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Resumen

El aprendizaje y la memoria son procesos indispensables para la supervivencia
de las especies animales. Se sabe que la interferencia con la actividad de
estructuras o sistemas neuroquimicos del cerebro no permite la formacién de la
memoria. Sin embargo numerosas evidencias han demostrado que el aprendizaje
incrementado produce un efecto protector en contra de tratamientos que producen
amnesia, ya sea administrado de manera sistémica o en estructuras especificas
tales como la amigdala, el hipocampo y el estriado. También se conoce que como
consecuencia del aprendizaje incrementado en ratas, existe un aumento en la
liberacion de las hormonas del estrés, los glucocorticoides. Los mecanismos que
provocan este fendbmeno auln son poco claros. El presente trabajo tuvo como
objetivo estudiar la activacion del receptor a glucocorticoides fosforilado en la
serina 211 (pGR) en el caudado-putamen, producida por el entrenamiento con
diferentes intensidades de choque eléctrico. Se entrenaron grupos independientes
de ratas en la tarea de evitacion inhibitoria con un choque eléctrico bajo, moderado
o alto (0.5, 1.0 0 2.0 mA). Ademas se estudiaron, un grupo intacto, un grupo que
fue entrenado pero no recibié choque eléctrico (0.0 mA) y uno al que se le
administré choque eléctrico pero que no fue entrenado (2.0 mA). Sesenta minutos
después del entrenamiento se extrajeron los cerebros, y se cuantificacion las
células pGR positivas utilizando la técnica de inmunohistoquimica de
fluorescencia y de imagenologia con un microscopio semi-confocal Apotome. Los
resultados indican que el grupo de ratas que fue sometido al nivel de aprendizaje
mas alto (2.0 mA), mostré un aumento en el nimero de células que presentan
PGR en el caudado-putamen. Cuando se analizaron la regiones dorsal y ventral,
el aumento sélo fue observado en la regién ventral. Podemos concluir que una
experiencia incrementada de aprendizaje esta relacionada con un aumento en el
namero de células que presentan el receptor a glucocorticoides fosforilado en la

serina 211.



1. Introduccioén

Los procesos de memoria y aprendizaje representan una influencia esencial para
los organismos animales, ya que les permite responder de una manera distinta a
consecuencia de una vivencia pasada. Conceptualmente, el aprendizaje se define
como un cambio en la conducta como resultado de la experiencia, mientras que
la memoria se refiere al proceso de almacenamiento de informacién. Estos son
procesos indisociables y estan presentes desde los organismos con un sistema
nervioso relativamente simple como algunos invertebrados hasta la complejidad
de los mamiferos.

Existen diversas clasificaciones de los tipos de memoria, una de las mas utilizadas
es la que la que se divide en memoria de corto plazo (MCP) y memoria de largo
plazo (MLP) en funcién a su temporalidad. Se ha propuesto que para que una
memoria de corto plazo pase a ser una memoria de largo plazo se requiere de un
proceso llamado consolidacion (Dudai, 2004), en el cual, se establecen en el
cerebro, los cambios plasticos necesarios (expresion de receptores, numero de
espinas dendriticas, conexiones sinapticas, etc.) para el almacenamiento de la
informacion.

Existen diversos sistemas de neurotransmision que modulan la memoria, como la
acetilcolina (ACh) y la serotonina (5-HT). Se sabe que al bloquear estos sistemas
farmacolégicamente se produce amnesia, sin embargo, se ha encontrado una
proteccion en la memoria inducida por un alto nivel de entrenamiento. (Prado-
Alcala et al., 2006). Un mecanismo que puede influir en este fenbmeno, es el
estrés, ya que tiene una funcion como modulador de la memoria y el aprendizaje.
Se ha descrito que la presencia de un evento estresante induce la activacion del
receptor a glucocorticoides (GR) como resultado de la liberaciébn de
glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en ratas) por el eje HPA
(hipotalamo-pituitario-adrenal). En cuanto a la activacion del receptor, se trata de
un proceso de fosforilacién, una adhesién de un grupo fosfato en distintos residuos
de serina en la estructura del receptor, siendo particularmente la serina 211 uno
de los sitios mas estudiados en cuanto a la union receptor-ligando se refiere

(Pocuca, Ruzdijic, Demonacos, Kanazir, & Krstic-Demonacos, 1998).



1.1 El aprendizaje y la memoria
1.1.1 Aprendizaje

Los procesos de aprendizaje y memoria juegan un papel esencial en la
supervivencia de las especies, ya que permiten modificar el comportamiento
conforme a la experiencia, estos son procesos indisociables y estan presentes
desde los organismos con un sistema nervioso relativamente simple como
algunos invertebrados hasta la complejidad de los mamiferos. Por esta razén los
estudios sobre sus bases neurobiolégicas han causado especial interés en la
ciencia a lo largo de los afios (Ninomiya, 1991).

El aprendizaje puede definirse como un cambio relativamente permanente en la
conducta, derivado de la experiencia y que no es resultado de la maduracion,
habituacién, fatiga o algun efecto producido por drogas (Hilgard & Bower, 1987).

Existen dos tipos fundamentales de aprendizaje. El aprendizaje no asociativo y el
aprendizaje asociativo. El primero se considera la forma mas simple del
aprendizaje, ejemplos claros son la habituacién, la sensibilizacion y la
deshabituacion, todos haciendo referencia a la dinamica de respuesta ante la
presencia, ausencia o repeticion de un estimulo.

El aprendizaje asociativo a su vez, representa un proceso de mayor complejidad,
ya que es necesario el establecimiento de una asociacion entre un estimulo y una
respuesta, ejemplo de esto, el condicionamiento clasico e instrumental.

En el condicionamiento clasico, primero se presenta una respuesta natural. En
presencia de un estimulo fisiolégicamente relevante (estimulo incondicionado) se
observa una respuesta fisioldgica (respuesta incondicionada). Mientras que en
presencia de un estimulo neutro, sélo se observa una reaccion de orientacion. Sin
embargo, al aparear ambos estimulos, se observa que el estimulo neutro puede
inducir la respuesta asociada con el estimulo incondicionado. En ese momento el
estimulo neutro se considera un estimulo condicionado y la respuesta inducida
una respuesta condicionada (Domjan, 2005).

Por su parte el condicionamiento instrumental (también conocido como
condicionamiento operante) no requiere de una conexién preestablecida entre un
estimulo y la respuesta tipica que éste produce. En su lugar es observado en
animales que operan libremente en su ambiente (Goshen-Gottstein, 2003). Si una

conducta particular es reforzada después de ser realizada, con una respuesta que



es placentera o aversiva para el animal, éste asociara esta experiencia a la
repeticion o evitacion de la misma respuesta, esto se conoce como el principio de
Thorndike, que establece que las conductas que son seguidas por consecuencias
favorables se repetiran con mayor probabilidad y las conductas que son seguidas
por consecuencias desfavorables tendran una menor probabilidad de ocurrencia
(Thorndike, 1932).

Los reforzadores, tienen como objetivo el incrementar la probabilidad de que una
conducta se repita, y pueden dividirse en primarios y secundarios. Los
reforzadores primarios (incondicionados) son aquellos estimulos que no requieren
ser asociados con otro estimulo para funcionar como reforzador. Mientras que los
reforzadores secundarios (condicionados) son estimulos o situaciones que
adquieren la cualidad de reforzador después de ser apareados con un reforzador
primario (Mills, 1978).

El entendimiento de estos aspectos ha hecho posible la manipulacion
experimental del reforzamiento, pudiendo clasificarse en positivo y negativo. El
reforzamiento positivo es aquel en que se administra un estimulo gratificante al
sujeto cuando éste emite una conducta. El reforzamiento negativo por su parte,
es un procedimiento en el cual un estimulo aversivo deja de aplicarse al momento
gue el sujeto muestra la conducta deseada (Skinner, 1938).

Otra manipulacion experimental relevante es el castigo, la cual tiene como
objetivo, el disminuir la probabilidad de repeticion de una conducta, éste a su vez
puede dividirse en castigo positivo y castigo negativo. El castigo positivo se refiere
a la aplicacion de un estimulo aversivo después de una respuesta, disminuyendo
la frecuencia de la misma. Mientras que, en el castigo negativo se retira o deja de
aplicarse un estimulo gratificante de forma contingente a una respuesta (Pérez-
Fernandez, Gutiérrez-Dominguez, Garcia-Garcia, & Gomez-Bujedo, 2005).

Un paradigma conductual de castigo positivo que se ha usado ampliamente, es la
tarea de evitacion inhibitoria (El), la cual se divide en dos fases, una de
entrenamiento y una de prueba; en la primera es posible lograr una asociacién
entre dos estimulos, en este caso, el contexto y un choque eléctrico en las patas
de la rata, dando como resultado una respuesta de evitacion en la segunda fase,
o fase de prueba en la que se somete al sujeto a las mismas condiciones
experimentales. Esta tarea representa un buen modelo de estudio, ya que permite

disociar los elementos de un aprendizaje, y el establecimiento de la memoria.



1.1.2 Memoria

La memoria constituye un proceso de almacenamiento de la informacion, es decir,
la persistencia del aprendizaje en un estado en el que puede ser recuperada un
tiempo después (Squire, 1987).

El estudio de la memoria tanto en pacientes amnésicos (pacientes con un
deterioro en la capacidad de almacenar informacion) como en modelos animales,
ha demostrado que ésta no se trata de una sola entidad, sino que se compone de
sistemas multiples (Schacter & Tulving, 1994). Afirmacion que implico una
diferenciacion basada en el tipo de informacion que se almacena, dividiéndose en
memoria declarativa (explicita) y la memoria no declarativa (implicita) (Figura 1).
La memoria declarativa se refiere a la memoria de hechos o eventos, mientras
que la memoria no declarativa se refiere a la generacion de habilidades o
asociaciones que pueden derivar en un aprendizaje. Una diferencia en esta
clasificacion es la flexibilidad de cada tipo de memoria, siendo la memoria
declarativa mayormente flexible, al poder ser rapidamente moldeada a contextos
novedosos, mientras la memoria no declarativa muestra una menor flexibilidad, al
ser totalmente inherente a la situacién del aprendizaje, ademéas de tener la
caracteristica de adquirirse gradualmente a través de multiples ensayos (Squire &
Knowlton, 1995).

Memoria
/ /\"u..

Declarativa (Explicita) No Declarativa (Implicita)

i

Hechos Eventos Habilidades Priming Condicionamiento
y habitos clasico

Aprendizaje no
asociativo

Figura 1. Clasificacién de los sistemas multiples de memoria. Dividida de manera general en memoria

declarativa (explicita) y no declarativa (implicita). Modificado de Squire y Zola-Morgan (1991).

Otra clasificacion importante de la memoria se expresa en relacion al tiempo,
dividiendose en memoria de corto plazo (MCP) y memoria de largo plazo (MLP)
La MCP nos permite almacenar una cantidad limitada de informacion durante un
corto periodo de tiempo, se considera una memoria relativamente fragil y
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vulnerable a cualquier tipo de interferencia. Por el contrario, la MLP nos permite
almacenar una gran cantidad de informacion durante un tiempo ilimitado, siendo

una memoria mas estable y duradera (Redolar-Ripoll, 2012)

Iconsolidacion
Evocacion

MCP MLP |
[\

Evocacion

'

Memoria

Figura 2. Etapas de la memoria. Una memoria de corto plazo (MCP) se convierte en memoria de largo plazo
(MLP) por un proceso de consolidacion, para poder ser después evocada. Modificado de Dudai (2004).

En este contexto, se ha descrito que los procesos de memoria pueden
fraccionarse en fases (Figura 2). En las cuales, el paso inicial se define como
adquisicién, momento en que se codifica el estimulo percibido o la memoria de un
evento. La siguiente fase se conoce como consolidacion, concepto que hace
referencia a la estabilizacidon progresiva de la memoria (Dudai, 2002), es decir, el
periodo de transicion desde un estado fisioldégico inicial labil hasta el
establecimiento de una memoria duradera (Izquierdo et al., 1998), en el cual, se
establecen los cambios plasticos necesarios (expresion de receptores, nimero de
espinas dendriticas, conexiones sinapticas, etc.) asi como el desencadenamiento
de cascadas moleculares que permiten que dichos cambios morfol6gicos se
vuelvan gradualmente estables (Squire & Alvarez, 1995) lo que en conjunto
posibilita el almacenamiento de informacién, permitiendo asi, que estas memorias

puedan recuperarse, fase que se conoce como evocacion.



El concepto de consolidacion conllevo a la instauracion de un area importante de
experimentacioén, en la que se ha demostrado la importancia de distintos factores
durante este periodo de tiempo; tanto aquellos que producen un deterioro en la
formacion de la memoria, producido por lesiones en estructuras especificas o la
administracion de antagonistas a los sistemas de neuromodulacion (McDonald &
White, 1993) , asi como la mejoria o facilitacién lograda con la administracion de
agonistas, la repeticiébn o el entrenamiento de paradigmas conductuales y el
descubrimiento de la gran trascendencia de la carga emocional de un estimulo
durante el aprendizaje para la formacién de una memoria duradera (de Kloet, Qitzl,
& Joéls, 1999).

1.2 Entrenamiento incrementado

El entrenamiento incrementado es un fendmeno en el cual la influencia de niveles
altos de entrenamiento (un namero relativamente elevado de repeticiones en una
tarea de memoria o la presentacion de un estimulo de gran magnitud) en una tarea
de aprendizaje induce un efecto protector contra la accion de agentes amnésicos,
como lesiones permanentes, inactivacion reversible de estructuras asi como
blogueadores de receptores a neurotransmisores (Prado-Alcala et al., 2006).
Existen diferentes estructuras cerebrales que participan en los procesos de
memoria. Como el hipocampo, esencial para la formacion de memorias
contextuales (Reul, 2014), la amigdala, fundamental en la atencién e
interpretacion de la carga emocional de un estimulo (Pitkanen, Savander, &
LeDoux, 1997), y el estriado, ampliamente relacionado con memoria de
procedimiento y asociacion estimulo-respuesta (Packard & Knowlton, 2002).

A su vez, estas regiones se encuentran influenciadas por la interaccion de
multiples sistemas de neurotransmision, necesarios para el establecimiento de la
memoria de largo plazo. Dos sistemas ampliamente estudiados en regiones como
el sistema limbico y los ganglios basales, cuya participacion en la consolidacion
de memorias emotivas ha podido ser demostrada por estudios farmacolégicos,
son la acetilcolina (ACh) y la serotonina (5-HT) (Quirarte & Prado-Alcala, 2004).
Dicha participacion ha sido descrita con la ayuda de paradigmas conductuales
como la tarea de evitacién inhibitoria. En la que se ha demostrado que la

administracion sistémica o local de tratamientos que estimulen la liberacién de
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acetilcolina como la administracion de fisostigmina, mejora la ejecucion en la
tarea, mientras que la administracion de tratamientos que blogueen la actividad
colinérgica, interfieren con la formacion de la memoria, al observarse un fuerte
cuadro amnésico, medido por una disminucion considerable de la capacidad de
ejecucion en tareas de memoria. En el caso de la serotonina, al administrar
farmacos que causen una deplecion en su liberacion, se observa el mismo efecto
amnésico (Gold, 2003; Prado-Alcala, Solana-Figueroa, Galindo, Medina, &
Quirarte, 2003).

Dentro de estos estudios, Duran-Arevalo, Cruz-Morales, y Prado-Alcala, (1990)
(Figura 3), estudiaron el efecto amnésico producido por la administracién
intraperitoneal de diferentes concentraciones de escopolamina (antagonista a los
receptores muscarinicos de acetilcolina) una hora después del entrenamiento en
la tarea de evitacion inhibitoria.

Los animales fueron entrenados con una intensidad de choque eléctrico de 3.0
mA, encontrandose el efecto amnésico con las concentraciones mas altas de
escopolamina (6, 8 y 12 mg/kg). Sin embargo, cuando las ratas fueron entrenadas
con una mayor magnitud del choque eléctrico (6.0 y 9.0 mA), el tratamiento
anticolinérgico no produjo deficiencia en la memoria. Se estipula que este
aumento en la intensidad o sobrerreforzamiento produce un efecto protector de la
memoria contra agentes amnésicos (Prado-Alcala et al., 2006), y se describe

como entrenamiento incrementado.
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Figura 3. Medianas de retencion de los grupos, intacto, vehiculo (SAL) y a los que se les administro
escopolamina (S) en diferentes concentraciones, todos entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria. Las
ratas que fueron entrenadas con una intensidad alta de choque eléctrico (6.0 y 9.0 mA) no se vieron
influenciadas por el tratamiento amnésico. Modificado de Duran-Arevalo et al. (1990).



Siguiendo esta linea de trabajo, Solana-Figueroa, Salado-Castillo, Quirarte,
Galindo, y Prado-Alcala (2002), administraron sistémicamente p-cloranfetamina,
(farmaco que lesiona las neuronas y axones que contienen y liberan serotonina),
a ratas que fueron entrenadas en la tarea de evitacion inhibitoria con dos
intensidades de choque eléctrico, una baja y un alta. En esta situacion, como era
de esperarse, se produjo un efecto amnésico en los animales entrenados con las
intensidades bajas, caso contrario a las intensidades mas altas, en las cuales no

hubo efecto alguno del farmaco (Figura 4).
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Figura 4. Medianas de retencion de los grupos intacto (NI), vehiculo (SAL) y a los que se les administré p-
cloranfetamina (PCA), todos entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria con choques de 2.0, 2.5,3.0y 3.5
mA. Las ratas que fueron entrenadas con intensidades de choque mas altas (3.0 y 3.5 mA) no se vieron
influenciadas por el tratamiento amnésico. Modificado de Solana-Figueroa et al. (2002).

Sin duda, estos resultados dieron lugar a una gran cantidad de interrogantes. Una
de ellas, eran los sustratos anatémicos que se encargaban del procesamiento de
este efecto protector. Bajo estas preguntas, se ha resuelto que existen diversas
estructuras que se encuentran fuertemente relacionadas con el efecto protector
del entrenamiento incrementado, como el hipocampo, la amigdala y el estriado
(Parent, Tomaz, & McGaugh, 1992). Misma conclusién a la que llegaron Quiroz et
al. (2003) al administrar localmente tetradotoxina en la amigdala y en el
hipocampo, encontrando el clasico efecto amnésico, sin embargo, cuando se
exponia a los animales a un alto nivel de aprendizaje (un estimulo
sobrerreforzado), se expresaba el efecto protector contra la amnesia del

entrenamiento incrementado en la memoria.



Salado-Castillo, Sanchez-Alavez, Quirarte, Martinez Garcia, y Prado-Alcala (2011),
usando la tarea de evitacion inhibitoria, reportaron una importante influencia de la
amigdala, la sustancia nigra y el estriado, al administrar localmente lidocaina
(anestésico local que bloquea los canales de sodio, inhibiendo los potenciales de
accion, y por tanto la comunicacion interneuronal) inmediatamente después del
entrenamiento. Se encontrd un efecto protector en la sustancia nigra en grupos
entrenados con un choque de 2.0 mA., sin embargo dicho efecto no fue evidente
en amigdala y estriado. Por ello, se entrenaron animales con las mismas
condiciones, pero con un choque 3.0 mA, en los cuales no se encontraron
diferencias en la latencia de retencion entre los grupos control y los de tratamiento

con lidocaina, para ninguna de las tres estructuras (Figura 5).
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Figura 5. Medianas de retencion de los grupos a los que se les administré vehiculo o lidocaina en sustancia
nigra (SN), estriado (STR) y amigdala (AMY). Al ser entrenados con un choque eléctrico de 3.0 mA. Se logré
un efecto protector ante la administraciéon de lidocaina tanto en estriado como en amigdala. Modificado de
Salado-Castillo, Sanchez-Alavez, Quirarte, Martinez Garcia, y Prado-Alcala (2011).

1.3 El estriado (caudado-putamen)

1.3.1 Ubicacién

El estriado, (también conocido como caudado-putamen) (Paxinos & Watson,
2005), es una estructura cerebral (Figura 6) que junto a la sustancia nigra, el area
ventral tegmental y el nacleo subtalamico conforman a los ganglios basales (Rye
et al., 1996).

Los ganglios basales son una region evolutivamente conservada en el

prosencéfalo, que consisten en nucleos motores que forman circuitos recurrentes,
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criticos para las funciones de motivacion y planeacién motora (Kreitzer, 2009). Se
caracterizan por recibir entradas de practicamente todas las regiones de la
corteza, para formar vias corticoestriatales (McGeorge & Faull, 1989), siendo el
estriado la entrada principal y un sustrato neural clave para el aprendizaje y la
memoria de procedimiento (Kreitzer, 2009), memoria implicita que hace referencia

a la informacion de habilidades o destrezas.

Figura 6. Esquematizacion de un corte coronal en la region del prosencéfalo para representar la ubicacion
del estriado (caudado-putamen). En el hemisferio derecho se muestran los parches estriatales mientras que
en el hemisferio izquierdo se ilustran a color y en orden descendente las divisiones dorsolateral, dorsomedial
y ventral. Modificado de Kreitzer (2009).

1.3.2 Neuroquimica

A pesar de parecer estructuralmente homogéneo, el estriado no es uniforme, sino
gue se organiza distintivamente por sus marcadores neuroquimicos, ya que
ciertos marcadores hacen visibles parches diferenciados, mientras que otros
marcadores expresan una matriz que se encuentra rodeando a los parches
(Herkenham & Pert, 1981) (Figura 6).

Los parches también denominados estriatosomas, representan el “10% del

volumen estriatal, y se distinguen por una unién densa del receptor p-opioide, una
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actividad resaltable para marcadores de sustancia P y una actividad escasa para
marcadores colinérgicos como acetilcolinesterasa (Bolam, 1zzo, & Graybiel, 1988;
Graybiel & Ragsdale, 1978; Herkenham & Pert, 1981).

Por su parte, la matriz es relativamente abundante en marcadores colinérgicos,
particularmente, acetilcolinesterasa y colina acetiltransferasa (ChAT), asi como la
presencia de una alta inmunoreactividad para calbindina y somatostatina (Gerfen,
1984, 1985; Graybiel, Baughman, & Eckenstein, 1986; Graybiel & Ragsdale,
1978).

En cuanto a su neuromodulacion se sabe de la participacion de los sistemas de
neurotransmision de dopamina y acetilcolina, ambos asociados primariamente
con la funcién normal de los ganglios basales, la actividad motora, los procesos

emotivos y la memoria (Schultz, 2007; Zhou, Wilson, & Dani, 2002).

1.3.3 Anatomia

En cuanto a su anatomia, las células estriatales pueden dividirse en dos tipos
principales: las neuronas medianas espinosas (MSNs por sus siglas en inglés) y
las interneuronas sin espinas (Kreitzer, 2009). Las MSNs representan la vasta
mayoria de las células estriatales, son GABAérgicas y se pueden diferenciar en
dos tipos: estriatonigrales (via directa) y estriatopalidales (via indirecta) (Smith,
Bevan, Shink, & Bolam, 1998).

Por su parte las interneuronas sin espinas se distribuyen en una cantidad mucho
menor y pueden clasificarse en células medianas GABAergicas y células
colinérgicas (Kawaguchi, Wilson, Augood, & Emson, 1995).

Las células medianas GABAergicas pueden diferenciarse histoquimicamente en
tres subtipos: parvalbumina-positivas, somatostatina-positivas, Neuropéptido Y y
sintetasa de Oxido nitrico-positivas, y calretinina-positivas.

En una categoria fisioldgica, estos tipos de células también pueden clasificarse en
cuanto a sus patrones de disparo de potenciales de accién. Las células
parvalbumina-positivas presentan tasas de disparo rapido de manera sostenida,
por lo que también pueden ser nombradas como interneuronas de pico rapido (FS,
por sus siglas en inglés). Mientras que las somatostatina-positivas y las
calretinina-positivas, tienen tasas menores de disparo, por lo que son conocidas

como interneuronas de umbral bajo (LTS) (Tepper & Bolam, 2004).
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1.3.4 Conectividad

El estriado es un punto de convergencia para entradas glutamatérgicas de la
corteza y el talamo asi como para aferencias dopaminérgicas del tallo cerebral
(Bolam, Hanley, Booth, & Bevan, 2000).

Las MSNs del parche reciben entradas principalmente de las regiones frontal y
limbica, mientras que las MSNs de la matriz reciben entradas de la corteza y el
talamo (Fujiyama, Unzai, Nakamura, Nomura, & Kaneko, 2006; Kincaid & Wilson,
1996)

Por su parte, las interneuronas también reciben aferencias glutamatérgicas de la
corteza y el talamo, sin embargo sus salidas son Unicamente hacia las MSNs y
otras interneuronas, lo que les permite formar microcircuitos que se encargan de
modular las salidas estriatales (Tepper & Bolam, 2004).

El estriado puede también dividirse en regiones funcionalmente diferenciadas por
las regiones que conecta: el estriado dorsomedial que recibe las entradas de las
cortezas asociativas, el estriado dorsolateral que recibe entradas de la corteza
sensitivo-motora, y el estriado, ventral que recibe entradas glutamatérgicas de la
corteza frontal y las regiones limbicas (Brog, Salyapongse, Deutch, & Zahm, 1993;
Nicola, 2007).

1.3.5 Funciones

El estriado esta implicado en las funciones motoras y motivacionales. Por lo que
se asocia comunmente con los tipos de memoria que requieren la adquisicion de
una respuesta motora o la capacidad de constituir asociaciones entre una
respuesta instrumental y una recompensa (Balleine, Delgado, & Hikosaka, 2007).
Se ha reportado ademas, que esta estructura representa un sistema de memoria
independiente, que se encarga de procesar el aprendizaje de habitos estimulo-
respuesta (E-R) (Packard & McGaugh, 1992; White, 1989). Esta afirmacion ha
podido ser corroborada mediante herramientas farmacoldgicas y de registro in
vivo de la actividad neuronal. En los cuales, se ha reportado que la administracion
local de un antagonista al receptor NMDA inhibe el aprendizaje dirigido a un
objetivo, mientras que lesiones excitotoxicas logran deteriorar el aprendizaje de
habitos (Hilario, Clouse, Yin, & Costa, 2007; Yin, Knowlton, & Balleine, 2004). A
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su vez, se han observado cambios en los patrones de disparo neuronal en ratas,
durante el aprendizaje relacionado a una tarea dirigida a un objetivo y en tareas
de condicionamiento clasico (Day et al., 2006; Tan et al., 2007).

Ademas, se ha demostrado el papel del estriado en formas complejas de
aprendizaje, asi como en la memoria que requiere del uso flexible de la
informacion. En experimentos en los que se ha manipulado esta estructura, se ha
demostrado un deterioro importante en las tareas de memoria que requieren el
procesamiento de la informacion espacial (Yin & Knowlton, 2004). Mediante el uso
de herramientas farmacologicas, se han reportado deterioros en la ejecucion de
tareas como el laberinto de Morris y el laberinto radial (Ploeger, Spruijt, & Cools,
1994; Roullet, Sargolini, Oliverio, & Mele, 2001).

Existe también evidencia de una diferenciacién funcional de las propias regiones
del estriado. Se ha propuesto que el estriado dorsal desempefia un papel
importante en la consolidacion de la memoria espacial (De Leonibus, Oliverio, &
Mele, 2005). A su vez, se ha descrito que las lesiones en el estriado dorsolateral
y dorsomedial deterioran la adquisicion de habitos y el aprendizaje dirigido a un
objetivo, respectivamente (Yin et al.,, 2004; Yin, Knowlton, & Balleine, 2005).
Mientras que el estriado ventral participa en el procesamiento del aprendizaje
asociativo de condicionamiento clasico (Day, Roitman, Wightman, & Carelli,
2007). Establecido su amplio alcance e influencia en los sistemas de aprendizaje
asociativo, puede entenderse su participacion activa en los procesos de memoria,
por lo que, el estriado representa una estructura relevante en el estudio del

entrenamiento incrementado.

1.4 El estrés y el aprendizaje

El estrés se define como un estado en el cual un estimulo representa una
alteracion en la homeostasis, lo que conlleva una cascada de eventos fisiol6gicos
(Chrousos & Gold, 1992) influyentes en procesos cognitivos, como el aprendizaje
y la memoria. Existen evidencias experimentales que indican que las experiencias
emocionales suelen recordarse con una viveza e intensidad particular y que
pueden mantenerse en la memoria por largos periodos (McGaugh & Roozendaal,
2002).
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En estudios en los cuales se han empleado herramientas farmacolégicas para
generar un cambio en los sistemas moduladores de estrés, se ha encontrado un
efecto de facilitacion en la memoria (Lupien et al., 2002). Sin embargo también se
ha relacionado con un deterioro en las funciones cognitivas, haciendo que un
evento estresante no pueda ser evocado (Christianson, 1992).

Los efectos de facilitacion o deterioro, dependen del tiempo de exposicion a los
estresores. Un estresor es un evento o estimulo externo que altera al organismo,
al punto de causar una respuesta de lucha o huida. Cuando un evento estresante
dura poco tiempo o es aplicado en una sola sesién mientras se entrena a los
sujetos experimentales a una tarea de memoria, éste contribuye al almacenaje de
informacion del evento (Joéls, Pu, Wiegert, Oitzl, & Krugers, 2006). Por su parte,
exposiciones croénicas ante un evento estresante, tienen un efecto negativo en el
cerebro asociado a atrofias dendriticas, reduccion de neurogénesis y deterioro de
plasticidad sinaptica (McEwen, 2004).

Estos cambios tanto positivos como negativos, pueden deberse a una gran
cantidad de mecanismos internos. McGaugh (1983) propone que los procesos
endogenos activados por experiencia pueden servir para regular la consolidacion
de las mismas, influenciado por hormonas liberadas desde la corteza adrenal
(catecolaminas y glucocorticoides) (Roozendaal & McGaugh, 2011; Sandi, 2003),
reportadas ademas como uno de los moduladores esenciales en la consolidacion
de la memoria (Oitzl & de Kloet, 1992).

Su influencia ha sido demostrada en diversos estudios, entre los que se ha
descrito que la administracion post-entrenamiento de glucocorticoides, en
especifico la corticosterona produce una facilitacion dependiente de la dosis y el
tiempo (Zorawski & Killcross, 2002).

Prueba de esto obtuvieron Jefferys, Copolov, Irby, y Funder (1983) quienes
describieron un papel primordial de los glucocorticoides en la tarea de nado
forzado al remover las glandulas adrenales. Los resultados, mostraron un
deterioro en la conducta de inmovilidad caracteristica de esta tarea en las ratas
gue carecian de corteza adrenal. Interesantemente, esta conducta podia ser
recuperada con la administracion de agonistas a glucocorticoides como la
dexametasona o la misma corticosterona.

El estudio del efecto de los niveles de corticosterona, ha demostrado cierta

relevancia en los experimentos que buscan relaciones entre el estrés y el
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aprendizaje. Cordero, Merino, y Sandi (1998) realizaron una serie de
experimentos, utilizando la prueba del condicionamiento del miedo al contexto.
Grupos independientes de ratas se entrenaron con diversas intensidades de
choque eléctrico en un intervalo entre 0.2 y 1 mA. Encontrdndose una relacion
directa entre la intensidad del estresor en el entrenamiento y el nivel de
inmovilizacion (respuesta indicativa de ‘miedo’ condicionado, propia de la tarea).
Reportandose asi mismo, una correlacion positiva entre los niveles circulantes de
corticosterona con las intensidades bajo las cuales se mostr6 una mejor
consolidacion de la memoria.

Los efectos moduladores del estrés han sido también descritos en distintas
regiones del cerebro como el hipocampo y la amigdala, en los que, la
administracion de corticosterona o agonistas al receptor a glucocorticoides (GR)
como RU 28362 facilitan la consolidacion de la memoria en la tareas con un fuerte
componente contextual (Roozendaal & McGaugh, 1997).

Otra estructura ampliamente relacionada con en este proceso es el estriado, al
ser una de las estructuras diana de los glucocorticoides durante la modulaciéon de
la memoria (Medina et al., 2007), ademas de tener influencia en la consolidacion
de distintos tipos de memoria.

En este contexto de trabajo, Lozano, Serafin, Prado-Alcal4, Roozendaal, y
Quirarte (2013) utilizaron la tarea de laberinto de Morris en su version espacial y
de procedimiento para estudiar el efecto de diferentes concentraciones de
corticosterona (5, 10, 20 ng/kg) administrada localmente en el estriado
dorsomedial inmediatamente después del entrenamiento. Reportando un efecto
de facilitacion en los animales que fueron entrenados con la administracion de las
tres dosis de corticosterona, los cuales, mostraron una mejor retencién de la tarea.
Sanchez-Resendis et al. (2012) a su vez, estudiaron la interaccion entre el sistema
colinérgico y los glucocorticoides en el estriado dorsal.

Utilizando la tarea de evitacion inhibitoria, encontraron que, al administrar
localmente RU 38486 (10 ng) (antagonista del receptor a glucocorticoides) 15
minutos antes del entrenamiento y oxotremorina (agonista a receptores
colinérgicos) inmediatamente después del entrenamiento, se bloquea el efecto
facilitador en la consolidacion reportado con la administracion de oxotremorina
(Figura 7).
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Figura 7. Medianas de retencion de los grupos a los que se les administrd localmente oxotremorina
inmediatamente después del entrenamiento en las dosis de 0.3 y 1.0 pug. Encontrando una inhibicién del
efecto facilitador propio de este farmaco a los grupos a los que les fue administrado el antagonista del receptor
a glucocorticoides RU 38486. Modificado de Sanchez-Resendis et al. (2012)

Ambos estudios, indican una participacién importante de los glucocorticoides en
la consolidacion de la memoria, asi como el papel del estriado como un sustrato

anatomico trascendental para la formacién de memorias.

1.5 Liberacién de los glucocorticoides
La exposicion ante un evento estresante activa un circuito neuroendocrino

altamente conservado en los animales, el eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA)
(de Kloet, Joels, & Holsboer, 2005) (Figura 8).
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Figura 8. Eje hipotdlamo- putuitaria-adrenal de rata. El sistema comienza con la liberacién de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) del hipotalamo, que dara lugar a la liberacién corticotropina (ACTH) en la
pituitaria, asimismo ACTH provocard la liberacion de glucocorticoides en la corteza de las glandula adrenal.
Por sus siglas en inglés: PFC (corteza prefrontal), HIPP (hipocampo), AMY (amigdala), HYP (hipotalamo), LC
(locus coeruleus), ANS (sistema nervioso autonomo). Modificado de Joéls et al. (2006).

Este sistema se compone de tres regiones cerebrales bien definidas. El
hipotalamo, especificamente el ndcleo paraventricular, cuyas neuronas
constituyen un centro de integracién de influencias procedentes de diversos
sistemas de neurotransmision provenientes de diversas areas cerebrales como la
corteza prefrontal y el hipocampo se encarga de producir la hormona liberadora
de corticotropina (CRH) cuya funcién sera estimular la regién de la pituitaria
anterior (Sandi, 2003). Ante esta influencia, la pituitaria anterior libera la hormona
adrenocorticotropina (ACTH), que es transportada en la circulacién general hacia
la corteza de las glandulas adrenales, la cual rapidamente sintetiza y libera a los
glucocorticoides en la sangre, donde participan en la respuesta ante el estrés y la
conservacion de la homeostasis, mediante respuestas internas como le regulacion
de niveles de glucosa, presion sanguinea, respuesta inmunologica, y la induccién
de un gran cantidad de respuestas moduladoras en el cerebro (Olson, Marc,
Grude, McManus, & Kellermann, 2011; Sandi, 2003).
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Los actores principales de este sistema son entonces los glucocorticoides (cortisol
en humanos, corticosterona en ratas) ya que tienen propiedades que les permiten
ser una influencia central en la consolidacion de las experiencias estresantes. Una
de las caracteristicas que hacen posible esta influencia es su naturaleza altamente
lipofilica, que les permite difundirse a todo el cerebro al atravesar facilmente la
barrera hematoencefalica (Kroll et al., 2009). Ademas del desencadenamiento de
diversos mecanismos gendémicos, dada su capacidad de atravesar facilmente por
la membrana plasmatica de las células. Cabe destacar que sé6lo cumplen estas
funciones en las regiones cerebrales que presenten los receptores afines. Los
glucocorticoides se unen particularmente a dos tipos de receptores: los receptores
mineralocorticoides (MRs) y los receptores a glucocorticoides (GRs) (de Kloet,
1991).

Los MR y los GR disciernen en su afinidad para unirse a diferentes ligandos.
Siendo la afinidad para unir a la corticosterona de los MR aproximadamente 10
veces mas alta que los GR. Esta diferencia causa que los MR se encuentren
ocupados o saturados (entre 70 y 80%) por los glucocorticoides liberados bajo
condiciones basales, mientras que la ocupacion de los GR no suele pasar del
10%. Sin embargo, al elevarse la concentracion de corticosteroides, la activacion
del GR aumenta considerablemente (Sandi, 2003).

La activacion selectiva de GR parece ser entonces la mas notoria, al ser los
receptores mas relacionados con los efectos moduladores de la memoria (Lupien
& McEwen, 1997).

Con respecto a su distribucion, el GR presenta una clara diferenciacion. Asi se
mostro en el trabajo realizado por Morimoto, Morita, Ozawa, Yokoyama, y Kawata
(1996) en el cual, por medio de técnicas inmunohistoquimicas y de hibridacion in
situ, caracterizaron la presencia del receptor del GR en las estructuras cerebrales
de mayor importancia. Regiones como CA1, CA2 y el giro dentado del hipocampo,
el nucleo paraventricular del hipotdlamo y el ndcleo central de la amigdala,
destacaron por una distribucién considerablemente abundante del receptor. Por
su parte, el estriado mostr6 una densidad moderada pero constante en sus

distintas regiones.
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1.6 Receptor a glucocorticoides

El receptor a glucocorticoides (GR) pertenece a la superfamilia de los factores de
transcripcion intracelular activados por hormonas, los receptores hormonales
nucleares (NRHs) (Kumar & Calhoun, 2008).

Es una fosfoproteina de la cual dependen la mayoria de los efectos bioldgicos de
la liberacion de glucocorticoides, ya que regula una amplia variedad de procesos
metabdlicos, mediante efectos no gendmicos, al activar cascadas de sefializacion
o modificando la accion de otros neuromoduladores como el glutamato (Popoli,
Yan, McEwen, & Sanacora, 2012) y por medio de efectos gendémicos, al unirse
directamente al DNA o con interacciones proteina-proteina con otros factores de
transcripcion (Heck et al., 1994; Yamamoto, 1985).

El GR consta de un arreglo estructural de dominio comun en los NRHSs, el cual
consiste en la division de la secuencia primaria en un dominio N- terminal (NTD),
un dominio central dedos de zinc de union a DNA (DBD) y un domino C-terminal
de unién a ligando (LBD), que contiene un subdominio de funcién de activaciéon
(AF2) gue se encarga de regular la transcripcion (Bledsoe et al., 2002).

La union de un ligando al domino LBD resulta en un arreglo conformacional del
subdominio AF2 (regularmente en la hélice 12) que tiene como resultado, que la
superficie de la proteina quede expuesta para interaccionar con otras proteinas
de corregulacién a través de los motivos LXXLL.

El GR se encuentra en su forma inactiva en el citoplasma, unido a un complejo
heteromérico formado por una gran cantidad de proteinas como HSP90, HSP70,
FKBPs, entre otras (Davies, Ning, & Sanchez, 2002). La union de la hormona
provoca un arreglo conformacional del receptor, que tendrd como resultado un
desensamble del complejo.

El receptor entonces puede internalizarse en el nucleo, dénde formara un dimero
e interactuard con puntos criticos de regulacion de la transcripcién conocidos
como elementos de respuesta a glucocorticoides (GRES) (Figura 9), reclutando
maquinarias transcripcionales asi como co-activadores y co-represores para
modular positiva 0 negativamente la transcripcion de genes de gran relevancia,
como la proteina kinasa serina/treonina (sgk1), el receptor adrenérgico B2 y el

receptor neuronal de serotonina (5-HT1A) (Cornett, Hiller, Jacobi, Cao, & McGraw,
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1998; Itani, Liu, Cornish, Campbell, & Thomas, 2002; Nakabayashi et al., 2001;
Rogatsky et al., 2003).

Cdémo se menciond anteriormente, el GR también puede inducir o reprimir la
transcripcion de genes mediante interacciones proteina-proteina con factores de
transcripcion presentes en el nacleo, como p65 (Subunidad NF-kB) y C-Jun/C-Fos
(AP-1), factor de transcripcién 11D (TFIID), y el transductor de sefial y activador de
transcripcion 5 (STAT5) (Heck et al., 1994; Kassel & Herrlich, 2007; Sandi, 2004).
La capacidad del GR para asociarse con diversos factores internos del nucleo es
dependiente del tipo de célula y del contexto del promotor, lo cual probablemente
contribuye a la salida transcripcional de la célula y una posterior respuesta a la
influencia de los glucocorticoides (Necela & Cidlowski, 2003). Hecho corroborado
en los estudios de memoria y aprendizaje por trabajos en los cuales, la
administracion post-entrenamiento de un agonista o un antagonista al GR, facilitan
y deterioran respectivamente, la ejecucién de los sujetos en diferentes tareas de
memoria como el condicionamiento del miedo al contexto, el reconocimiento de
objetos y la evitacion inhibitoria (Cordero, Kruyt, Merino, & Sandi, 2002; Pugh,
Fleshner, & Rudy, 1997; Roozendaal, Bohus, & McGaugh, 1996).

Citoplasma

Figura 9. Proceso de activacion del receptor a glucocorticoides (GR). Al unirse los glucocorticoides, el
complejo heteromerico en el cual se encuentra el receptor en el citoplasma se desensambla. Entonces el
receptor se internaliza en el nicleo y tiene un efecto en la modulacion de la transcripcion. Modificado de
Kumar y Calhoun (2008).

En estudios posteriores, el GR ha mostrado tener un papel trascendental en el
proceso de consolidacion de la memoria tanto por su influencia no genémica como

gendmica. Se ha descrito que, después de un aprendizaje, el GR regula varias

21



vias de sefalizacion intracelulares conocidas como requerimientos para la
consolidacion. Entre estas, se incluyen las vias activadas por la proteina de union
al elemento de respuesta cAMP (CREB, por sus siglas en inglés), la proteina
quinasa activada por mitogeno (MAPK), la proteina quinasa dependiente de
calcio/calmodulina Il (CaMK 1) y el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
(Chen, Bambah-Mukku, Pollonini, & Alberini, 2012). Por su parte, estudios en
diferentes estructuras cerebrales, particularmente el hipocampo, demuestran que
la activacion del GR conlleva a la transcripcion de una variedad de genes, entre
los que se incluyen, aquellos que transcriben proteinas de unidon a calcio,
proteinas asociadas a sinaptosoma (SNAPs), moléculas neuronales de adhesion
celular (NCAMSs), dineina, neurofilamentos, actina-B, kinasa 1 de dominio LIM y
profilina, que son en conjunto, elementos clave en las funciones de transduccién
de sefales intracelulares, metabolismo, estructura neuronal y plasticidad
sinéptica, lo que sugiere su accion como efectores primordiales durante el periodo
de consolidacién de la memoria (Datson, Morsink, Meijer, & de Kloet, 2008;
Datson, van der Perk, de Kloet, & Vreugdenhil, 2001; Morsink et al., 2006).

1.6.1 Fosforilacidon del receptor a glucocorticoides (GR)

Los mecanismos de activacion del receptor a glucocorticoides dependen también
de modificaciones post-traduccionales, que son generalmente fendmenos
importantes en la regulacion de la funcion de proteinas en células eucariotas y
casi siempre estan asociadas al paso de la actividad celular de un estado a otro
(Kuiper & Brinkmann, 1994) o dicho en otras palabras, la activacion o represion
de ciertos mecanismos moleculares. Un cambio asociado con el GR es la
fosforilacion de sitio-especifico (Wang, Frederick, & Garabedian, 2002).

Los sitios de fosforilacién del GR estan localizados en el dominio N-terminal (NTD)
gue suele ser largo y contiene un dominio mayor de transactivacion (AF1), sujeto
a la actividad de una gran variedad de kinasas, que pueden fosforilar al receptor
en multiples sitios (Blind & Garabedian, 2004). Las kinasas que han sido
ampliamente reportadas en la regulacion de la actividad del GR son las porteinas
kinasas activada por mitdbgeno (MAPK por sus siglas en inglés), las kinasas

dependientes de ciclina (CDK) (Krstic et al., 1997), las kinasas glucégeno
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sintetasas-3 (GSK-3), las kinasas N-terminal c-Jun (JNK) y las kinasas reguladas
por sefales extracelulares (ERK) (Krstic, Rogatsky, Yamamoto, & Garabedian,
1997; Rogatsky, Waase, & Garabedian, 1998).

El dominio AF1 consta de varios residuos de aminoacidos en los cuales se puede
agregar el grupo fosfato durante la fosforilacion, estos residuos son las serinas
113, 141, 203, 211, 226 para humanos y las serinas 224, 232, 246, asi como las
treoninas 8 y 171 en humano y ratas, respectivamente. (Ismaili & Garabedian,
2004; Krstic et al., 1997) (Figura 10).

$234
S134 s
sasl (CDK/p38)| 5267
5203 5404
T8 (CDKiERK) $226 | (GSK-3) Humano
AF-1 DBD LBD
1 778
T $232
(GSK-3) (CDK/p38) Rata
S224 5424 §527
(CDK/ERK)| S246 (GSK-3) (DNA-PK)
| (JNK)
AF-1 s OBD B LBD
1 795

Figura 10. Sitios de fosforilacion del subdominio AF- 1, en el domino N-terminal (NTD) del receptor a
glucocorticoides de humano y rata. Por sus siglas en inglés, DBD (dominio de unién a DNA), LBD (dominio
de union al ligando), S (serina), T (treonina). Modificado de Galliher-Beckley y Cidlowski (2009).

Es importante sefialar, que dependiendo del nivel de activacion del GR, el receptor
se puede encontrar tanto en su estado fosforilado, como en un estado
desfosforilado dentro de la célula. Esta afirmacién condujo hacia el estudio del
papel de las fosfatasas en las funciones del GR, lo que llevo a la conclusién de
que las fosfatasas se asocian con el domino C-terminal de union a ligando (LBD),
lo cual se postula, funciona como un modulador de restriccion de la fosforilacion
del domino N-terminal (Wang, Chen, Kono, Dang, & Garabedian, 2007). Este
hallazgo argumenta que la fosforilacién del GR es un proceso dinamico entre

fosforilacion y desfosforilacion, lo que permite la posibilidad de diferentes patrones
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de activacion, lo que podria llevar a una alteracion diferenciada en la actividad
transcripcional del GR.

En cuanto a la actividad de los sitios de fosforilacién, se ha demostrado que la
serina 211 (serina 232 en la rata) es uno de los sitios con mayor fosforilacion en
presencia de los glucocorticoides (Pocuca et al., 1998). En coincidencia con el
estudio realizado por Wang et al. (2002), quienes encontraron un incremento en
la fosforilacion del GR en la serina 211, al administrar dexametasona (agonista del
receptor a glucocorticoides). En el mismo trabajo, también se caracterizo la
temporalidad de la fosforilacion del GR al administrar también dexametasona,
encontrando que a 1 hora de la aplicacion, se observaba la mayor activacion del
GR por medio de fosforilacién en la serina 211.

Se ha descrito que la fosforilacién del GR en este sitio estd mediada por complejos
de CDK, particularmente, ciclina A-CDK2, A-CDC2, B-CDK2, B-CDC2 y E-CDK2,
las cuales promueven la actividad transcripcional mediada por el GR, mientras la
fosforilacion por ERK atenda de manera directa esta funcion (Krstic et al., 1997).
Esto hace notar que la fosforilacion en la serina 211 puede dar a lugar, tanto a la
activacion de las funciones del receptor a glucocorticoides (GR) como la represion
de las mismas y es un sitio importante para el estudio de las funciones del GR, y

los mecanismos genéticos y moleculares que desencadena.
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2. Justificacion

El aumento en la intensidad del choque eléctrico (sobrerreforzamiento) en la tarea
de evitacion inhibitoria, genera un efecto protector en la memoria contra la
amnesia causada por tratamientos farmacoldgicos administrados directamente
estriado (caudado-putamen). Por otro lado, se ha reportado que hay una relacion
directamente proporcional entre la concentracién de corticosterona liberada y la
intensidad del choque eléctrico administrado en la tarea del condicionamiento al
miedo (Cordero et al., 1998). Es por ello, que es importante cuantificar el nimero
de células que presenten la activacion del receptor a glucocorticoides (GR)
fosforilado en la serina 211 (pGR), en animales entrenados en la tarea de evitacion
inhibitoria con diferentes intensidades de choque eléctrico. Lo que lleva a la

siguiente pregunta de investigacion:

¢ Latarea de evitacion inhibitoria entrenada con diferentes intensidades de choque
eléctrico modifica el numero de células que presentan el pGR (GR fosforilado en
la serina 211) en el estriado (caudado-putamen)?

3. Hipotesis

Hi: El entrenamiento incrementado (2.0 mA) en la tarea de evitacion
inhibitoria aumentara el nimero de células que presenten pGR (fosforilaciéon
en la serina 211) en el caudado-putamen dorsal de ratas.

Hi: El entrenamiento incrementado (2.0 mA) en la tarea de evitacion
inhibitoria aumentara el nimero de células que presenten pGR (fosforilaciéon
en la serina 211) en el caudado-putamen ventral de ratas.

4. Objetivos

Obijetivo general

+ Estudiar la posible relacion de las diferentes intensidades del choque

eléctrico administrado a ratas entrenadas en la tarea de evitacién inhibitoria
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con el niumero de células que presentan el pGR (fosforilacion en la serina

211) en el caudado-putamen, dorsal y ventral.

Objetivos particulares

1. Cuantificar el numero de células que presenten pGR (Fosforilacion en la
serina 211) en el caudado-putamen dorsal de ratas entrenadas en la tarea
de evitacion inhibitoria con un choque eléctrico de 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mA 'y
Sch 2.0 mA.

2. Cuantificar el nimero de células que presenten pGR (Fosforilacién en la
serina 211) en el caudado-putamen ventral de ratas entrenadas en la tarea
de evitacion inhibitoria con un choque eléctrico de 0.0, 0.5, 1.0, 20 mAy
Sch 2.0 mA.

5. Materiales y método

5.1 Sujetos

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo a los lineamientos
bioéticos del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Autébnoma de México
para el uso de animales experimentales y esta acorde con la NORMA Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 2001 y a las normas estipuladas en la “Guide for

the care and use of Laboratory Animals” (National Research Council 2011).

Se utilizaron 64 ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 230 y 300 g. Se
alojaron en cajas individuales con acceso a agua y comida ad libitum con un ciclo

de luz-oscuridad de 12 horas (inicio a las 7am.) y con temperatura de 21+1 °C.
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5.2 Tarea de evitacion inhibitoria

5.2.1 Manipulacion

Las ratas fueron sometidas a 3 sesiones de manipulacion en dias consecutivos.
Cada sesidn consistio en tomar y acariciar a cada rata durante 5 minutos, para
que se adaptaran a las manos del experimentador y asi, reducir el estrés durante

los experimentos.

5.2.2 Aparato

La caja de evitacién inhibitoria (Figura 11) consiste en dos compartimentos de
30x30x30 cm. separados por una puerta tipo guillotina. Uno de estos se encuentra
iluminado por un foco de 10 watts (de seguridad) mientras que el otro
compartimento (de castigo) es oscuro y consta de placas laterales de acero
inoxidable en forma de V separadas por una distancia de 1.5 cm. Estas placas
pueden electrificarse por medio de un estimulador de pulsos cuadrados (Grass
Instruments Co., modelo S48G) acoplado a una unidad de corriente constante

(Grass Instruments Co., modelo CCU-1).

Figura 11. A laizquierda, la cAmara de evitacion inhibitoria, que consiste en dos compartimentos de 30x30x30
separados por una puerta tipo guillotina. Uno de los compartimentos esta iluminado (de seguridad) y el otro
es oscuro (de castigo) con placas laterales de acero inoxidable que pueden electrificarse. A la derecha,
estimulador de pulsos cuadrados, aparato con el cual se electrifican las placas del compartimento oscuro.
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5.2.3 Entrenamiento

En el entrenamiento de la tarea de evitacion inhibitoria, la rata es colocada en el
compartimento iluminado durante 10 segundos, una vez cumplidos, la puerta tipo
guillotina se abre, cronometrando el tiempo que demoran en cruzar al
compartimento oscuro (Latencia de entrada). Cuando la rata ha pasado, la puerta
se cierra y se administra un choque eléctrico con duracion de 10 segundos; al
transcurrir 5 segundos, la puerta se abre, momento en que se cronometra el
tiempo en que la rata regresa al compartimento iluminado (Latencia de escape).
Pasados 30 segundos, es retirada del compartimento y se regresa a su caja-
habitacion.

5.2.4 Prueba de retencién

La prueba de la tarea de evitacion inhibitoria se llevo a cabo 48 horas después del
entrenamiento. En la cual, la rata se coloca nuevamente en el compartimento
iluminado, al cumplirse 10 segundos, la puerta tipo guillotina se abre, se
cronometra entonces el tiempo que la rata tarda en pasar al compartimento
iluminado (Latencia de retencién), si esto no ocurre se retira al animal una vez

cumplidos 600 segundos.

5.3 Obtencidon y procesamiento de tejidos

5.3.1 Sacrificio y obtencion de tejidos cerebrales

Los sujetos fueron sacrificados por decapitacion una hora después del
entrenamiento (durante el periodo de consolidacion). Los cerebros se extrajeron
para ser conservados, mediante un proceso de congelacién se sumergieron en un
recipiente con isopentano (CsHi2) que a su vez se encuentra dentro de un
recipiente que contiene hielo seco (CO2) y etanol (C2HsO). En seguida, los
cerebros congelados se almacenaron a una temperatura de -20°C para su

posterior uso.
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5.3.2 Bloqueo

Se armaron dos bloques de 12 hemicerebros, cada uno con el estriado (caudado-
putamen) de dos animales por grupo experimental, en los que se incluye un grupo
intacto como control estereoldgico. Para ello, se removieron las regiones de
cerebelo y bulbos olfatorios de los cerebros congelados, retirando asimismo el

hemisferio derecho.

Los hemicerebros fueron distribuidos en un molde de plastico, siguiendo una
representacion guia organizada aleatoriamente. Se finalizdé este procedimiento
cubriendo por completo el molde con el crioprotector de tejido tissue freezing

medium.

5.3.3 Crioseccién

Los bloques fueron seccionados a 20 pum en un criostato (Leica CM 1850 UV),
estos cortes se colectaron en portaobjetos silanizados con 3-aminopropil

trietoxisilano, para permitir la adhesion correcta del tejido cerebral.

5.4 Inmunohistoquimica de fluorescencia

Para realizar la técnica de inmunohistoquimica de fluorescencia para el receptor
a glucocortiocoides fosforilado (pGR), se eligieron de seis a diez secciones del
estriado (caudado-putamen) para ambos bloques (1.68 y 0.48 mm. con respecto
a Bregma). El tejido fue fijado en formalina al 2% durante 8 minutos a temperatura
ambiente, haciendo los lavados con TBS y TBS-Tween. Las secciones fueron
bloqueadas con TSA+Tritbn+NGS por 30 minutos. Se incubaron con anticuerpo
primario Anti-pGR (1:400). Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo
secundario Anti-rabitt biotinilado (1:400). Se amplific6 el Anti-pGR biotinilado
usando el kit de amplificacién avidina-biotina A+B (Vector laboratorios, Burlingame
CA). Se utilizo el fluroforo Cy3 (1:75) por 45 minutos para la deteccion del pGR.
Por ultimo se incubd con Sytox green (1:2000) por 1 hora para marcar los nucleos

celulares.
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5.5 Anélisis de imagenes

Se utilizé un microscopio de fluorescencia semiconfocal (ApoTome Zeiss) para el
analisis de los resultados de la técnica de inmunohistoquimica. Se tomaron 6
muestras en total, 3 para el estriado dorsal y 3 para el estriado ventral, en los
planos X, Y y Z con un objetivo de 40x (AN 1.3), empleando un rango de

aproximadamente 30 planos focales por fotografia.

5.6 Andlisis estadistico
5.6.1 Analisis conductual

Los datos de latencia de entrada, latencia de escape y latencia de retencién no
presentan una distribucion normal, por lo cual se analizaron con una prueba de
Kruskal-Wallis. Se aplic6 posteriormente una prueba post-hoc de U de Mann-
Whitney para la comparacion entre grupos. Se utilizé el software “Graphpad Prism
57

5.6.2 Andlisis histologico

Las fotografias se analizaron con el software Image J. Se realizaron conteos que
se expresaron como una proporcion entre las células que presenten el pGR
(fosforilado en la serina 211) sobre el numero de células totales. Los datos se
analizaron con una prueba de ANOVA de una via y una post-hoc de
comparaciones multiples de Tukey con el software “Graphpad Prism 5”.

5.7 Disefio experimental

Para estudiar la relacién de las distintas intensidades de choque con el nimero
de células que presenten el receptor a glucocorticoides (fosforilacion en la serina
211), se establecieron grupos independientes entrenados en la tarea de evitacion
inhibitoria con intensidades de choque eléctrico de 0.0, 0.5, 1.0y 2.0 mA. Ademas

se estudiaron un grupo intacto y un grupo de sélo choque al cual solo se le
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administra el choque eléctrico mas alto (2.0mA) por 6.6 segundos. De los sujetos
entrenados se escogieron 4 cerebros de las ratas con las latencias mas cercanas

a la mediana para el posterior andlisis histolégico (Tabla 1).

Grupos Intacto 0.0mA O05mA 10mA 2.0mA SCh2.0mA

n conductual - 10 10 10 10 -

n histolégica 4 4 4 4 4 4

Tabla 1. Grupos experimentales. Se formaron grupos independientes entrenados en la tarea de evitacion
inhibitoria con intensidades de choque eléctrico de 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA. Ademas un grupo intacto y un grupo
al que solamente se le administr6 el choque eléctrico méas alto (2.0 mA) por 5 segundos. De cada grupo se
eligieron cuatro cerebros para el analisis histolégico.

En la Figura 12 se muestra la temporalidad del experimento, las ratas de los
grupos experimentales fueron manipulados 5 minutos en tres sesiones que se
lleavraon a cabo en dias consecutivos. Posteriormente se entrenaron en la tarea
de evitacion inhibitoria, en la cual se midieron las latencias de entrada y escape.
Una hora después fueron sacrificados por decapitacion para obtener los cerebros,
gue se congelan para su posterior uso. Se dispusieron entonces en bloques de 12
hemicerebros que fueron seccionados a 20 um. en un criostato. Se escogieron de
6 a 10 secciones para la técnica de inmunohistoquimica para la deteccion del
receptor a glucocorticoides fosforilado (pGR). Se us6 un microscopio de
fluorescencia semiconfocal (ApoTome Zeiss) para la toma fotografias de

profundidad (40x / AN 1.3). Estas fotografias se analizaron en el software ImageJ.

31



. ., , S Entrenamiento S Sacrificio (1h S Bloqueo (2 bloques
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Figura 12. Desarrollo temporal del experimento.

En cuanto al disefio de los animales que fueron entrenados y probados en la tarea

de evitacion inhibitoria, se manipularon a las ratas por 5 minutos en tres sesiones

que se llevaron a cabo en dias consecutivos. Los grupos fueron entrenados con

las mismas intensidades de choque eléctrico (0.0, 0.5, 1.0 0 2.0 mA) que los que

se utilizaron para realizar el analisis de imagenes. La prueba de retencién se llevo

a cabo 48 horas después, sacrificando a los animales una vez concluida (Figura

13).
Manipulacién (3 Entrenamiento Prueba de
pu —> evitacion —>| retencion (48 h. —> Sacrificio
dias) e ,
inhibitoria después)
|
\4
Andlisis
estadistico

Figura 13. Desarrollo temporal de la prueba de evitacion inhibitoria.
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6. Resultados

6.1 Resultados conductuales

6.1.1 Entrenamiento en la tarea de evitacién inhibitoria

Las latencias de entrada no mostraron diferencias significativas entre los grupos
experimentales (H [3]= 3.816 p=0.2820) (Figura 14) Lo que indica que los sujetos
experimentales tuvieron la misma capacidad motora y motivacional para cruzar al

compartimento oscuro durante el entrenamiento.
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Figura 14. Latencias de entrada en segundos. Se muestran las medianas con rangos intercuartilares. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

En cuanto a las latencias de escape se encontraron diferencias significativas (H
[3]=25.83, p<0.0001). Las diferencias se encontraron entre los grupos que se
entrenaron con el choque de 0.0 mAy 0.5 mA (U=3.000, p< 0.0001), 0.0 mAy 1.0
mA (U=0.0000, p<0.0001), 0.0 mA. y 2.0 mA. (U=0.0000, p<0.0001) asi como 0.5
mA y 2.0 mA (U=12.00, p=0.0045). Siendo el choque més alto (2.0 mA) el que

mostré mayores diferencias con respecto al resto de los grupos, lo que indica que
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las ratas entrenadas con este choque eléctrico regresaron al compartimento
iluminado (de seguridad) con mayor rapidez dada la magnitud del estimulo
aversivo que el choque representa lo que permitiria una mejor retencién de la tarea

de evitacion inhibitoria (Fig. 15).
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Figura 15. Latencias de escape en segundos. Se muestran las medianas con rangos intercuartilares. Se
comparan los grupos que fueron entrenadas en la tarea de evitacién inhibitoria con el choque eléctrico de 0.0,
0.5, 1.0y 2.0 mA. El simbolo (*) indica diferencias significativas con el grupo de 0.0 mA (p< 0.0001) asi como
@) con el grupo de 0.5 mA (p<0.01).

6.1.2 Prueba de retencién en la tarea de evitacion inhibitoria

Con respecto a las latencias de retencion se encontraron diferencias significativas
entre los grupos (H [3]= 28.54, p<0.0001) (Figura 16). Las diferencias se
encontraron en los grupos que se entrenaron con el choque de 0.0 mA 'y 1.0 mA
(U= 0.0000, p <0.0001), 0.0 mA. y 2.0 mA (U=0.0000, p<.0001), 0.5 mA y 1.0 mA
(U=3.000, p=0.0002), asi como 0.5 mA y 2.0 mA (U=0.0000, p=0.0002). Las ratas
entrenadas bajo los choques eléctricos de 1.0 y 2.0 mA mostraron los valores mas
significativos, lo que indica una buena retencion de la tarea y por tanto un

aprendizaje.
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Figura 16. Latencias de retencion en segundos. Se muestran las medianas con rangos intercuartilares. Se
comparan los grupos que fueron entrenados en la tarea de evitacién inhibitoria con el choque eléctrico de 0.0,
0.5, 1.0 y 2.0 mA. El simbolo (*) indica que se encontraron diferencias significativas con el grupo de 0.0 mA
(p<0.0001), yﬁ') con el grupo de 0.5 mA (p<0.05).

6.2 Resultados histologicos

6.2.1. Proporciéon de células que presentan pGR en el estriado (caudado-

putamen)

Los conteos celulares para los grupos entrenados en la tarea de evitacion
inhibitoria con los choques 0.0, 0.5, 1.0y 2.0 mA. Ademas del grupo control intacto
y el grupo de solo choque presentaron células con el receptor a glucocorticoides
fosforilado en la serina 211 (pGR). En lo que respecta a la prueba estadistica de
ANOVA de una via, se encontraron diferencias significativas (F (5,18)= 4.944,
p=0.0051) (Figura 17). Por su parte, la prueba post-hoc de Tukey mostrod
diferencias significativas entre los grupos Intacto y 2.0 mA (p<0.05), 0.5 mAy 2.0
mMA (p<0.05) y entre los grupos 2.0 mA 'y Sch 2.0 mA (p<0.01).
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Figura 17. (a) Proyeccion en Z de 28 planos focales (0.7 um de profundidad, 40x/ AN 1.3) de una
microfotografia de células del estriado (caudado-putamen) marcadas por inmunohistoquimica de
fluorescencia. La flecha de color blanco indica el nicleo de una célula, la flecha anaranjada indica un nuicleo
de una célula que presenta pGR (fosforilado en la serina 211) (b) Células que presentan pGR (fosforilacion
en la serina 211) en proporcién a las células totales, para los grupos entrenados en la tarea de evitacion
inhibitoria con los choques eléctricos de 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA, ademas de un grupo control intacto y un grupo
al que solamente se le administré el choque mas alto (2.0mA). El simbolo (*) Indica que se encontraron
diferencias significativas con el grupo Intacto (p<0.05): (+) con el grupo de 0.5 mA (p<0.05), asi como (<>)
con el grupo de Sch 2.0mA (p<0.01).
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El analisis de los conteos celulares dio lugar a una division entre estriado dorsal y
estriado ventral para el niumero de células que presentan pGR (fosforilado en la
serina 211).

6.2.2. Proporcion de células que presentan pGR en el estriado (caudado-
putamen) dorsal

Los conteos celulares restringidos para la region del estriado dorsal de los grupos
entrenados en la tarea de evitacidn inhibitoria (Figura 18), presentaron diferencias
significativas (F (5, 18)=3.614, p=0.0194). A su vez la prueba post hoc de Tukey
mostro diferencias significativas solamente entre los grupos 2.0 mA y Sch 2mA
(p<0.05).
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Figura 18. Células que presentan pGR (fosforilacion en la serina 211) en el estriado dorsal en proporcion a
las células totales, para los grupos entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria con los choques eléctricos
de 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA, ademas de un grupo control intacto y un grupo al que solamente se le administro el
choque maés alto (2.0mA). El simbolo (<) indica diferencias significativas con el grupo de Sch 2.0mA (p<0.05).
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6.2.3. Proporcion de células que presentan pGR en el estriado (caudado-

putamen) ventral
La comparacion de los conteos celulares del estriado ventral (Figura 19), arrojo

diferencias significativas (F [5]= 4.513, p=0.0077) entre los grupos Intacto y 2.0
mA (p<0.05), 0.5 mA y 2.0 mA (p<0.05) asi como 2.0 mA y Sch 2mA. (p<0.05).
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Figura 19. Células que presentan pGR (fosforilacion en la serina 211) en el estriado ventral en proporcién a
las células totales, para los grupos entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria con los choques eléctricos
de 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mA, ademas de un grupo control intacto y un grupo al que solamente se le administro el
choque mas alto (2.0mA). El simbolo (*) indica diferencias significativas con el grupo Intacto (p<0.05),
con el grupo de 0.5 mA (p<0.05) y ) con el grupo de Sch 2.0mA (p<0.05).
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7. Discusion

Los resultados conductuales muestran que no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos cuando se compararon las latencias de entrada,
por lo que el aprendizaje de la tarea de evitacion inhibitoria no se vio afectado por
factores relacionados con la conducta motora. En cuanto a las latencias de
escape, los grupos entrenados con los choques eléctricos moderado (1.0 mA) y
alto (2.0 mA) fueron estadisticamente diferentes en comparacién al grupo control
sin choque eléctrico (0.0 mA), lo que indica que estos estimulos fueron mas
aversivos , por lo que podrian representar una experiencia con mayor carga
emocional, las cuales tienden a ser mejor recordadas (McGaugh & Roozendaal,
2002; Sandi, Loscertales, & Guaza, 1997). Esto se debe a que las hormonas y
neurotransmisores liberados en este tipo de eventos con estrés juegan un papel
fundamental para inducir los cambios plasticos necesarios para la consolidacion
de la memoria (Roozendaal, 2000). Sus efectos, sin embargo, dependen de la
intensidad, de la duracion, de la cronicidad y de la predictibilidad que acompafien
al estresor (Lupien, Maheu, Tu, Fiocco, & Schramek, 2007), en este caso, el
choque eléctrico como un estimulo aversivo, constituye un evento adecuado para
el estudio de la formacién de la memoria bajo condiciones de estrés (LeDoux,
1995; Sandi, 2003).

Para comprobar estas afirmaciones, los grupos experimentales pasaron por la
fase de prueba de la tarea de evitacion inhibitoria, y cuarenta y ocho horas
después fueron expuestos al mismo contexto. La latencia de retencion que se
mide en este proceso experimental se refiere al tiempo en que el animal vuelve a
pasar al compartimento oscuro. Se encontrd que, los grupos entrenados con los
choques eléctricos moderado y alto, muestran una mejor memoria de la tarea.
Una buena retencién de la tarea puede entonces estar asociada, propiamente a
la liberacion de las hormonas del estrés, particularmente a los glucocorticoides.
Roozendaal y McGaugh (2011) y de Kloet et al. (2005), afirman que el estrés
induce la accién de glucocorticoides en el cerebro, produciendo las modificaciones
plasticas que se requieren por la consolidacion de la memoria, en las cuales, la
activacion del receptor a glucocorticoides (GR), juega un papel muy importante.

Ademas, la accidon en conjunto con otros neuromoduladores como noradrenalina,
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glutamato, GABA, vasopresiona, y acetilcolina, influyen en el almacenamiento de
informacion, preparando al organismo para una situacion desafiante similar en el
futuro (McGaugh, 2003).

En lo concerniente a los resultados histologicos reportados, la hipotesis que se
planted, abordé la posibilidad de encontrar una relaciéon entre las células positivas
al pGR (receptor a glucocorticoides fosforilado en la serina 211) y el entrenamiento
incrementado. Aceptandose que las ratas entrenadas en la tarea de evitacion
inhibitoria con el choque eléctrico alto (2.0 mA.) aumentarian el nimero de células
que presenten pGR en el caudado-putamen (estriado), tanto en la region dorsal
como en la ventral.

Debe hacerse especial énfasis en las implicaciones de las diferencias estadisticas
encontradas, ya que la comparacioén del grupo entrenado con alto choque con
respecto al grupo al que solamente se le administré el choque eléctrico (Sch
2.0mA) indica que la activacién del receptor a glucocorticoides en la serina 211
puede no sélo deberse al estimulo aversivo del choque eléctrico, sino que esta
relacionada con una experiencia de aprendizaje. Aqui es importante sefialar la
importancia del contexto, una representacion abstracta compuesta de diversos
estimulos percibidos en el ambiente; se aprende incidentalmente (sélo con la
exposicion al contexto) (Maren, Phan, & Liberzon, 2013). Una vez que esa
informacion ha sido codificada ya puede asociarse con otros eventos, como un
choque eléctrico. Fanselow (1990), afirma que los animales a los que se les
administra el choque eléctrico inmediatamente después de colocarlos en un
compartimento, no presentan un aprendizaje del contexto de la tarea de memoria.
Esto se relaciona con la actividad del GR, ya que se ha descrito que altos niveles
de glucocorticoides en la sangre producen altos niveles de actividad en las areas
limbicas y en el tronco encefalico, estas neuronas producen altos niveles de
excitacion, lo que conlleva a un enfoque de la atencion y a una facilitacion en la
codificacion de la informacion relevante (Joels, Karst, Krugers, & Lucassen, 2007),
por lo que suele concluirse que el estrés facilita el aprendizaje, particularmente
cuando el estresor esta intimamente relacionado con el contexto en el cual ocurrio
el aprendizaje, es decir, cuando la asociacion de estimulos ocurre
simultdneamente en espacio y tiempo (Joéls et al., 2006).

Con respecto a los resultados histologicos, la regién dorsal del caudado-putamen,

mostro diferencias estadisticamente significativas entre el grupo entrenado con
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el choque eléctrico alto (2.0 mA) en comparacion con el grupo al que solamente
se le administro el choque eléctrico alto (Sch 2.0mA), sin embargo no presento
diferencias con los otros dos grupos control, el grupo intacto y el grupo entrenado
sin choque eléctrico (0.0 mA.), en cambio cuando se compararon los grupos en la
region ventral se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo intacto y el que fue entrenado sin choque (0.0 mA), asi como el de sélo
choque. Podria sefialarse entonces que la region ventral estaria mas implicada en
el procesamiento de consolidacion de la tarea de evitacion inhibitoria. Esto podria
explicarse por la conectividad que presenta el caudado-putamen con respecto a
otras estructuras cerebrales. Sus conexiones no son homogéneas, incluso podria
hablarse de un gradiente de proyecciones provenientes de regiones corticales y
talamicas a lo largo de la estructura (Voorn, Vanderschuren, Groenewegen,
Robbins, & Pennartz, 2004), mientras que la region dorsal del caudado putamen
recibe informacion mayormente desde las estructuras de la corteza frontal y
sensiromotora (Brown, Smith, & Goldbloom, 1998) una porcién de la region ventral
recibe informacion de areas corticales teniendo un papel importante en procesos
asociativos, entre las que se encuentran regiones del hipocampo y la amigdala
(Berendse, Galis-de Graaf, & Groenewegen, 1992; McGeorge & Faull, 1989),
regiones relacionadas con el estrés y la consolidacion de la memoria (Cabhill,
Babinsky, Markowitsch, & McGaugh, 1995; Eichenbaum, Stewart, & Morris, 1990).
Los resultados histologicos son también relevantes en su método de analisis, ya
que se realizaron con una técnica novedosa de conteos de células marcadas por
inmunohistoquimica de fluorescencia, lo que permitié de cierto modo, constatar lo
encontrado por Morimoto et al. (1996) que ya habian reportado la presencia del
GR en el caudado-putamen. Ademas, se logra aportar evidencia sobre el efecto
del estrés en el sistema nervioso; ha sido reportado anteriormente que la
intensidad o magnitud de un estimulo aversivo o estresante que representa el
choque eléctrico es directamente proporcional a la cantidad de glucocorticoides
(corticosterona) liberados (Cordero et al., 1998), a la vez, este trabajo agrega
evidencia sobre un aumento en la activacion del receptor a glucocorticoides (GR)
producido por una intensidad alta del choque eléctrico usado durante el
entrenamiento de una tarea de memoria, esta relacion coincide con el trabajo de
Joéls y de Kloet (1994) quienes reportaron que la activacion del receptor a

glucocorticoides se define por los niveles de coricosterona circundante, aspecto
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importante para la discusion de estos resultados, ya que se midié el niumero
células que presentaron el GR con una fosforilacion en la serina 211 (serina 232
en larata), justamente el sitio que ha demostrado un incremento en su fosforilacion
en presencia de su ligando, los glucocorticoides (Pocuca et al., 1998).

Ahora bien, la informacion que relaciona a los glucocorticoides con las
intensidades de un estimulo aversivo y la consolidacion de la memoria (Jefferys
et al., 1983; Lozano et al., 2013; McEwen & Sapolsky, 1995; Medina et al., 2007,
Oitzl & de Kloet, 1992; Roozendaal, 2000; Roozendaal & McGaugh, 2011,
Sanchez-Resendis et al., 2012; Sandi & Pinelo-Nava, 2007; Zorawski & Killcross,
2002) demuestra con suficiente claridad la relacion entre la magnitud de un
estimulo y la retencion de un aprendizaje, asi como la literatura que apoya el papel
esencial del receptor a glucocorticoides mediante acciones gendmicas y no
genodmicas en el desencadenamiento de elementos celulares y moleculares
claves para la formacion de la memoria de largo plazo, como lo son los elementos
que modifican la sefializacion y la arquitectura celular (Datson et al., 2008; Datson
et al., 2001; Morsink et al., 2006; Popoli et al., 2012), permitiendo discutir la
posibilidad de la influencia del estrés y el GR en el entrenamiento incrementado.
Es importante recalcar, que en los grupos entrenados con la intensidad mas alta
del choque eléctrico (2.0 mA.) se encontraron diferencias significativas tanto en la
retencidén de la tarea de evitacion inhibitoria, como en el nimero de células que
presentaron pGR, aspecto notablemente relevante, ya que representa un estimulo
sobrerreforzado, elemento importante en el estudio del entrenamiento
incrementado (Prado-Alcalé et al., 2006). Si bien en este trabajo no se administro
un agente amnésico y su andlisis se restringié solamente al caudado-putamen,
vale la pena considerar la amplia evidencia existente de que el estrés y los
glucocorticoides interactlan con otras estructuras cerebrales y los sistemas de
neurotransmision en los que se ha estudiado el efecto protector contra la amnesia.
En este contexto, el primer punto en el que debe hacerse hincapié, es que los
procesos de aprendizaje y memoria no comprenden estructuras individuales que
participen en el almacenamiento de cierto tipo de informacién, sino que
comprenden sistemas de memoria diferenciados anatomica y funcionalmente
(Schwabe, 2013; Squire, 2004). Estos sistemas procesan informacion de manera
paralela y simultanea (White & McDonald, 2002). Sin embargo pueden llegar a

interactuar de manera cooperativa o competitiva (Schroeder, Wingard, & Packard,
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2002; Voermans et al., 2004), dependiendo del como, su accion es modulada para
optimizar el comportamiento y la ejecucidén de una respuesta.

Durante el estrés, se ha reportado la interaccion dindmica de tres sistemas de
memoria alterados por accion de los glucocorticoides: amigdala, hipocampo y
estriado (caudado-putamen) (Schwabe, 2013). Estructuras que procesan los
componentes, aversivo (amigdala), espacial (hipocampo) y de procedimiento
(caudado-putamen), necesarios para el aprendizaje de la tarea de evitacion
inhibitoria y en las que ademas, se ha estudiado una influencia en el fenémeno de
entrenamiento incrementado (Giordano & Prado-Alcala, 1986; Martinez, Quirarte,
Diaz-Cintra, Quiroz, & Prado-Alcala, 2002; Salado-Castillo et al., 2011).

Esta relacibn es compleja y aun queda mucha informaciéon por develar, sin
embargo, existe evidencia de que la amigdala es capaz de modular a otros
sistemas de memoria (McGaugh, 2002; Packard & Teather, 1998).

Evidencia farmacologica parece prueba la influencia tanto del estriado como del
hipocampo, ya que las inactivaciones por medio de la administracion del
antagonista a receptores adrenérgicos 79948 en la amigdala, evitan por completo
el efecto del estrés en ambas estructuras (Packard & Gabriele, 2009; Roozendaal
et al., 2006; Wingard & Packard, 2008).

Por su parte, el estriado y el hipocampo representan una conjuncién de mayor
controversia, comenzando por su sensibilidad ante los glucocorticoides. En el
caso del hipocampo se ha aceptado que el estrés favorece los procesos de
memoria cuando el estresor es parte de la experiencia de aprendizaje u ocurre en
un tiempo cercano (Diamond, Campbell, Park, Halonen, & Zoladz, 2007;
Roozendaal & McGaugh, 1997) y que cualquier situacion de estrés fuera de
contexto deteriora la plasticidad sinaptica hipocampal (Wiegert, Joéls, & Krugers,
2006); a su vez, el estriado fue considerado por muchos afios como una estructura
poco afectada por el estrés, sin embargo, en afios recientes, se ha publicado
literatura que apoya la participacion el estriado durante una situacion de estrés en
paradigmas de memoria como el laberinto de Morris o la evitacion inhibitoria
(Lozano et al., 2013; Medina et al., 2007; Quirarte et al., 2009; Roozendaal &
McGaugh, 2011; Sanchez-Resendis et al., 2012).

En lo que respecta a la interaccion entre el hipocampo y el estriado, se ha
demostrado que la inactivacion del hipocampo favorece el aprendizaje

dependiente del estriado dorsal (Schroeder et al., 2002) y a su vez, la inactivacion
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del estriado dorsal fortalece el aprendizaje dependiente del hipocampo (Mitchell &
Hall, 1988). Los deterioros inducidos por estrés en el hipocampo reducirian su
influencia inhibitoria en el estriado, a la vez, fortalecimientos inducidos por estrés

en el estriado incrementarian su efecto inhibitorio en el hipocampo.
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Figura 20. Interaccion de los sistemas de memoria durante el estrés. La amigdala funciona como un
modulador de las interacciones del hipocampo con el estriado dorsal. Modificado de Schwabe (2013).

Es de sefalarse que también existe evidencia sobre una relacion de cambio de
memoria cuya informacion es procesada por el hipocampo a memoria
dependiente del estriado, debido a la repeticion del entrenamiento (Poldrack et al.,
2001), tomando en cuenta que la practica es un factor critico para la participacion
de multiples sistemas de memoria (Packard & Gabriele, 2009), si bien la tarea de
evitacion inhibitoria no comprende una repeticion del entrenamiento, debe
mencionarse que la relacién entre el hipocampo y el estriado podria ser mediado
por las condiciones del entrenamiento, como el nivel de choque eléctrico utilizado.
(Prado-Alcala et al., 2006).

Podria decirse que, dentro de esta relacion multiple, la amigdala interviene como
un modulador para las interacciones entre el estriado y el hipocampo, que parecen
tener interacciones distintas dependientes del estrés inherente a la experiencia de

aprendizaje asi como del tiempo y la cantidad de ocasiones en las que se exponga
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al organismo ante la misma. Lo cual sugiere que el choque alto (2.0 mA), utilizado
en la tarea de evitacion inhibitoria podria estimular la participacion del caudado-
putamen asi como de la amigdala y el hipocampo. Considerando que fue el grupo
entrenado con choque alto el que presento diferencias significativas en cuanto al
namero de células con pGR, podria sugerirse que la activacion del receptor ante
un estimulo sobrrerreforzado estaria contribuyendo en la interaccion funcional del
estriado (caudado-putamen) con otros sistemas de memoria durante el estrés.
Otro aspecto que debe recalcarse, es la influencia de los glucocorticoides
liberados en una situacion de estrés sobre otros sistemas de neurotransmision
como el glutamato y la acetilcolina (Popoli et al., 2012), los cuales se encuentran
intimamente relacionados son los procesos de memoria y aprendizaje (McGaugh,
2004).

En el caso del glutamato, si bien no se ha reportado evidencia de una participacion
en la modulacion del estriado, debido en gran parte a la naturaleza de sus
conexiones, al s6lo presentar entradas glutamatérgicas y tener en su mayoria
salidas GABAérgicas y dopaminérgicas; es de mencionarse la accion de este
neurotransmisor en otros sistemas de memoria.

En relacion a los glucocorticoides, existe informacion de una via de activacion
cruzada intracelular entre los glucocorticoides y el glutamato en la consolidacion
de memorias estresantes (Reul, 2014), ademas, se ha reportado que las acciones
no gendmicas del receptor a glucocorticoides pueden controlar rapidamente la
liberacibn de glutamato y modular la transmisién y plasticidad sinaptica
(Groeneweg, Karst, de Kloet, & Joels, 2011; Haller, Mikics, & Makara, 2008), asi
como la regulacion del trafico de subunidades del receptor AMPA (Krugers,
Hoogenraad, & Groc, 2010).

En cuanto a los sistemas de memoria relacionados con estrés, se ha demostrado
que la exposicion ante un estresor o la administracion de glucocorticoides
incrementa rapidamente la liberacion de glutamato en estructuras como la
amigdala y el hipocampo (Reznikov et al., 2007; Venero & Borrell, 1999), lo que
tiene una gran importancia para la actividad cerebral que participa en la memoria,
ya que la neurotransmision de glutamato incrementa la frecuencia de las
corrientes postsinapticas excitatorias miniatura tanto en el hipocampo como en la
amigdala, lo que permite la apertura transitoria de canales de calcio y por tanto la

transmision de sefales en las neuronas (Meldrum, 2000).
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Por su parte, la neurotransmision de acetilcolina representa un aspecto de gran
interés, ya que es un factor de gran importancia en la modulacion de estructuras
como el estriado (caudado-putamen) (Zhou et al., 2002), y en la modulacién de
los procesos de aprendizaje y memoria, ya que se ha demostrado
farmacoldgicamente que antagonistas de la acetilcolina, administrados sistémica
o directamente en estructuras cerebrales como el hipocampo o el caudado-
putamen, producen un deterioro en la retencion de una gran variedad de
conductas aprendidas, como las tareas de condicionamiento de preferencia de
lugar, condicionamiento al miedo Yy evitacidn inhibitoria; asimismo, la
administracion de agonistas o precursores de la acetilcolina facilitan la formacion
de la memoria (Fibiger, 1991; Gold, 2003; Prado-Alcal4, 1985).

También se ha estudiado la influencia del sistema colinérgico en el fenémeno de
entrenamiento incrementado (Cruz-Morales, Duran-Arevalo, Diaz del Guante,
Quirarte, & Prado-Alcala, 1992; Quirarte, Cruz-Morales, Diaz del Guante, Garcia,
& Prado-Alcalda, 1993). Duran-Arevalo et al. (1990) demostraron que el efecto
amnésico provocado por la administracion sistémica de escopolamina
(antagonista a los receptores muscarinicos de acetilcolina) podria ser impedido en
los animales entrenados con un choque alto. Ahora bien, considerando que fue
justamente en el grupo entrenado con choque alto en el que se encontraron
diferencias significativas en los datos conductuales e histolégicos del presente
trabajo. Sanchez-Resendis et al. (2012), reportaron una relacion entre el sistema
colinérgico y los glucocorticoides en el estriado dorsal. Al administrar localmente
RU 38486 (antagonista al GR) antes del entrenamiento y oxotremorina (agonista
a los receptores colinérgicos) después del entrenamiento, se observé que la
administracion de RU 38486 bloguea el efecto facilitador de la oxotremorina en la
consolidacion de la memoria en la tarea de evitacion inhibitoria. Esto sugiere que
existe una relacién entre el estrés y la modulacién de acetilcolina en los procesos
de aprendizaje y memoria, en especifico, la accion del GR pareciera estar
teniendo un papel fundamental para esta interaccion.

Regresando a la relacion de cambio entre el hipocampo y el estriado, Chang y
Gold (2003) demostraron que la liberacion de acetilcolina en el hipocampo y en el
estriado, es importante para el cambio de hipocampo a estriado en tareas en las
que se pasa de una estrategia de “lugar” a una estrategia de “respuesta’, la

evidencia muestra ademas que un incremento en la liberacién de acetilcolina en
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el hipocampo precede a un incremento en la liberacion de acetilcolina en el
estriado durante el entrenamiento.

Trabajos clasicos han reportado un efecto anti-amnésico con la administracién de
corticosterona (Nakajima, 1975; Nakajima, 1976). Entre estos experimentos, lo
encontrado por Flood et al. (1978) es de destacarse, ya que, al usar la tarea de
evitacion inhibitoria para medir el efecto amnésico de la anisomicina (inhibidor de
la sintesis de proteinas, la cual se encuentra relacionada con la consolidacion de
la memoria), encontraron el efecto amnésico deseado, sin embargo, este efecto
pudo ser revertido con la administracién de corticosterona. Lo que prueba que al
menos farmacolégicamente, los glucocorticoides podrian tener un efecto en contra
de los agentes amnésicos y por tanto en el fenébmeno de entrenamiento
incrementado.

Se ha descrito que el GR regula varias vias de sefializacion intracelulares, entre
las que se incluyen las vias activadas por la proteina de union al elemento de
respuesta CAMP (CREB, por sus siglas en inglés), la proteina quinasa activada
por mitdgeno (MAPK), la proteina quinasa dependiente de calcio/calmodulina Il
(CaMK 1) y el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) (Chen et al., 2012).
Por su parte, diversos estudios situados particularmente en el hipocampo,
demuestran que la activacion del GR conlleva a la transcripcion de una variedad
de genes, entre los que se incluyen, aquellos que transcriben proteinas de unién
a calcio, proteinas asociadas a sinaptosoma (SNAPs), moléculas neuronales de
adhesiéon celular (NCAMSs), dineina, neurofilamentos, actina-B, kinasa 1 de
dominio LIM y profilina, asi como la proteina kinasa serina/treonina (sgkl), el
receptor adrenérgico B2 y el receptor neuronal de serotonina (5-HT1A) (Cornett et
al., 1998; Itani et al., 2002; Nakabayashi et al., 2001; Rogatsky et al., 2003),
también cabe sefalar su influencia sobre la transcripcion de los genes p65
(Subunidad NF-kB) y C-Jun/CFos (AP-1), factor de transcripcion IID (TFIID), y el
transductor de sefal y activador de transcripcion 5 (STAT5) (Heck et al., 1994;
Kassel & Herrlich, 2007; Sandi, 2004). Todos estos elementos son considerados
clave en las funciones de transduccion de sefales intracelulares, metabolismo,
estructura neuronal y plasticidad sinaptica (Datson et al., 2008; Datson et al., 2001,
Morsink et al., 2006). Esta informacidén apoya la afirmacion de que el estrés, en
especifico la actividad del GR es primordial durante el periodo de consolidaciéon

de la memoria.
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Finalmente, es importante sefialar algunos aspectos del proceso de fosforilacion
del receptor a glucocorticoides y cdmo este proceso afecta su actividad en el
cerebro. Como ya se ha sefialado anteriormente, las acciones del GR dependen
de la fosforilacion en los residuos de su estructura (Wang et al., 2002) y existen
diversos sitios de fosforilacion que muestran distintas funciones de respuesta en
cuanto a la actividad transcripcional se refiere.

En este trabajo se estudio la activacion del GR por una fosforilacién en la serina
211, cuyo ortdlogo en el GR de rata es la serina 232 (Chrousos & Kino, 2005). El
proceso de fosforilacion en este sitio ha sido reportado como un requerimiento
para la influencia del GR en la transcripcién de genes (Krstic et al., 1997), el hecho
de haber encontrado un mayor numero de células positivas al GR fosforilado en
la serina 211, en los cerebros de las ratas entrenadas con un choque alto (2.0 mA)
estaria implicando a este residuo, como uno de los factores clave para la influencia
del GR en la consolidacién de memorias inducidas por estrés. Esto posiblemente
se deba a que la fosforilacion del receptor facilite o inhiba la atraccion de
cofactores transcripcionales co-activadores como CBP/p300 y p160, o cofactores
transcripcionales co-represores como AP-1 y COUP-TFII hacia el GR unido a un
promotor (Chrousos & Kino, 2005), lo que influiria fuertemente en la expresion de
genes y por tanto en la respuesta celular ante el estrés.

Los procesos de fosforilacién en el sistema nervioso suelen ser llevados a cabo
por diversas proteinas kinasas, entre las que se encuentran las kinasas c-jun N-
terminal (IJNK), kinasas activadas por mitdgeno (MAPK) y las kinasas
dependientes de ciclina (CDK) (Ismaili & Garabedian, 2004). Dentro de la familia
de las CDKs se ha reportado que la proteina Cdk 5, tiene un papel fundamental
en la regulacion del sistema nervioso por medio de mecanismos dependientes del
GR al fosforilar las serinas 203, 211y 226 (Kino et al., 2007). Ademas, la actividad
de Cdk 5 ha sido relacionada con el desarrollo cerebral, morfogénesis y
supervivencia neuronal (Kesavapany, Li, & Pant, 2003). Sus acciones se
restringen del sistema nervioso debido a la expresion neurona-especifica de sus
moléculas de activacién p35 y p39 (Tsai, Delalle, Caviness, Chae, & Harlow,
1994). Ademas, es de sefialarse la importancia de esta proteina, ya que puede
modular tanto positivamente como negativamente la actividad del receptor a
glucocorticoides (Figura 21), alterando su funcién al inhibir o mejorar la asociaciéon

con cofactores en el promotor de genes especificos (Kino et al., 2007). Esto puede
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estar implicado en la interaccion de las células del caudado-putamen con otras
estructuras como la amigdala y el hipocampo y con otros sistemas de
neurotransmision como el glutamato y la acetilcolina, al inhibir o inducir la

respuesta neuronal ante al estrés.
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Figura 21. La proteina kinasa CDKS5 fosforila al receptor a glucocorticoides, alterando su funcion, al inhibir o
inducir la atraccion de cofactores y por tanto su actividad transcripcional. Modificado de Chrousos y Kino
(2005).

Ya se han mencionado entonces algunas de las acciones gendmicas y no
gendmicas del GR en la dinamica celular y en los procesos de memoria, asi como
el papel de la fosforilacion en la serina 211 como un sitio esencial para la actividad
transcripcional del GR. Es notable que el receptor a glucocorticoides tiene una
gran influencia sobre los procesos neuronales inmiscuidos en la consolidacion,
por lo tanto, se puede aseverar que una mayor cantidad de células que presenten
la activacion del GR en una estructura en particular, en este caso en el caudado-
putamen, estaria estimulando la actividad de maquinarias celulares vy
modificaciones plasticas, lo que implicaria una memoria mucho mas fuerte y
estable, asi como podria favorecer la interaccién con diversos sistemas de

memoria y sistemas de neurotransmision, lo cual, si se visualiza como un conjunto
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simultaneo de respuestas en el cerebro, podria llegar a explicar la poca o nula
susceptibilidad de algunas estructuras ante agentes amnésicos.

Se sugiere entonces la realizacion de experimentos que puedan comprobar la
actividad del receptor a glucocorticoides en el efecto protector en contra de
agentes amneésicos, ademas de estudios que permitan disociar su relacion con
otros sistemas de memoria relacionados con el estrés y analizar la expresion de
genes y cambios plasticos relacionados en la consolidacion de la memoria en el
caudado-putamen. En conjunto, esto ayudaria a develar de una manera mas

clara, una funcion del estrés en el entrenamiento incrementado.

8. Conclusiones

e El entrenamiento incrementado en la tarea de evitacion inhibitoria induce
un aumento en el nimero de células que presentan la activacion del
receptor a glucocorticoides (fosforilacién en la serina 211), en el caudado-

putamen de ratas.

e Elanalisis por regiones del caudado-putamen mostré que el entrenamiento
incrementado en la tarea de evitacion inhibitoria induce un aumento en el
namero de células que presentan la activacion del receptor a
glucocorticoides (fosforilacién en la serina 211) en la region ventral pero no

en la region dorsal del caudado-putamen de ratas.
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