B).

148



A HY -CP B HY - LP

- 140 - 140 -
o) (=] Ct_)ntrql
6 120 4 120 - mmm Mifepristona
©
o E 100 - 100
S 380 80
G}
o N 60 4 60 -
°5
8_ o 40 - 40
£ 20 20 -
2
Ll 0 0 -

Aprendida Opuesta Aprendida Opuesta

Zonas Zonas

Figura 57. Efecto de la administracién de mifepristona en la sublinea HY, sobre el tiempo de exploracién de la
zona aprendida y opuesta durante la evaluacién de la memoria a corto y largo plazo. A) En la evaluacién de la
memoria a corto plazo no se obtuvieron diferencias significativas en la exploracion por zonas entre el grupo
control y el administrado con mifepristona (P>0.05). B) La mifepristona no modificé el tiempo de exploracion
en cada una de las zonas, respecto del grupo control administrado con el vehiculo (P>0.05). Las barras
representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. CP= corto plazoy LP=largo plazo.

Al comparar entre los grupos control Sprague-Dawley, LY y HY, no se obtuvieron diferencias
significativas en el tiempo que exploraron cada una de las zonas en ninguna de las
evaluaciones de la memoria a corto o de largo plazo (anélisis de varianza de Kruskal-Wallis
P>0.05; véanse las Figuras 55A y B). Al comparar entre los grupos Sprague-Dawley, LY y HY
administrados con mifepristona, se obtuvieron diferencias significativas en la memoria a
largo plazo; la sublinea LY explordé mas la zona aprendida respecto del grupo Sprague-
Dawley (analisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=7.77, gl= 2, P<0.05, seguido de la
prueba de Tukey LY vs. SD, P<0.05; véase la Figura 55D). En la exploracion de la zona
opuesta se obtuvo el resultado contrario, la cepa Sprague-Dawley exploré mas esta zona
respecto de la sublinea LY (anélisis de varianza de rangos de Kruskal-Wallis H=7.6, gl= 2,

P<0.05, seguido de la prueba de Tukey SD vs. LY, P<0.05; véase la Figura 55D).
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Figura 58. Tiempo de exploracidn de las ratas Sprague-Dawley, LY y HY en las zonas aprendida y opuesta
durante la evaluacién de la memoria a corto y largo plazo. A) En los grupos control a corto plazo no se
obtuvieron diferencias significativas en la exploracion que realizaron en cada zona (P>0.05). B) En la
evaluacién a largo plazo, tampoco se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos control en la
exploracion que realizaron a cada zona (P>0.05). C) A corto plazo, en los grupos administrados con
mifepristona no se obtuvieron diferencias significativas entre grupos (P>0.05). D) En la evaluacion de la
memoria a largo plazo la sublinea LY exploréd mas la ubicacién aprendida respecto de la cepa Sprague-
Dawley (P<0.05) y en la evaluacién a largo plazo ocurrié el comportamiento opuesto (P<0.05). Las barras
representan la media + E. E. M. de seis sujetos por grupo. C=control, MIF= mifepristona, CP= corto plazo y LP=
largo plazo.

7.19 Discusion del experimento 5.

La administracién de mifepristona al finalizar el entrenamiento en el laberinto de Barnes
afectd la memoria de largo plazo en la sublinea LY, al aumentar la latencia de escape
respecto de su control, mientras que en las ratas HY se obtuvo el mismo efecto al
incrementarse el niUmero de errores respecto del Gltimo entrenamiento. Estos resultados
son similares a lo reportado en una prueba de condicionamiento, donde la administracién

intracerebroventricular de 100 ng de mifepristona antes del entrenamiento disminuyé el
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porcentaje de inmovilidad 24 horas y 7 dias después del aprendizaje (Cordero y Sandi,
1998). De igual manera en la prueba de memoria espacial del laberinto acuatico de Morris,
esta via de administracion y dosis aplicada después de la primera sesion de entrenamiento
afectd el desempefio de los sujetos cuando reingresaron al laberinto 24 horas después

(Oitzl y de Kloet, 1992).

En estudios genéticos se ha determinado que los déficits en la consolidacién de la
memoria producidos por el bloqueo del receptor para glucocorticoides con mifepristona
se deben a la represion de la transcripcién de genes. Buurstede y cols., (2002) mostraron
que la administracion sistémica de mifepristona inmediatamente después del
entrenamiento en la prueba de condicionamiento al miedo acUstico, afectd la
consolidacién de la memoria cuando se evalla 24 horas después, lo que se relaciond con
la ausencia de expresién de ocho genes, lo cuales son: Fkbp5, Cx3crl, Laol, Mthfd2, Pnpla2,
Wbpll, Nrros e Irak2, que estarian involucrados en cémo el receptor a glucocorticoides
promueve la consolidacion de la memoria (Buurstede y cols., 2022). Por ejemplo, el ratdon
knockout del gen Cx3crl expresa déficits en su memoria evaluada en el laberinto acuatico
de Morris y la prueba de reconocimiento de objetos, a la par dicha inactivacién del gen
reduce el comportamiento ansioso y depresivo de estos sujetos en el campo abierto y la

prueba de nado forzado, respectivamente (Liu y cols., 2020).

En el caso de la memoria de corto plazo, solo en la sublinea HY se obtuvo una reduccién de
la latencia de escape respecto del control, es decir que el antagonista para el receptor a
glucocorticoides favorecio este tipo de memoria. Este resultado no ha sido reportado con
anterioridad en la literatura, una posible explicacion podria ser que la mifepristona puede
actuar también como agonista parcial del receptor para glucocorticoides (Schulz y cols.,
2002), y de esta manera mejord la memoria en el grupo HY. Aunque los efectos agonisticos
de mifepristona sobre la memoria tampoco se han reportado, otro modulador del receptor
a glucocorticoides con funcién de activador y bloqueador; es el compuesto C108297, se ha
reportado que tiene efectos favorecedores sobre la consolidacion de la memoria, al

aumentar la latencia de retencion en la prueba de evitacién inhibitoria (Zalachoras y cols,,
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2013). En futuros experimentos es necesario determinar si la funcion agonistica de la
mifepristona en la consolidacién se debe a la dosis usada o a la emocionalidad que la

prueba de memoria genera en los sujetos.

La ausencia de efectos del tratamiento con mifepristona en ambas evaluaciones de la
memoria de la cepa Sprague-Dawley, también se ha reportado previamente; Donley y cols.,
(2005) administraron a ratas de esta cepa tres dosis periféricas de mifepristona; 10, 20 y 30
mg/Kg, una hora antes del entrenamiento en la prueba de condicionamiento al miedo y no
se obtuvieron efectos del tratamiento en el aprendizaje o en la recuperacién de la memoria
(Donley y cols., 2005). Estos autores interpretaron sus resultados en base a que tan solo un
26% del farmaco esta biodisponible en el cerebro de ratas, lo cual reduce la capacidad del
bloqueo del receptor para generar efectos a nivel central (Heikinheimo y Kekkonen, 1993).
Sin embargo, en otro estudio se ha mostrado que la dosis de 10 mg/Kg de mifepristona
administrada por via subcuténea tiene la capacidad de cruzar la barrera hematoencefélica

y generar efectos en el cerebro (Llaguno-Munive y cols., 2020).

Las comparaciones entre grupos mostraron que las sublineas HY y LY fueron
significativamente mas sensibles al tratamiento con mifepristona respecto de su cepa de
origen Sprague-Dawley. Estos resultados sugieren diferencias en la expresion de los
receptores para glucocorticoides. En un modelo de consumo excesivo de alcohol en
ratones la administracion de mifepristona redujo la ingesta de esta sustancia, pero no asi
en su cepa de origen. Esta incrementada sensibilidad al antagonismo del GR se relacioné
con una baja expresion del receptor en el cerebro de los sujetos asi como de la proteina
chaperona FKBP51, la cual es el resultado de la expresion candnica de la activacion del GR

(Savaresey cols., 2022).

Con relacién al modelo antes descrito, la linea de ratas marchigiana de Cerdefia con
preferencia a el alcohol (msP; de sus siglas en inglés) expresa una alta sensibilidad a
estresores aunado a un excesivo consumo de alcohol, ademas de un incremento en la
fosforilacién de su receptor a glucocorticoides en la amigdala central, siendo este Ultimo el
mecanismo principal a través del cual la corticosterona media la activacion de la
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transcripcion génica (Natividad y cols., 2021). Es factible citar estos reportes ya que, en un
protocolo de auto consumo de alcohol administrado durante cuatro semanas, la sublinea
LY consumio significativamente mas etanol respecto del grupo HY (Fierro-Rojas, 2020).
Considerando este resultado, asi como los efectos de la mifepristona obtenidos en este
trabajo, seria viable evaluar en futuros experimentos la expresion del receptor a
glucocorticoides, asi como los productos de su activacién; como lo es la proteina FKBP51,
en areas involucradas con la respuesta al estrés, como lo son la amigdala o el hipocampo,

mismas que intervienen en los procesos de memoria y aprendizaje.

Los sujetos Sprague-Dawley y high-yawning que recibieron mifepristona y se evalué su
memoria a cortoy largo plazo exploraron durante mas tiempo la zona opuesta respecto de
la zona aprendida, lo cual indica que su flexibilidad cognitiva se beneficié del bloqueo del
receptor a glucocorticoides. Sin embargo, en ambos grupos no se obtuvieron diferencias
significativas respecto del control. Previamente se ha reportado que la administracion de
mifepristona genera diferencias sutiles y no significativas en las pruebas reversas, razén por
la cual se ha propuesto que el receptor GR no participa activamente en los procesos de
flexibilidad cognitiva (Thaiy cols., 2013), aunque si modula la consolidacién de la memoria

(Oitzl y cols., 1998).

En el grupo control de la sublinea LY obtuvimos a largo plazo una mayor exploracion de la
zona opuesta respecto de la aprendida, es decir que su flexibilidad cognitiva estuvo
incrementada, este resultado coincide con lo reportado por Huzard y cols., (2020) quienes
mostraron que una linea de ratas con una alta respuesta a los estresores resolvié con
mayor rapidez una prueba reversa en el laberinto acuatico de Morris (Huzard y cols., 2020).
En los sujetos LY administrados con mifepristona no se obtuvieron diferencias en la
exploracion de cada zona, lo cual indica que el antagonismo del receptor a
glucocorticoides disminuyé la exploracién en la ubicacion opuesta. Al comparar el
tratamiento con mifepristona respecto a sus controles, la mifepristona aumento el tiempo
de exploracion en la ubicacion aprendida, es decir la mifepristona afecté la flexibilidad

cognitiva en la sublinea de bajo bostezo.
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El resultado anterior es llamativo ya que previamente se ha reportado que la
administracion de 10 mg/Kg de mifepristona mejora la flexibilidad cognitiva en una prueba
de discriminacién en los sujetos Long-Evans control, asi como en los que fueron estresados
previo a la prueba y por ende tenian mayores niveles de corticosterona (Bryce y Howland,
2015). Lo cual sugiere que la sublinea LY podria tener una modificacién en la expresién o
sefializacién del receptor a glucocorticoides, lo cual estuviera influyendo sobre la
flexibilidad de su comportamiento, aspecto que se encuentra aunado a que en las
comparaciones entre grupos la mifepristona aumentara la exploracion en el area

aprendida de esta sublinea respecto a lo obtenido en la cepa Sprague-Dawley.

7.20 Conclusiones del experimento 5.

1. La memoria espacial de largo plazo de la sublineas LY y HY fue més sensible a los
efectos del bloqueo del receptor a glucocorticoides respecto de la cepa Sprague-
Dawley.

2. La flexibilidad cognitiva de la sublinea LY es regulada por la actividad del receptor a

glucocorticoides.

8. Discusion general.

La sublinea low-yawning expresé una memoria de reconocimiento de objetos eficiente y
por otro lado déficits en su memoria espacial evaluado en el laberinto de Barnes, mientras
que la sublinea HY se desempefi6 adecuadamente en ambas pruebas. Este hallazgo es
relevante, y sugiere que las sublineas tienen diferencias funcionales en la corteza perirrinal
y el hipocampo, que son las areas involucradas en el procesamiento de la memoria de
reconocimiento y la espacial, respectivamente (Broadbent y cols., 2004; Kesner y cols.,

2001).

Ambos tipos de memoria requieren de la neurotransmisién dopaminérgica, ya que la
administracion del antagonista SCH23390 para el receptor D1 en la corteza perirrinal
afecté la memoria de reconocimiento respecto del grupo control (Balderas y cols., 2013),
aunado a que la deplecién de dopamina a través de lesiones con 6-hidroxidopamina en la
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zona central del nicleo accumbens, disminuyé la memoria de reconocimiento de un grupo
de ratas, mientras que la lesién realizada en la corteza del nucleo accumbens generd
déficits en la memoria espacial (Nelson y cols., 2010). Dado que la sublinea HY expresa una
mayor cantidad de receptores a dopamina D1 en el caudado putamen (Diaz-Romero y
cols., 2005), y considerando los antecedentes expuestos, es factible considerar que su
mejor memoria espacial respecto de la sublinea LY esta relacionada a esta caracteristica.
Para comprobar esta hipotesis, en futuros experimentos se realizara la administracion de

antagonistas dopaminérgicosy se evaluara la memoria espacial de ambas sublineas.

Otro neurotransmisor involucrado ampliamente en los procesos de memoria y aprendizaje
es la acetilcolina (Huang y cols., 2022), el cual modula diferencialmente la memoria
espacial y no espacial, ya que se ha reportado que en ratas la eliminacién de los grupos
celulares colinérgicos del septum medial y la banda diagonal vertical de Broca afectaron la
memoria espacial de los sujetos, mientras que la eliminacion de las neuronas colinérgicas
en el nucleo basal de Meynert disminuyé solamente la memoria de reconocimiento de
objetos (Okada y cols., 2015). Es relevante este reporte, ya que la sublinea HY expresa un
tono colinérgico incrementado respecto de la sublinea LY, dado que el bostezo requiere
una regulacion dopaminérgica inhibitoria y colinérgica excitatoria y que las ratas HY
requieren de una menor dosis de pilocarpina para aumentar su frecuencia de bostezo
respecto de la sublinea LY (Urba-Holmgren y cols., 1993), es probable que la mejor
memoria espacial de la sublinea HY respecto del grupo LY esté relacionada con su

incrementada neurotransmision colinérgica.

Los experimentos tres, cuatro y cinco permitieron determinar el efecto individual de la
sefializacién por noradrenalina y glucocorticoides en la consolidacion y recuperacién de la
memoria de las sublineas low-yawning, high-yawning y de la cepa Sprague-Dawley. Se ha
descrito que en las interacciones que establecen ambas hormonas para influir en la
memoria, la noradrenalina tiene un efecto modulador sobre la sefial ejercida por los
glucocorticoides, por ejemplo, al entrenar a sujetos en la prueba de reconocimiento de

objetos la administracion sistémica de 1y 3 mg/Kg de corticosterona favorecié la
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memoria, aunque cuando se coadministré con 3 mg/Kg de propranolol disminuyd

significativamente el indice de reconocimiento del objeto novedoso (Bahtiyary cols., 2020).

La modulacion noradrenérgica depende de la activacion en la amigdala basolateral, ya que
la infusion de los antagonistas 3-adrenérgicos propranolol, atenolol, o zinterol en esta zona
antes del entrenamiento bloqued el efecto favorecedor en la memoria inducido por la
administracion sistémica de dexametasona (Quirarte y cols., 1997). Estos antecedentes son
relevantes dado que las dosis baja y media de corticosterona que fue administrada en la
sublinea LY antes de la recuperacion de la memoria, en lugar de afectar su desempefio
generd una tendencia a su mejora, lo cual podria ser producto de modificaciones en su

respuesta adrenérgica en la amigdala basolateral.

A este respecto, diferencias en el sistema noradrenérgico central en sujetos con respuestas
incrementadas al estrés como en las ratas Fischer 344, un modelo animal caracterizado por
la hiperreactividad de su eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) ante estresores (Vodicka y
cols., 2020), las cuales tienen una menor expresién del gen del receptor axe-adrenérgico en
el hipocampo, asi como mayor expresion de la enzima tirosina hidroxilasa en el nucleo
estriado respecto de la linea de ratas Lewis, con menor actividad en el eje HHA (Herradény
cols., 2006). Aunque en este estudio no se evalub memoria o aprendizaje, en un estudio
independiente realizado en humanos se mostré que la expresion de una variante del
receptor as-adrenérgico se asocié con una mejor memoria de informaciéon emocional, asi
como una mayor probabilidad de consolidad informacion de tipo trauméatico (de Quervain

y cols., 2007).

Por ende, en futuros experimentos es necesario analizar la infusién de propranolol en la
amigdala basolateral de la sublinea LY en diferentes momentos del proceso de aprendizaje
y de la memoria, asi como evaluar su memoria con o sin administracién de corticosterona
en este importante nlcleo del sistema limbico. En el caso de la sublinea HY, en la cual si se
afectd la recuperacién de la memoria causada por corticosterona, pero no se obtuvieron
efectos en su memoria causados por la administracion de propranolol. Es importante
describir el estado de su sefializacién noradrenérgica en la amigdala basolateral, y otras

156



areas que participan en los procesos de aprendizaje y memoria como lo son el hipocampo

0 la corteza prefrontal.

Con el bloqueo del receptor a glucocorticoides con mifepristona inmediatamente después
del entrenamiento se mostro que las sublineas de alto y bajo bostezo fueron mas sensibles
al antiglucocorticoide, respecto de la cepa Sprague-Dawley. A través de este esquema de
administracion se evalué solo el efecto sobre la consolidacion de la memoria. El receptor a
glucocorticoides también desempefia funciones en la reconsolidacion de la informacion
aprendida, ya que la infusion intra-hipocampal de mifepristona antes de la segunda
recuperacion del recuerdo afecta la memoria previamente consolidada (Nikzad y cols.,

2011).

El antecedente anterior es importante ya que, se ha propuesto a la interferencia de la
reconsolidacién de la memoria como una estrategia para tratar el sindrome de estrés
postraumatico (Astill Wright y cols., 2021). Este padecimiento se desarrolla en comorbilidad
con la depresion y la ansiedad (Smoller, 2016), dado que la sublinea LY, es un modelo de
ansiedad innata, y que ademas expresa comportamientos de desesperanza aprendida en
la prueba de nado forzado que la describen como depresiva (Bravo-Duran, 2020). Es
relevante en futuros experimentos estudiar los mecanismos de reconsolidacién de la
memoria aversiva, el efecto de antiglucocorticoides como la mifepristona o de otros
antagonistas selectivos para el GR. En el caso de la sublinea HY realizar las mismas
evaluaciones también es factible, ya que permitiria determinar si su respuesta a
glucocorticoides en la consolidacion de la memoria se extiende a la reconsolidacion de la

misma.

El ensayo competitivo en el que se evalud la eleccién de estrategia, proporciond un
resultado relevante ya que fue la indecision expresada solamente por la sublinea LY,
anteriormente se ha descrito que el comportamiento vicario de ensayo y errory la toma de
decisiones durante el aprendizaje estan regulados por sefializacion noradrenérgica
(Amemiya y cols., 2016). Considerando que en pruebas de ansiedad la sublinea LY expresa
este comportamiento y relacionado su afectacion en el aprendizaje espacial causado por el
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bloqueador (-adrenérgico, es plausible hipotetizar que la indecisién efectuada por la

sublinea LY, esta regulada por neurotransmisién noradrenérgica.

Debemos destacar que los estudios en modelos animales son reducidos, sin embargo, en
humanos se ha mostrado que una mutacién en el gen que codifica para el receptor -
adrenérgico genera que después de un estresor elijan con menor frecuencia la estrategia
estimulo-respuesta, ademas de que la imagenologia realizada por resonancia magnética
funcional mostré una disminucion en la conectividad entre la amigdala y el caudado
putamen respecto de los controles sin la mutacién (Wirz y cols., 2017). Este genotipo
dificultaria que los sujetos tomaran una decision rapida en una situacion estresante. En
futuros experimentos se determinara si la actividad noradrenérgica central de la sublinea
LY y su comportamiento en pruebas de solucién dual, podrian ser un modelo del

fenémeno reportado con los humanos.

Finalmente, los experimentos realizados proporcionan informacion basica del aprendizaje,
la modulaciéon de la memoria y la flexibilidad cognitiva por noradrenalina vy
glucocorticoides en las sublineas de bajo y alto bostezo, la cual puede ser producto de una
modificacion noradrenérgica en el primer caso, mientras que en la sublinea HY se obtuvo
un sistema responsivo de acuerdo con lo reportado en la literatura. En el caso de esta
Ultima sublinea su flexibilidad cognitiva le ofrece ventajas en un ambiente cambiante, ya
que permite una mayor adaptacién, y puede ser la base de su menor respuesta al estrés, lo

que a su vez favorece su aprendizaje y memoria.

9. Conclusiones generales.

1. En la sublinea LY mostramos que es el sistema noradrenérgico el que modula su
memoria espacial deficiente.

2. Enlasublinea HY mostramos que su mayor flexibilidad cognitiva se debe a la accion
sinérgica del sistema noradrenérgico y el de los glucocorticoides.
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