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RESUMEN

Ante las experiencias aversivas, se induce la liberacién de glucocorticoides como la
corticosterona. La activacion de los receptores a glucocorticoides (GR), en conjunto
con los receptores muscarinicos colinérgicos en el estriado facilita la consolidacion
de la memoria. Sin embargo, se desconoce si en primer lugar, dicha facilitacion es
debida a la activacion de los GR membranales (GRms); y en segundo lugar si
existe interaccién con otros receptores como los GABAa. En el presente trabajo,
investigamos si en el estriado los GRms interactdan con los receptores GABAA en
la consolidacion de la memoria. Ratas macho Wistar se implantaron con canulas
bilaterales en el estriado anterodorsal, se entrenaron en la tarea de evitacion
inhibitoria y se midio la retencion a las 48 horas. En el Experimento 1 las ratas se
entrenaron con una intensidad de 0.45 mA e inmediatamente después del
entrenamiento recibieron corticosterona conjugada a BSA (CORT:BSA) (5, 10 o0 20
ng/0.5 pl) o vehiculo. En el Experimento 2, las ratas se entrenaron con una
intensidad de 0.6 mA e inmediatamente después recibieron el agonista a GABAA
muscimol (5 o 50 um/0.5 ul) o vehiculo. En el Experimento 3 las ratas se entrenaron
con 0.45 mA e inmediatamente después del entrenamiento recibieron muscimol (5
UM/ 0.5 pl) y 10 minutos después CORT:BSA (20 ng/0.5 ul). Encontramos que el
muscimol causa deterioro de la memoria (5 uM); la CORT:BSA facilita la retencién
de la memoria (20 ng); y la facilitacion causada por la CORT:BSA se bloquea con la
administracion previa de muscimol (5 pM). Nuestros resultados sugieren que la
modulacién de la memoria se da por vias rapidas de sefializacién a través de los
GRms y que los glucocorticoides interactuan con el sistema GABAgérgico estriatal
en la consolidacion de la memoria.



1. INTRODUCCION

El aprendizaje se define como el proceso que representa el cambio en la conducta
del individuo derivado de la experiencia; este representa cambios en el sistema
nervioso (Bayley y Squire, 2007; Hilgard y Bower, 1987), por otro lado la memoria
es todo recuerdo mas o menos permanente de la experiencia que se ha obtenido
por medio del aprendizaje (Camarasa, 2008).

Las especies animales a lo largo de su vida son expuestas a diversas situaciones o
factores adversos. Existen mediadores de estrés que son liberados en dichas
situaciones provocando cambios bioquimicos intra y extracelulares que son
traducidos en cambios inmediatos en la conducta asi como la modificacion en la
conducta futura del individuo (Kronenberg y col., 2003). Esto se logra a través de la
modulacion del funcionamiento neuronal en varios niveles del sistema nervioso
central; niveles que rigen la toma de decisiones, el aprendizaje y la memoria, las

hormonas, las respuestas autonémicas y las emocionales (Maguire, 2014).

Varios mediadores de estrés han sido descritos, incluyendo neurotransmisores
como la noradrenalina y la serotonina; asi como las hormonas esteroides cortisol

en humanos y corticosterona en roedores (Joéls y Baram, 2009).

La informacion con contenido emocional es modulada segun la intensidad de la
experiencia, se ha demostrado que si el estimulo es mayor se generan mejores
memorias (Joéls y Baram, 2009). Existen diferentes tareas para estudiar los
procesos de memoria con contenido emotivo positivo o negativo, una de ellas es la

tarea de evitacion inhibitoria que involucra un estimulo negativo.

La tarea de evitacion inhibitoria consiste en colocar una rata en una caja de dos
compartimientos, el primero iluminado y el segundo compartimiento oscuro
separado por una puerta. Cuando la puerta es abierta, la rata cruza al
compartimiento oscuro (debido a la exploracién y a su fotofobia). Una vez que ha
cruzado, se le administra un leve choque eléctrico en las patas (estimulo negativo),
48 horas despues se repite el procedimiento donde se puede observar que la rata
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ya no pasa al compartimento oscuro, esto debido a que almacené la informacion

del evento aversivo a largo plazo.

La corticosterona administrada directamente en el estriado facilita la consolidacion
de la memoria de una tarea de evitacion inhibitoria (Medina y col., 2007). Este
hallazgo apoya la evidencia de la modulacién de los mediadores del estrés sobre la

memoria y la participacion en este proceso de los GR del estriado.

Uno de los sistemas que regulan el almacenamiento de la memoria es el sistema
GABAérgico, que ejerce inhibicion sobre otras neuronas; se distribuye en las
neuronas de todo el cerebro, sin embargo se encuentran en mayor concentracion
en ciertas regiones como en el estriado. EIl GABA puede unirse a distintos tipos de
receptores. Los receptores para GABA son de varios tipos; los ionotropicos
(GABA,) y los metabotrdpicos (GABAg y GABA().

Los receptores GABAa estriatales se expresan en las neuronas principales del
estriado y participan en la consolidacion de la memoria (Siller, 2012).

Con el fin de conocer si la activacion de los receptores a glucocorticoides
membranales (GRm) en el estriado interactian con los receptores GABAA en la
modulacion del almacenamiento de una memoria aversiva sera necesario el uso de
sustancias agonistas 0 antagonistas. El agonista muscimol tiene la capacidad de
atravesar la barrera hematoencefalica rapidamente (Flexner y Goodman, 1975;
LaBar y Cabeza, 2006; Quirarte y col., 1997).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue investigar si en el estriado los GRms en
conjunto con los receptores GABAA modulan la consolidaciéon de la memoria de una

tarea con contenido aversivo.

vii



2. ANTECEDENTES

2.1.1 Aprendizaje y sistemas de memoria

Continuamente los seres vivos reciben un sinfin de estimulos, los cuales
contemplan una gran variedad de respuestas dependiendo de lo que estos generen

en nuestro organismo a través de nuestros 6rganos sensoriales.

Toda esta informacion es captada por nuestro cerebro para poder responder de

una mejor manera ante futuras situaciones.

El aprendizaje se define como aquellos cambios mas o menos permanentes que
tienen lugar en la conducta del individuo y son resultado de una experiencia
(Camarasa, 2008).

2.1.1.1 Aprendizaje asociativo y no asociativo

La habituacion y la sensibilizacién son dos formas de aprendizaje no asociativo. La
primera se refiere a la disminucién de una respuesta ante un estimulo que es
presentado en repetidas ocasiones. De manera opuesta, la sensibilizacion se trata
de un incremento o facilitacion de la respuesta ante una amplia variedad de
estimulos después de haber recibido un estimulo nocivo o intenso (McDonald y
col., 2004).

Como parte del aprendizaje asociativo dos o mas estimulos se asocian y generan
respuestas mas complejas que en la sensibilizacion, o la habituacién; ademas en
esta categoria se agrupan dos tipos de aprendizaje: el que se produce por el

condicionamiento clasico y el que se obtiene por el condicionamiento operante.
2.1.1.2 Condicionamiento clasico y condicionamiento operante.

La diferencia entre el condicionamiento clasico y el operante radica en que en el
clasico, la asociacion se da entre estimulos externos que provocan la respuesta y la

anteceden, mientras que en el condicionamiento operante la asociacion se da entre



una respuesta y la consecuencia que esta provoca (el énfasis no es en lo que

antecede, si no en la consecuencia) (Morgado, 2005).

La distincion basica entre ambos condicionamientos radica en las consecuencias
de la respuesta condicionada. En el condicionamiento clasico, las consecuencias
de los fenbmenos son independientes de lo que haga el sujeto. Pero en el
condicionamiento operante, la recompensa es consecuencia de la respuesta. En el
condicionamiento clsico el estimulo condicionado se presenta a la vez que el
estimulo incondicionado y después se produce la respuesta. El aprendizaje por
reforzamiento es aquel en el la conducta de un organismo aumenta su frecuencia
de aparicion luego de recibir algun estimulo reforzante, o disminuye después de

recibir un castigo.

En el condicionamiento operante el reforzador o el castigo aparecen después de la
conducta (Kimble, 1961).

Ambos tipos de condicionamientos tienen una importancia adaptativa para las
especies animales porque les permite hacer asociaciones predictivas de tareas

previamente realizadas (Diaz-Trujillo y col., 2009; Dudai, 2002).
2.1.1.3 Memoria

La memoria se define como todo recuerdo mas o menos permanente de la

experiencia que se ha obtenido por medio del aprendizaje (Camarasa, 2008).
2.1.1.4 Tipos de memoria

El almacenamiento de la memoria en los mamiferos se divide en dos tipos memoria
segun el tiempo que permanece la informacion en las estructuras cerebrales
(Figura 1). La memoria de corto plazo: tiene una duracion de minutos u horas; y la

memoria de largo plazo: va desde dias hasta afos.

La memoria de largo plazo depende de la sintesis de proteinas de novo de la
experiencia que sera recordada posteriormente (Dudai, 2002) esto en condiciones

experimentales de reforzamiento moderado, ya que existen estudios que sugieren
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gue en condiciones de sobrerreforazamiento la sintesis de proteinas de novo no es
indispensable para el establecimiento (consolidacion) de una memoria solida (Diaz-
Trujillo y col., 2009).

Para que la memoria de corto plazo se transforme en memoria de largo plazo y sea
sujeta de evocarse semanas 0 aflos mas tarde, debe quedar consolidada. Es decir
si la memoria a corto plazo se activa repetidas veces, pondra en marcha cambios
anatomicos, fisicos y quimicos en las sinapsis que son responsables del tipo de
memoria de largo plazo (Hall, 2011; Lechner y col., 1999).

Consolidacién

MCP MLP

Memoria

Tiempo (log)

Figura 1. Fases de la consolidacion de la memoria, memoria de corto plazo (MCP),
memoria de largo plazo (MLP). Modificado de Dudai (2004).

La memoria de largo plazo depende de la activaciébn de genes especificos que
contienen la codificacion necesaria para la sintesis de proteinas (McEwen, 2007;
Morsink y col., 2006), de esta manera, la informacion derivada de una experiencia
de aprendizaje quedara almacenada en virtud de los cambios en la estructura y
metabolismo neuronal (crecimiento dentritico, génesis de espinas dendriticas,
incremento en la produccion y liberacion de neurotransmisores, sintesis de
receptores de membrana sensibles a neurotransmisores especificos, etc.) (Kandel y
col., 2000).



La consolidacion de la memoria involucra la participacion de genes y en algunos
casos, la sintesis de nuevas proteinas que dan lugar a cambios estructurales que

almacenan la memoria a lo largo del tiempo.

Asimismo se han establecido sistemas de memoria tomando como modelo el
cerebro de la rata (Figura 2) (White y McDonald, 2002). Cada sistema consiste en
una serie de estructuras neuronales interconectadas. Las tres estructuras centrales
son el hipocampo, el cuerpo estriado (caudado y putamen) y la amigdala. La
informacion viaja a través de estos sistemas de manera independiente y es
procesada de la misma manera. Todos los sistemas tienen acceso a esta
informacion cuando se da el aprendizaje, sin embargo cada sistema esta
especializado en responder de manera particular ante ciertos elementos (estimulos,

eventos, reforzadores) (White y McDonald, 2002).

Los sistemas estan identificados segun el nombre anatomico de sus estructuras
centrales: el sistema del hipocampo, el sistema del estriado dorsal y el sistema de
la amigdala. El sistema del hipocampo es importante para mediar los efectos en la
recuperacion de la memoria espacio-contextual. El sistema dirigido por el estriado
participa en el aprendizaje a través de la adquisicién gradual de asociaciones entre
un estimulo y una respuesta para realizar una accién y no otra (White, 2008). Por
altimo, el sistema dirigido por la amigdala ejerce un papel modulador en la

memoria.

Hipocampo
migdala

Estimulo Estriad Conducta

¢.0tro ?

Figura 2. Sistemas de memoria. Cada sistema recibe y procesa informacion de
diversos aspectos durante el aprendizaje. Todos los sistemas influyen en la
conducta del sujeto de manera conjunta o individual. Modificada de McDonald y col.
(2004).



Por otro lado, se han establecido dos tipos de memoria de largo plazo y la
participacion diferencial de estructuras cerebrales para cada una (Figura 3); la
memoria explicita se forma por el sistema de memoria del hipocampo y la memoria

implicita por el sistema del estriado.

Asimismo se describe una memoria de trabajo como un tipo de almacenamiento

temporal (Thompson y Kim, 1996).

Memoria

Imiplicita
l
1
Aprendl..qe :
e, Musl:ulatum Aprendizaje no
Basco !
Hipncamm i i I—I— I—
Lobulo ; L

Corteza
Temparal
Mepd?al Temporal Motora

Medial Cerebelo
Diencéfalo

Diencéfalo Hipocampo

Figura 3. Clasificacion de los tipos de memoria de largo plazo y su posible
ubicacion estructural asociada. Modificado de Thompson y Kim (1996).

2.1.1.4.1 Memoria implicita

La Memoria implicita también llamada procedimental, es la informacion que nos
permite ejercer habitos cognitivos y motores. Su expresion es en gran medida
automatica, inconsciente y dificil de verbalizar. Se adquiere gradualmente y se
perfecciona con la préctica. Suele ser una memoria fiel, rigida y duradera, derivada
de tipos de aprendizaje basico y filogenéticamente antiguos, como la habituacion y
la sensibilizacion, el aprendizaje perceptivo y motor, o los condicionamientos
clasico e instrumental (Morgado, 2005).



2.1.1.4.2 Memoria explicita

La memoria declarativa o explicita (ME) es la recoleccion y almacenamiento
consciente de informacion relacionada con acontecimientos especificos, es una
forma de aprendizaje complejo que consiste en analizar y comparar diferentes tipos
de informacion (Morgado, 2005).

La ME es el almacenamiento de hechos (memoria semantica) y eventos (memoria
episddica). Se expresa conscientemente y es facil de declarar verbalmente o por
escrito. A diferencia de la memoria implicita (MI), este tipo de memoria puede
adquirirse en pocos ensayos Yy tiene como destacada particularidad poder
expresarse en situaciones y modo diferentes a los del aprendizaje original
(Morgado, 2005).

2.2.1 La evitacion inhibitoria como una tarea de aprendizaje y memoria.

Existen diferentes tareas para estudiar los procesos de memoria. Una tarea
ampliamente usada es la de evitacion inhibitoria, también denominada prevencion
pasiva, fue inicialmente estudiada por Slotnick y Jarvik en 1966. En este
aprendizaje estan involucrados los sistemas de memoria estudiados por McDonald
y White: a) alto componente emocional que se establece con la aplicacion de un
evento aversivo: un choque eléctrico administrado en las patas de las ratas, b) se
establece mediante claves espaciales e informacién contextual: un compartimiento
iluminado y otro oscuro con pisos de diferente textura y c) implica la asociacién de

los estimulos ambientales con la respuesta motora.

En la evitacion inhibitoria, se colocdé una rata en un compartimento iluminado
llamado de seguridad (Figura 4), separado por una puerta deslizable de otro
compartimento llamado de castigo que es oscuro. Cuando la puerta deslizable se
abre la rata cruza al compartimento oscuro de manera innata debido a su fotofobia
y se contabiliza este tiempo (latencia de entrada). Una vez que ha cruzado la
puerta esta se cierra y se le administra un choque eléctrico en las patas, en el caso

del presente estudio la duracion fue de 1 segundo. Cuarenta y ocho horas después
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se repite el procedimiento, solo que esta vez no se aplica el choque eléctrico. Se
considera que la rata aprendié, cuando se observa que no pasa al compartimento
de castigo en el que se le aplico el choque eléctrico dias antes. Esta conducta
implica que la rata almacend en la memoria de largo plazo la experiencia aversiva.
Las ratas con un recuerdo deficiente o amnésico, vuelven a pasar al compartimento
oscuro a las 48 horas. Se contabiliza nuevamente el paso del compartimento de
seguridad al de castigo, si la rata no pasa a los 600 segundos se da por terminada

la sesion.

Figura 4. Equipo utilizado en la tarea de evitacién inhibitoria. Se muestran ambos
compartimentos, A) Compartimento de seguridad y (B) Compartimento de castigo.

2.3.1 Estructuras cerebrales involucradas en el aprendizaje y la memoria

La memoria es un proceso que se lleva a cabo gracias a la participacion de
distintas regiones cerebrales y se procesa de distintas maneras en relacién con el

tipo de informacion recibida.

Disimiles formas de memoria son adquiridas a través de diferentes tipos de
aprendizaje e involucran distintas areas del cerebro: el hipocampo, la amigdala, el
estriado, la corteza insular, la corteza prefrontal, la corteza entorrinal, la corteza
perirrinal, la corteza parahipocampal y el cerebelo entre otras (Poldrack y Packard,
2003).



El cerebelo participa en el aprendizaje que lleva informacion del movimiento y del
estimulo a través de las fibras musgosas paralelas y fibras ascendentes que
transportan informacién de movimientos especificos y eventos aversivos. Estos
convergen en las neuronas de Purkinje ubicadas en la corteza cerebelar para
alterar la eficacia sinaptica de la sinapsis de las fibras musgosas paralelas en sus
dendritas (Thompson y Kim, 1996).

El hipocampo favorece el almacenamiento de los recuerdos. Los dos hipocampos
se han extirpado en el tratamiento de epilepsia en algunos pacientes. Este
procedimiento no afecta gravemente a la memoria de la persona en lo que atafie a
la informacion almacenada en el cerebro antes de extraer los hipocampos. Sin
embargo, a partir de entonces practicamente pierden su capacidad para guardar
recuerdos de tipo verbal y simbdlico (memoria de tipo declarativo) en la memoria de
largo plazo (Hall, 2011; Roth y Sweatt, 2008).

De todas las estructuras subcorticales, la amigdala es la que se ha relacionado de
un modo mas consistente con la emocion, tanto en animales como en humanos
(LeDoux, 1993). Esta estructura es capaz de producir una respuesta rapida a
estimulos aversivos simples sin la necesidad de la participacion de la corteza

(Sanchez-Navarro y Roman, 2004).

La amigdala permite modular la memoria, ya que influye sobre otras estructuras
cerebrales para la consolidacion de la memoria, es una estructura de

direccionamiento de informacion (Siller, 2012).

Todas las estructuras en conjunto permiten almacenar trazas de memoria para
permitirnos recordar experiencias vividas, tanto a humanos como a las demas

especies.
2.3.2 El cuerpo estriado: su importancia en el aprendizaje y la memoria.

El cuerpo estriado forma parte de los ganglios basales y en los primates consiste

en dos masas nucleares situadas profundamente en la base de los hemisferios



cerebrales, el nucleo caudado y el lenticular (putamen y globo palido) (Hall, 2011).
En los roedores no existe una clara diferenciacion entre el caudado y el putamen
por que las fibras de la capsula interna que separa a estas dos regiones en los
primates son muy pobres o ausentes, asi que se usa el término del estriado. La
parte dorsomedial del estriado en roedores (Figura 5) corresponde al nucleo

caudado y en primates la parte dorsolateral del estriado corresponde al putamen
(Voorny col., 2004).

Figura 5. Diferentes maneras de subdividir el estriado. Seccion transversal del

prosencéfalo de rata, mostrando el estriado, formado por el complejo caudado-

putamen (CPu), el nacleo accumbens (Acb), y elementos estriatales del bulbo
olfatorio (OT). Modificado de Voorn y col. (2004).

En humanos el nucleo lenticular esta formado por el putamen y el globo palido, se
llama cuerpo estriado por el aspecto que presentan estos ndcleos grises estriados
por las fibras blancas de la cépsula interna. Sus funciones son el control del



movimiento, la formacidon de memoria emocional, la funcién motora y la memoria de

procedimiento (Kandel y col., 2000).

Los términos estriado, estriado dorsal y neoestriado se refieren a la parte dorsal del

caudado y putamen.

Las neuronas neoestriatales (putamen y caudado) son de dos tipos: espinosas
principales o de proyeccion (96%), las intrinsecas (4%). Las neuronas espinosas o
de proyeccion neoestriatal contienen GABA, taurina y varios neuropéptidos (Snell,
2010). Estas neuronas producen descargas cuando son estimuladas por aferencias
corticales y extracorticales. Las neuronas intrinsecas contienen acetilcolina, GABA,

dopamina y somastostatina.

El nacleo caudado es una masa alargada gris con forma de C (Figura 5) que se

encuentra situado en el piso del ventriculo lateral y poslateral al tAlamo o6ptico.

Cisura longitudinal Nucleo caudado Cola del caudado

POSTERIOR
/
4 Talamo
ANTERIOR
Putamen Fibras que van LATERAL
y globo palido y vienen desde la médula

espinal por la capsula interna

Figura 5. Relaciones anatomicas en humano de los ganglios basales con la corteza
cerebral y el tAlamo, representadas en una imagen tridimensional. Modificado de
Hall (2011).
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El nucleo lenticular (Figura 6) es una masa de sustancia gris, con forma de un lente
biconvexo, situado en la profundidad de la sustancia blanca de los hemisferios
cerebrales, por encima del asta inferior del ventriculo lateral. El nucleo lenticular
esta dividido por una lamina vertical de sustancia blanca, en dos porciones. Una
lateral o externa mas grande y oscura llamada putamen y otra medial o interna mas
pequefia llamada globo palido. El globo pélido en dos segmentos: medial y lateral.

El putamen y el nacleo caudado son similares en estructura.

Plutamen

Claustro

Globo
palido

Figura 6. Estructura del nucleo lenticular en el humano. Modificado de Snell (2010).

Los ganglios basales estan unidos entre si y conectados con una gran cantidad de
regiones diferentes del sistema nervioso por una compleja cantidad de neuronas.
Basicamente, el cuerpo estriado recibe informacion aferente de la mayor parte de la
corteza cerebral, el talamo o6ptico, el subtalamo y el tronco del encéfalo. La
actividad del cuerpo estriado tiene inicio con la informacion recibida de la corteza

sensitiva, el tAlamo oOptico y el tronco del encéfalo. La aferencia del cuerpo estriado
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es canalizada a través del globo pélido, que luego influye en las actividades de las
areas motoras de la corteza cerebral u otros centros motores del tronco del
encéfalo. Por lo tanto, el cuerpo estriado puede controlar los movimientos

musculares al influir sobre el control de la corteza cerebral.

Aunque ya existe una gran cantidad de trabajos que demuestran la participacion del
cuerpo estriado en el refinamiento y el control del movimiento motor. La evidencia
actual indica que el cuerpo estriado contribuye directamente a la toma de
decisiones, en especial a la seleccion y el inicio de la accion, a través de la
integracion senso-motora, cognitiva y la informacion motivacional/emocional dentro
de los circuitos corticoestriatales especificos que involucran regiones del estriado y

en la formacion de memorias de tipo aversivo (Balleine y col., 2007).
2.4.1 Participacion de los glucocorticoides en la memoria.

Las hormonas se definen como sefales quimicas secretadas en el torrente
sanguineo que actuan en tejidos distantes, normalmente de una manera regulatoria
(Kronenberg y col., 2003). Las hormonas tienen la caracteristica de actuar sobre las

células, que deben disponer de una serie de receptores especificos.

Las hormonas pertenecen al grupo de los mensajeros quimicos, todos los

organismos multicelulares producen hormonas, incluyendo las plantas.

La liberacién de ciertas hormonas en algunas circunstancias se da durante una
situacién adversa o de estrés para que el organismo responda de una manera
rapida. Un componente clave en la respuesta ante el estrés es la accion de las
glandulas suprarrenales a través de la sintesis y secrecion de hormonas como los
corticosteroides (cortisol en humanos y corticosterona en roedores) y catecolaminas

(como por ej. la adrenalina y la noradrenalina).

La liberaciébn de corticosterona en respuesta al estrés es independiente de la
liberacion normal durante el ciclo circadiano. En periodos de estrés la

concentracion de corticosterona en la sangre se eleva hasta aproximadamente 100
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nM. Este incremento de concentracion se mantiene elevado entre 60 y 90 minutos.
(Karst y col., 2005).

Se sabe que la vivencia de episodios traumaticos involucra la formacion de nuevas
memorias (Kim y Diamond, 2002; McEwen, 2007). La respuesta ante el estrés es
multifacética e incluye la liberacion hormonas glucocorticoides que afectan al
cerebro y la conducta del individuo, asi como conductas futuras ante el mismo
estimulo (Gold, 2004).

Diversos modelos experimentales de aprendizaje han demostrado que la
corticosterona es un potente regulador de la memoria emocional (Prager y
Johnson, 2009).

Los glucocorticoides pueden actuar de diferentes maneras; por medio de sus
receptores de glucococorticoides y mineralcorticoides (GRs y MRs), ya sean
citosolicos 0 membranales. La afinidad de los MRs por la corticosterona es mas alta
gue la afinidad de los GRs en un factor de 10, la corticosterona se une con una
afinidad 10 veces mayor constante de disociacién (Kd~) 0,5 nm (De Kloet, 1991).
Cuando actuan por medio de los receptores citosolicos, estos se translocan al
nacleo para funcionar como factores de transcripcién. Por otro lado, los receptores

en la membrana activan vias de sefializacion rapidas.

Los procesos de aprendizaje y memoria a nivel molecular son muy complejos ya
que involucran varias cascadas de sefalizacibn que conducen a cambios en la
expresion génica de las neuronas, las cuales producen cambios de la plasticidad

sinaptica, cambios en el aprendizaje y la memoria.
2.4.2 Sistema GABAérgico y memoria.

El acido gamma-aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor inhibitorio por
excelencia en el sistema nervioso central (CNS) en mamiferos (Zheng y col., 2007).
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La regulacion de los receptores a GABA por accidon de su agonista muscimol o
antagonista bicuculina, provoca cambios en el aprendizaje mediado por estimulos

negativos (Introini-Collison y col., 1994).
Hay 3 tipos de receptores del sistema GABAérgico: los tipos A, By C.

Los receptores GABAg son heterodimeros (B1 y B2) y son receptores
transmembranales que activan el sistema de segundos mensajeros de la
fosfolipasa C y la adenil ciclasa ademas de activar los canales i6nicos acoplados a

proteinas G de K "y Ca®* (Johnston y col., 2010).

Los receptores GABAg producen sefales inhibitorias lentas, prolongadas y
modulan la liberacién de neurotransmisores (Johnston y col., 2010).

Los receptores presinapticos GABAg reducen el flujo de Ca?* inhibiendo los canales
de Ca** en la membrana via subunidades G By. Estudios posteriores, definieron

gue actuan sobre todo en las proteinas G (Bettler y col., 2004).

El receptor GABA. es miembro de la super familia de Cys- loop de los canales
i6nicos activados por ligando que incluyen receptores a flicina y 5 HT3 (Qian y
Ripps, 2009). La estructura de los receptores pentaméricos GABA se compone de
subunidades p, y tres de los cuales (p1 - p3) han sido clonados a partir de la retina

de mamiferos (Qian y Ripps, 2009).

Particularmente el receptor GABAA es responsable de inhibir la mayoria de las
transmisiones sindpticas en el cerebro, que a través de la activacion de la
conductividad de CI resulta en la hiperpolarizacion membranal y la disminucion de

la excitabilidad neuronal (Slotnick y Jarvik, 1966).
2.4.3 Receptores GABA, Y estrés.

Los receptores GABAA son sensibles a cambios sutiles en el ambiente tanto en la
edad temprana como en la vida adulta (Skilbeck y col., 2010). El estrés agudo

induce cambios (Cuadro 1) en la expresion de los receptores GABAA (Bmax) en
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animales experimentales dependiendo del sexo de los animales y de la tarea

utilizada para su estudio (Skilbeck y col., 2010).

Estudios donde la unién de GABA ha sido medida sugieren que la disponibilidad de

sitios de baja afinidad son rapidamente afectados por el estrés dependiendo

directamente del sexo y dela tarea de estudio (Skilbeck y col., 2010).

Cuadro 1. Cambios inducidos por estrés en el sitio de unién ortostérico del receptor

GABAAa. (Bmax.) Modificado de Skilbeck y col. (2010).

Tipo de estrés | Animal Radioligando Cambio en | Referencia
afinidad
Nado (32°C, 3 | Rata Macho [PH]GABA, baja | Sin cambio Akinci and
min) Rata Hembra | afinidad. Incremento Johnston 1993
Nado (32 °C, 3 | Rata Macho [PH]GABA, baja | Sin cambio Skerritt et al. 1981
min) Rata Hembra | afinidad. Incremento
Nado (32 °C, | Rata Macho [*H] Muscimol Sin cambio Motohashi et al.
3min) 1993
Nado (17 ° C, | Rata Macho Muscimol Incremento Schwartz et al.
10 min) 1987
Choque Rata Macho | [°HJGABA, baja | Decremento Biggio et al. 1981
eléctrico afinidad.
Rata Macho [*H] GABA, baja | Decremento Cuadra and
afinidad Molina 1993
Par de Ratas | [°"H] GABA, baja | Sin cambio
Macho afinidad
Rata Macho [°*H] Muscimol Incremento Drugan et al.
1993
Rata Macho [PH]GABA, baja | Decremento Biggio et al. 1981.
afinidad.

Asimismo se ha demostrado que los receptores GABAA juegan un papel importante

en los procesos de memoria (Sharma y Kulkarni, 1990).
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Los receptores GABA, son una familia de canales ionicos activados por ligando
que son el blanco principal del neurotransmisor inhibidor endégeno (GABA) y
mantienen la mayoria de las corrientes de iones inhibidoras rapidas en el SNC.
(Zheng y col., 2007).
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Extra celular
|

EEEEN
Intra celular

Benzodiacepina

GABA

’ Potenciacion

Figura 7. Esquema del receptor GABAA Y sitios putativos de union. (A) Una Unica
subunidad del receptor GABAa resaltando la topologia. M1-M4 representan
dominios transmembrana. EI domino transmembrana M2 (gris) forma una parte
importante del poro del canal de cloro. (B) Estructura pentamérica de un receptor
GABA, comun. (C) Vista de abajo del receptor pentamerico mostrando los sitos
propuestos de potenciacibn y unién directa a neuroesteroides,
mutagénesis dirigida al sitio (Hosie y col., 2006). Modificada de Akk y col. (2007).
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Los receptores GABA, estan formados por 16 subunidades; estas subunidades son
codificadas por genes separados, estas estan clasificadas en 7 clases de
subunidades distintas segun su secuencia incluyendo seis, a (a;— 0g), cuatro B (B 1—
Ba), tres y (y 1—y 3, dos variantes de splice alternativo; Yashort, Y 2iong), UNa d, una g, y
una subunidad 6 (Whiting, 2003).

Las distintas combinaciones de las subunidades del receptor participan en
diferentes procesos por lo cual los convierte en reguladores selectivos de la
actividad neuronal (Whiting, 2003).

En la Figura 7 se muestran diferentes sitios de union de GABA y drogas
moduladoras, incluyendo neuroesteroides. Mutaciones de la subunidad B afectan la
modulacién de los barbituricos, pero no ha sido identificado el sitio de unién. La
indicacién de que los esteroides actian sobre el receptor GABAA desde dentro de
los dominios transmembrana se apoya en estudios farmacol6gicos y por los
recientes estudios de mutagénesis dirigida al sitio (Akk y col., 2005; Hosie y col.,
2006; Shuy col., 2004).

2.4.3.1 Sitios de union de GABAA Yy agonistas.

Los receptores GABAA son activados por GABA y por analogos del GABA como el
muscimol, un derivado natural del hongo alucinébgeno Amanita muscaria y los
analogos sintéticos como el tetrahidro isoxazol piridina (THIP), 3-amino propano
sulfonico, e isoguvacina (Johnston, 1986). En el Cuadro 2, se muestran los

ligandos que se unen al receptor GABAA.
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Cuadro 2. Ligandos a los Receptores GABAA Modificado de Macdonald y Olsen

(1994).
Ligando de Receptores GABA,.
Agonistas Selectivos Muscimol, GABA
Antagonistas Competitivos Bicuculina
Antagonistas no competitivos Picrotoxina, PTZ, TBPS
Bloqueador del canal i6bnico Penicilina
Agonista benzodiacepina Diazepam, clonazepam
Agonista inverso benzodiacepina DMCM, BCCM
Antagonista benzodiacepina Flumazenil
Agonista Barbiturico Pentobarbital, phenobarbital

El GABA se une a su receptor regulando el flujo de iones cloro. La curva respuesta
de la concentracién de GABA es sigmoide y con un valor de 2 en numero de Hill
por lo que indica que son por lo menos dos moléculas de GABA las que se unen a

los receptores GABA, para su activacion (Hamill y col., 1983).

2.4.4 Receptores de membrana a GR y su interaccion con los receptores GABAa

importancia en la memoria de largo plazo

La corticosterona actia de manera dependiente de la concentracion a través de su
unién a dos receptores: receptor de mineralocorticoides (MRsS) y receptor de

glucocorticoides (GRs).

Hay evidencia que sugiere que los receptores GR se encuentran en todas las
células del cuerpo (McEwen, 2007). La funcién principal de los GRs es estimular el
depdsito de glucogeno y regular la funcion inmune (Eberwine, 1999). La estructura

de los GR membranales aln no ha sido descrita.
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Estos cambios incrementan la energia disponible para el metabolismo celular y
controlan el tiempo de reparacion celular (Joels y col., 2007; Joéls y col., 2006;
McEwen, 2007).

Los GRs en conjunto con los MRs regulan la homeostasis y los aspectos clave en

las respuestas ante el estrés como lucha o huida.

La corticosterona activa sefiales de transduccion por medio de los receptores de
membrana MRmss y GRmss, los cuales regulan sistemas de segundos
mensajeros, que pueden tener efectos directos sobre proteinas de membrana,
incluyendo canales iénicos que regulan el potencial de membrana (ffrench-Mullen,
1995). Ademas estos receptores membranales pueden regular la transcripcién de
genes (Kino y col.,, 2005). Estos mecanismos de transduccién podrian regular
respuestas ante el estrés, incluyendo la formaciébn de memorias traumaticas

(Prager y Johnson, 2009).

También pueden actuar en la membrana, donde modulan réapidamente la
transmision sindptica y la excitabilidad neuronal a través de la modificacion de la

conductividad de canales ionicos especificos (Prager y Johnson, 2009).

Ademas de las funciones ya conocidas de los GRs y los MRs, se sabe que estos
receptores alteran la plasticidad neuronal actuando de manera directa o indirecta a
través de segundos mensajeros como las proteinas G, para modular diferentes
mecanismos como la transcripcién de genes (Maguire, 2014).

La transduccion de sefiales a partir de los receptores de membrana (GRms y
MRms) regulan los canales i6nicos. En la Figura 8 podemos observar como la
excitabilidad presinaptica y la liberacion vesicular (A) es regulada por MRmss; (B)
La activacion de la cascada de ERK ¥z por proteinas G incrementa la frecuencia de
liberacion de glutamato. En comparacion, (C) los GRmss de manera postsinaptica
resulta en la sintesis de endocanabinoides y su liberacion retrograda; los
endocanobinoides se unen a los receptores presinapticos CB1 acoplados a

proteinas G inhibiendo la liberacion de glutamato. De manera postsinaptica los
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GRmss acoplados a proteinas G inhiben los canales de calcio de tipo (D) Ly N (E).
Los GRmss inhiben a la PKC, reduciendo las corrientes de los canales de calcio.
(G) Los GRmss inhiben de manera indirecta la activacion de los receptores NMDA
a través de la PKA. (H) Los GRmss se unen a los receptores GABA incrementando
la hiperpolarizacion. (I) Los receptores MRmss acoplados proteinas G inhiben la

activacion de los canales de potasio (Prager y Johnson, 2009).
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Figura 8. Mecanismo de transduccion de sefiales no gendmicas por medio de los
receptores membranales de mineralocorticoides y glucocorticoides (MRmss y
GRmss). Modificada de Prager y Johnson, (2009).
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Ademas estos receptores podrian regular la plasticidad singptica por medio de la
alteracion de la entrada de calcio en la sinapsis, que afectaria a la potenciacion de

largo plazo y aumentaria la transmision sinaptica de las neuronas (Maguire, 2014).

Estudios previos revelan que la corticosterona modula la conductividad idnica en
menos de 10 minutos (Karst y col., 2005). Esta respuesta tiene que ser replicada
con corticosterona conjugada a una proteina de membrana, como la proteina BSA
(Bovine Serum Albumin). Esto por las propiedades de la BSA que es una proteina
hidrofébica que cuando esta conjugada con corticosterona previene la difusion a
través de la membrana celular (de Kloet y col., 2008; Losel y Wehling, 2003; Lou y
Chen, 1998).

La liberaciébn de glutamato de las terminales pre-sinapticas depende de la
activacion de la maquinaria vesicular incluyendo ERK1/2. La cascada de
sefalizacion de ERK1/2 esta normalmente asociada con la transduccion post-
sinaptica. ERK1/2 es activado por un gran numero de receptores acoplados a
proteinas G (Derkinderen y col., 2003), que pueden resultar en cambios en la
plasticidad sinaptica, en el aprendizaje y en la memoria (Sweatt, 2004).

Los GRms disminuyen la excitabilidad neuronal posiblemente a través de la
reduccién de la entrada de calcio a través de los canales iénicos dependientes de
voltaje. En un estudio realizado por French-Mullen en 1995 encontré que los GRms
inhiben de manera rapida y reversible los canales de calcio de tipo N- y L a través

de una breve aplicacion de cortisol (30 a 240 sy 1-100 pM).

Existe evidencia de la regulacion a través de los GRmss que a su vez también
regulan los receptores GABAa. Esta regulacion también disminuye la excitabilidad
neuronal post sinaptica por medio de una hiper polarizacién (Di y col., 2005). Los
GRmss reducen la despolarizacién y el flujo de calcio de los canales idnicos

ademas de incrementar la actividad GABAérgica en PVN.
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Aln existe muy poca informacion de como la administracion de CORT:BSA por
medio de los GRms resulta en la modulacion de los receptores GABA,.

Existe evidencia que sugiere que la activacion de los MRmss y GRmss es

controlada en parte por la concentracion de corticosterona.

Experimentos usando concentraciones bajas de corticosterona (en un rango de 10
a 100 nM) muestran incrementos de la excitabilidad neuronal dependiente de MRs.
Por otro lado experimentos que utilizan altas concentraciones de corticosterona (1 a
100 puM) muestran aparentemente un decremento en la excitabilidad neuronal

dependiente de GRmss.

El efecto de la corticosterona en la excitabilidad neuronal determinada por una
curva dosis respuesta con base a la activacion de los receptores membranales.
(Figura 9).

MRm GRm

¥ Car(L )
folu

‘m Receptor GAB

0nM 100pM
Concentracion de corticosterona y estres

K ()]

Excitabilidad neuronal

Figura 9. Estrés en la sinapsis: Modelo de la regulacién de la corticosterona y
excitabilidad neuronal. Los receptores membranales de mineralocorticoides
(MRmss) potencian la excitabilidad incrementando la liberacion de glutamato y
reduciendo la conductividad del potasio: En contraste los receptores membranales
de glucocorticoides (GRmss) disminuyen la excitabilidad neuronal por medio de la
reduccion de los flujos a través de los canales de calcio dependientes de voltaje y
los receptores NMDA. También incrementa la conductividad de GABA, por lo tanto
promueve la inhibicion. Modificada de Prager y Johnson (2009).
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La consolidacion de la memoria es potenciada cuando se administra la
corticosterona y antagonistas de GR durante la adquisicion de la tarea, pero es
deteriorada cuando los mismos farmacos son utilizados durante la recuperacion de
la memoria almacenada o durante las tareas que requieren de la memoria de
trabajo. Actualmente no hay estudios que revelen la interaccion del GABA, Y los

glucocorticoides in vivo en un modelo animal en una tarea conductual
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3. JUSTIFICACION

La memoria es un proceso neuronal plastico adaptativo muy complejo donde
influyen muchos factores como los neurotransmisores (acetilcolina, GABA,
serotonina, etc.). No se lleva acabo como un proceso independiente dentro de un
organismo sino como un sistema donde participan diferentes estructuras cerebrales

como la amigdala, el hipocampo y el estriado.

En experiencias aversivas los mamiferos inducen la liberacion de glucocorticoides
como la corticosterona en ratas (cortisol en humanos) que activan los receptores
GR y otros sistemas como el colinérgico que en conjunto en el estriado facilitan la
consolidacion de la memoria. Esta facilitacion de la consolidacion de la memoria
mediada por glucocorticoides, a su vez puede ser inducida por dos vias; la via
gendmica la cual es una forma de respuesta lenta ya que involucra factores de
transcripcion y sintesis de novo de proteinas; la otra via es por mecanismos de
accion rapida a través de los GRms. Sin embargo se desconoce si dicha facilitacion
también es debida a la activacion de los GRms y si existe interaccién con otros
receptores como los GABAA que de manera independiente responden rapidamente

ante estimulos cognitivos.
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4. HIPOTESIS

H1 La administracion de CORT:BSA en el estriado anterodorsal facilitara la

retencion de la memoria de una tarea de evitacion inhibitoria.

H2 La administracion del agonista a receptores GABAxr muscimol en el estriado
anterodorsal deteriorara la retencion de la memoria de una tarea de evitacion

inhibitoria.

H3. El efecto de facilitacién de la memoria provocado por la administracion de la
CORT:BSA se impedira al administrar un antagonista de receptores GABAa en el

estriado anterodorsal.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Investigar si en el estriado los GRms en conjunto con los receptores GABAA

modulan la retencién de la memoria de una tarea con contenido aversivo.
5.2 Especificos.

e Estimar el efecto dosis-respuesta de la administracion de CORT:BSA sobre
la consolidacion de la memoria en ratas.

e Estimar el efecto dosis-respuesta del agonista a receptores GABAA muscimol
sobre la consolidacion de la memoria.

e Investigar si existe una interaccion entre la CORT:BSA y los receptores
GABA, en la consolidacion de la memoria de la tarea de evitacion inhibitoria.
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6. METODOLOGIA

Los experimentos se realizaron segun los lineamientos del comité de Bioética del
Instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional Autbnoma de México, para el uso
de animales experimentales y fueron acordes con las normas estipuladas en la
Guide for Care and Use of Laboratory Animals del NIH (National Research Council,
2011).

6.1 Materiales

e Canulas (11 mm, nUm.23)

e Tapones (11 mm)

e Tornillos pequefios, Internacional de Equipos Cientificos S.A de C.V

e Tubo de acero inoxidable, Internacional de Equipos Cientificos S.A de C.V,
para la elaboracién de las canulas.

e Varilla de acero inoxidable (nim 23), Internacional de Equipos Cientificos
S.A de C.V.para la elaboracién de los tapones de las canulas.

e Aguja dental, Dimeba S.A de C.V. para la elaboracion de los
microinyectores.

e Jeringa Hamilton (10Ul=, Hamilton Company.

e Tubo de polietileno (PE-20), Dimeba S.A de C.V. Para la elaboracién de los

icroinyectores.

6.1.1 Reactivos

e Alcohol Absoluto (C,HgO), J.T Baker

e Corticosterone-BSA conjugate. Cusabio
e Muscimol. Sigma Aldrich

¢ Cemento dental, NicTone

e Atropina, Laboratorios Pisa S.A de C.V.
e Formaldehido (CH,0), J.T. Baker.
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e Pentobarbital sodico (C;;Hi1gsN2NaOs3), Sedalphorte; Saludo y Bienestar
Animal, S.A de C.V.

e Solucion Salina 0.9 %. Laboratorios Pisa S.A de C.V

e Violeta de cresilo (C1gH15N303), Sigma Aldrich ( St Louis Mo, USA).

e Xileno (CgH7 (CH3)2), J.T. Baker.

6.1.2 Equipos

e Bomba de infusion lenta (WPl modelo sp2001), World Precision Instruments,
Inc, U.S.A

e Criostato (CM 1850), Leica

e Estereotaxico, Stoelting, CO; lllinois.

e Estimulador Eléctrico (s48), Grass-Instrumentes Co.

e Unidad de Corriente constante (CCU-12), Grass-Instruments Co.

e Microscopio de luz

6.2 Material Biolégico

Se utilizaron ratas macho Wistar, proporcionadas por el Instituto de Neurobiologia
con alimento y agua ad libitum, con un peso entre 250-350 gramos al momento de
la cirugia. Las ratas se trasladaron al Bioterio general interno del laboratorio una
semana antes de la cirugia con la finalidad de que se adaptaran a las nuevas
condiciones ambientales. Las ratas se alojaron de manera individual en cajas
habitacion (47.5x26x20 cm) con alimento y agua ad libitum; con una temperatura
controlada (24+1 °C) y un ciclo de 12h luz /12 oscuridad (el encendido de la luz es

alas 7 am).
6.3 Camara de evitacién inhibitoria

La camara de condicionamiento se encuentra en un cuarto sono amortiguado y
oscuro. Consiste en una caja con dos compartimientos del mismo tamafno
separados por una puesta deslizable. En el primer compartimento llamado de
seguridad esta iluminado por luz incandescente de 10 W y tiene una rejilla metalica
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con espacios de 16 mm. El otro compartimento es obscuro y las paredes laterales
de acero inoxidable estan en forma de V, las cuales llegan al piso del
compartimento (justo a la mitad del compartimento) y cuentan con una distancia de
15 mm. Estas laminas son electrificadas por un estimulador de corriente constante
(Coulbourn). La duracion de la aplicacion del estimulo fue de 1 segundo, las
latencias de entrada y de retencion se midieron autométicamente con la ayuda de

un cronometro digital automatico Scheider Electric S486.

6.4. Métodos
6.4.1 Cirugia

Se realiz6 un procedimiento quirdrgico a todas las ratas para la implantacion de
canulas bilaterales en el estriado. Las ratas se anestesiaron con pentobarbital
sadico (50 mg/kg), previamente se les administré atropina (0.4 mg/ml) para evitar
congestiones en las vias respiratorias. Después se afeitd la piel por encima del
craneo y se coloco e inmovilizé en el aparato estereotaxico. Una vez colocadas se
les administré solucién salina para evitar deshidratacion, se aplicé anestesia local
(piscaina s.c.), se hizo una incision de 1.5 cm de largo en sentido anteroposterior
sobre la linea media de la cabeza. Se levanté el tejido periésteo y se realizaron 2
orificios para introducir las canulas (11 mm) y otro para colocar un tornillo que
permiti6 una mejor adhesion del cemento dental. Las canulas se implantaron en el
estriado de acuerdo con las coordenadas (Estriado AP= 0 mm Bregma; ML= +3.2;
DV= -4) tomadas del atlas de Paxinos y Watson (2005).

Las canulas fueron sujetadas a la superficie del craneo con cemento dental y

tornillos, y se les coloc6 un tapon para mantener la via permeable.

Al terminar el proceso quirdrgico se les inyecto 1 ml de solucion isotonica para
evitar deshidratacion. Se permiti6 que las ratas se recuperaran de la intervencién

quirdrgica al menos 48 horas en el Bioterio interno del laboratorio.
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6.4.2 Manipulacion

Todas las ratas fueron manipuladas tres sesiones previas al dia del entrenamiento
en el mismo horario que se realiz6 la sesidbn de entrenamiento y prueba. La
manipulacion consiste en sacar a la rata de su caja, revisar que las canulas y los
tapones estén bien colocados. Al tercer dia se colocé un falso inyector en cada una

de las canulas con la medida de la aguja empleada durante la infusion (12 mm).
6.4.3 Administracion de farmacos

Los farmacos administrados para estos experimentos fueron comprados a Sigma
Aldrich (St.Louis MO, USA) y CUSABIO; fueron disueltos en soluciéon salina al
0.9%. La corticosterona conjugada con BSA en diferentes concentraciones (5,10,
20 ng/0.5 pl) y el muscimol (5, 50 pM/0.5 pl) se administré topicamente
(microinyeccién) en el estriado (bilateral); inmediatamente después del

entrenamiento con ayuda de una bomba de infusion lenta.

En el Experimento 3 se administr6 en conjunto ambos farmacos (ambos en un
volumen de 0.5ul) aplicando primero el muscimol, 10 minutos posteriores a la
microinyeccion de muscimol se administro la CORT:BSA.

Para realizar esto se conect6 una jeringa Hamilton de 10 pl a un inyector de 11 mm
de longitud, fabricado con un tubo de aguja hipodérmica de acero inoxidable del

ndmero 30.

La infusion (0.5 pl) se realizé durante 1 minuto y se dejé el inyector 1 minuto

después para permitir una mejor difusion.
6.4.4 Tarea de evitacion inhibitoria

Se utilizd6 la tarea de evitacion inhibitoria para evaluar los efectos de los
tratamientos sobre la consolidacion de la memoria de largo plazo en ratas

entrenadas en grupos independientes. La tarea consiste en una sesién de
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entrenamiento y una sesion de prueba, en este estudio se realiz6 48 horas

después.
6.4.5 Sesion de entrenamiento

Las ratas fueron colocadas en el compartimento de seguridad; 10 segundos
después de haber colocado a la rata, la puerta del segundo compartimento se abrio
y le permitié el paso al compartimento de castigo. Una vez que la rata pasé por
completo al compartimento de castigo la puerta se cerré y se le aplicé un choque
eléctrico (0.6 o 0.45 mA) durante 1 segundo. Se analiz6 el tiempo que tardo en

pasar al compartimento de castigo (latencia de entrada).

Después del choque se le administr6 a cada rata el farmaco correspondiente.
Finalmente se colocd en su caja para ser devuelta al estante, donde permanecio

una hora después de haber entrenado a la Ultima rata del grupo.

Al terminar el entrenamiento de cada individuo se limpi6 la cdmara con una
solucién de alcohol al 50% para eliminar cualquier residuo u olor que pudiera alterar

la respuesta de la siguiente rata.
6.4.5 Sesion de prueba

La sesion de prueba se realizé 48 horas después de la sesion de entrenamiento, en
la cual se evalud la retencion de la experiencia aversiva. La sesion de prueba se
realizé de la misma manera que la sesion de entrenamiento, Unicamente con la
diferencia de que cuando la rata pas6 al compartimento de castigo, no se le aplico
el choque eléctrico. Se midi6 el tiempo que la rata tardé en pasar al compartimento

de castigo (latencia de retencion). Se tomd como corte arbitrario 600 segundos.
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6.4.6 Histologia

Con el proposito de verificar que las canulas y los farmacos llegaron a la estructura
correcta en el cerebro se realiz6 un analisis histoldgico. Las ratas fueron
sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital sodico y perfundidas por via
intracardiaca con solucién salina isoténica seguido por formaldehido al 10%.
Cuando la perfusion fue terminada se extrajo el cerebro y se colocé en un frasco
con una solucion de formaldehido al 4% en donde permanecio por un periodo de 6
dias para posteriormente realizar cortes de 50 um de espesor en el criostato y
tefiirlos con la técnica de Nissl. Para el analisis estadistico, solo fueron tomadas en
cuenta los datos de las ratas cuyas canulas se localizaron en la region del estriado

deseada y que se tuviera la certeza de haber recibido el farmaco.

6.4.7 Disefio experimental
6.4.7.1 Andlisis estadistico

La latencia de adquisicién se utiliza como indicador del estado motor y motivacional
de las ratas, esta variable se mide en segundos y mide la cantidad de segundos
qgue tarda el individuo de pasar de un compartimento a otro en la sesién de
entrenamiento. La latencia de retencion es el tiempo que tardo en cruzar la rata del
compartimento de seguridad al de castigo, pero esta vez sin recibir el choque,
dandoles un maximo de 600 segundos para hacerlo, al llegar a este tiempo se da
por finalizada la sesion de prueba y el animal se regresa a su caja.

Se utilizd la prueba estadistica no paramétrica de Kruskall Wallis para ambas
latencias con la finalidad de determinar diferencias significativas (p<0.05) en los
grupos, esto debido a que las variable de latencia de retencion y de adquisicidon no
siguen una distribucion normal porque se utilizan cortes arbitrarios de 60 segundos
en la latencia de adquisicion y 600 segundos en la latencia de retencion. Las
comparaciones entre pares de grupos se hicieron con la prueba de U de Mann-
Whitney.
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La elaboracién de graficas de resultados asi como el procesamiento de datos para
el analisis estadistico se hizo utilizando el programa computacional Sigma Plot

version 12.

En todos los experimentos planteados a continuacién se formaron grupos de ratas

con una n de al menos 8 ratas.

Experimento 1. Curva dosis-respuesta CORT:BSA. Para determinar la dosis de
CORT:BSA que tiene un efecto de facilitacion de la memoria, se estudiaron cuatro
grupos independientes de ratas que recibieron las dosis de 5, 10 0 20 ng/0.5 pl y un
grupo control que recibi6 el vehiculo de la CORT:BSA. Los tratamientos se
administraron inmediatamente después del entrenamiento. Las ratas, en este
experimento se entrenaron con una intensidad de choque de 0.45 mA con el
objetivo de que la memoria derivada de la experiencia pudiese ser sujeta a una
facilitacion observable; el uso de choques de mayor intensidad genera un efecto de
retencion ubicado en el maximo de la escala que no es sujeto de mejorarse con
tratamientos, pues la sola experiencia es suficiente para generar una retencion
sélida (Prado-Alcala y col., 2006).

Experimento 2. Curva dosis-respuesta de muscimol. Se realiz6 una curva dosis
respuesta para determinar la dosis de muscimol que produce efecto de deterioro en
la consolidacién de la memoria. Se estudiaron tres grupos independientes de ratas
gue recibieron las dosis de 5 o 50 uM/0.5 pl y un grupo control que recibio el
vehiculo del muscimol. Los tratamientos se administraron inmediatamente después
de la sesion de entrenamiento. El entrenamiento de las ratas se realizé utilizando
una intensidad de choque de 0.6 mA, con la finalidad de generar una traza de
memoria sélida, que al administrar tratamientos potencialmente amnésicos se
pudiera observar el efecto de deterioro en la memoria. La retencién de la memoria

se midi6 48 horas después de la sesion de entrenamiento.

Experimento 3. Interaccion del GABA con la CORT:BSA: Con la finalidad de
analizar la interaccion del GABA con la CORT:BSA, de los experimentos 1 y 2 se

tomaron en cuenta las dosis efectivas de los farmacos que tuvieron efectos sobre la
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consolidacion de la memoria. Se formaron grupos independientes de ratas como se
describe en el Cuadro 3, para someter a la prueba experimental la hipétesis de que
los receptores GABAA interaccionan con los receptores GRms en la modulacion de
la memoria. En este Experimento los grupos de ratas se entrenaron con una
intensidad de choque de 0.45 como la que se utiliz6 en el Experimento 1. Con el
objetivo de observar los cambios en la retencién derivados de los farmacos, ya sea

tanto efectos de facilitacion como de deterioro.

En resumen, al administrar CORT:BSA en ausencia de muscimol, se esperaba
mejora en la consolidacion de la memoria. Por el contrario, al bloquear los
receptores GABAA con muscimol, se esperaba deterioro. Cuando se administro
CORT:BSA en presencia de muscimol se esperaba que el efecto de mejora en la
retencion no se produjera ya que es necesario que los receptores GABAA estén
libres para que en conjunto con la activacion de los GRmss, se produzca la

facilitacion de la memoria.

La CORT:BSA produce una mejora en la retencion de la memoria por medio de los
receptores membranales GRmss que interactan con los receptores GABAa,
entonces el muscimol al bloquear a los receptores GABAA no permite la mejora en

la retencion.

Cuadro 3. Formacién de grupos para la administracion de los tratamientos

Farmaco administrado | Farmaco administrado
Grupo 1 | Vehiculo de CORT:BSA | Vehiculo de Muscimol

Grupo 2 | CORT:BSA Vehiculo de Muscimol
Grupo 3 | Vehiculo de CORT:BSA | Muscimol
Grupo 4 | CORT:BSA Muscimol
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7 RESULTADOS.

7.1 Verificacion Histologica

Por medio de la realizacion de cortes coronales del cerebro de la rata (Figura 10)
con la ayuda de un criostato, se verificd la ubicacion de las puntas de las canulas
gue tenian como blanco el estriado anterodorsal para comprobar que los farmacos

utilizados en cada experimento hubieran llegado a la estructura cerebral deseada.

Bregma 0.48 mm

Bregma 0.24 mm

Figura 10. Diagrama de cortes coronales del cerebro de la rata que muestra la
ubicacion de las puntas de las canulas para los sujetos que tenian como blanco el
estriado anterodorsal, de acuerdo con las coordenadas (Estriado AP=0 mm
Bregma; ML= +3.2; DV= -4) presentadas en la seccion de cirugia.

37



Figura 11. Corte coronal de cerebro de rata de 50 um tefiido por técnica de Nissl.
En el que se muestra el trayecto de las canulas implantadas en el estriado
anterodorsal.

7.2 Experimento 1. Efecto de la CORT:BSA sobre la consolidacion de la memoria.

Se analizaron las latencias de adquisicion y de retencién de cuatro grupos
independientes de ratas con diferentes dosis (5, 10 o0 20 ng/0.5 ul) de CORT:BSA 'y
un grupo control que recibid vehiculo (Figura 12). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las latencias de adquisicion en ninguno de los
grupos (H= 2.110, p=.05499) por lo que todos los sujetos presentan la misma
actividad motora antes de recibir el tratamiento.
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Figura 12. Medianas y rangos intercuartilares de los diferentes grupos. A. Latencia
de adquisicion. B. Latencia de de grupos independientes de ratas que
inmediatamente después del entrenamiento recibieron la administracion en el
estriado de vehiculo (n=10) o CORT: BSA en las dosis de 5 (n=10), 10 (n=11) o0 20
(n=11) ng. EIl * representa diferencias estadisticamente significativas con respecto
al grupo vehiculo p<0.05.

En las latencias de retencidén, encontramos que los grupos tuvieron diferencias
significativas (H=7.990, p= .0462,). Posteriormente, con la prueba de U de Mann-
Whitney encontramos que el grupo que recibi6 la dosis de 20 ng de CORT:BSA
tuvo una retencién significativamente mayor que el grupo que recibié el vehiculo
(U=14, p=0.0101). Al estar unida a la BSA (CORT:BSA) esta impide el paso de la
corticosterona al interior de la célula por lo que sugiere que el efecto facilitador de

la corticosterona puede ser mediado por los GRms.
7.3 Experimento 2. Efecto del muscimol sobre la consolidacion de la memoria

Se formaron tres grupos independientes de ratas que recibieron diferentes dosis de
muscimol (5 puM, 50 pM/.5 pL) y un grupo control que recibié el vehiculo,

inmediatamente después del entrenamiento (Figura 13). Se analizaron las latencias

39



de adquisicion y retencion por medio de la prueba de Kruskal-Wallis. No existieron
diferencias estadisticamente significativas (H= 1.282, p= 0.5267) en la latencia de

adquisicion por lo que todos los sujetos presentaron la misma actividad motora
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Figura 13. Medianas y rangos intercuartilares de los diferentes grupos. A. Latencia
de adquisicion. B. Latencia de retencién de ratas que inmediatamente después del
entrenamiento recibieron la administracion en el estriado de vehiculo (n=12),
muscimol dosis de 5 (n=12) o 50 pM (n=13).

Al analizar las latencias de retencion encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (H= 11.39, p=.0034). Con la finalidad de conocer
entre que grupos existian las diferencias realizamos una prueba de U de Mann-
Whitney y encontramos que el grupo que recibio la dosis de 5 UM de muscimol es
significativamente diferente al resto de los grupos (U=20, p=0.0016). La dosis mas
baja de muscimol (5 uM) que se utilizo en este experimento produjo deterioro en la

consolidacién de la memoria.
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7.4 Experimento 3. Posible interaccion de los receptores GABAa en la consolidacion

de memoria.

Para comprobar la hipotesis de que los receptores GABA, interaccionan con los
receptores GRms en la modulacién de la memoria se analizaron las latencias de
adquisicion y de retencidon de cuatro grupos independientes de ratas (Figura 14) ,
se tomaron en cuenta las dosis efectivas de los farmacos que tuvieron efectos
sobre la memoria en los experimentos 1 y 2. La combinacién de los farmacos
utilizados en este experimento se indica en el Cuadro 3. No hay diferencias
estadisticamente significativas (H=3.862, p= 0.2768) en las latencias de adquisicion
en ninguno de los grupos, por lo que todos los sujetos presentaron la misma

actividad motora previa al tratamiento.
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Figura 14. Medianas y rangos intercuartilares de los diferentes grupos. A. Latencia
de adquisicion. B. Latencia de retencién de ratas que inmediatamente después del
entrenamiento recibieron la administracion en el estriado de vehiculo de muscimol o
muscimol (5 uM) y 10 minutos después vehiculo de CORT:BSA o CORT:BSA (20
ng). Vehiculo-muscimol y vehiculo de CORT:BSA (n= 8), CORT:BSA y vehiculo
muscimol (n=8), Vehiculo CORT:BSA y muscimol (n=7); y CORT:BSA y muscimol
(n=8).
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En la sesion de prueba se analiz6 la latencia de (H= 13.11, p= .0044). El primer
grupo fue el grupo control en el cual se administré el vehiculo de ambos farmacos
(CORT:BSA y Muscimol). La latencia de retencién de este grupo es mas alta que la
presentada en los grupos control de los experimentos anteriores. En el segundo
grupo se administrd el vehiculo del muscimol con la CORT:BSA; existe una
diferencia estadisticamente significativa (U= 26, p=0.3435) con respecto al grupo
control; el efecto facilitador de la CORT:BSA se mantuvo al igual que en el
Experimento 1.

En el tercer y cuarto grupo se administr6 muscimol en combinacién con el vehiculo
de CORT:BSA y CORT:BSA respectivamente. El tercer grupo muestra que el efecto
de deterioro en la consolidacién de la memoria por la administracion del muscimol
en la dosis de 5 uM no se afectd por el vehiculo de la CORT:BSA (U= 15, p=
0.1466). Por ultimo, en el cuarto grupo la latencia de retencion es significativamente
menor (U=18, p=0.1550) en comparacién al grupo control y al grupo al cual que se
le administr6 CORT:BSA con vehiculo de muscimol; encontramos que el efecto
facilitador de la CORT:BSA es bloqueado cuando se administra 10 minutos antes el
muscimol, que provoca de igual manera un deterioro en la consolidacion de la

memoria aun con la administracion de CORT:BSA.
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8. DISCUSION

Los efectos de los glucocorticoides en los procesos de memoria han sido atribuidos
al mecanismo clasico de regulacion genémica a través de factores de transcripcién
(Makara y Haller, 2001). Descubrimientos recientes en neuroendocrinologia
sugieren que los glucocorticoides pueden regular rapidamente la actividad neuronal
por medio de un mecanismo no gendmico via la activacion de receptores

membranales (Borski, 2000; Falkenstein y col., 2000b).

Los mecanismos moleculares que regulan los efectos no gendmicos de los
glucocorticoides han sido clasificados en dos maneras segun la clasificacion de
Mannheim. (A) Efectos directos, son donde los glucocorticoides actdan por si
mismos, y (B) efectos indirectos donde los glucocorticoides necesitan de un

agonista para generar una respuesta rapida (Falkenstein y col., 2000a).

Los mecanismos no gendémicos afectan el funcionamiento de la célula en una gran
cantidad de tejidos y drganos por medio de una amplia gama de procesos
intracelulares. La de accion de los glucocorticoides tanto por las vias genémicas
como no genodmicas no son mecanismos del todo independientes sino que
funcionan muchas veces en tandem. Los mecanismos no gendémicos activan de
manera secundaria la sintesis de proteinas y factores de transcripcion (Haller y col.,
2008).

La corticosterona unida covalentemente a una proteina como la BSA ha sido
ampliamente usada para evaluar efectos de los glucocorticoides en procesos
cognitivos por medio de la activacion o interaccion de los receptores de membrana

y no por la via gendmica (Haller y col., 2008).

En el Experimento 1 se utiliz6 la CORT:BSA que observamos que generd una
facilitacion en la consolidacién de la memoria de manera dosis dependiente en el
estriado, a mayor concentracion de CORT se obtuvo una mayor latencia de
retencion; la CORT:BSA no puede entrar a la célula debido a que esta conjugada

con la molécula hidréfoba de BSA que impide la libre difusion de CORT en la
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célula, por lo que sugiere que la mejora en la consolidacion de la memoria se esta
llevando a cabo por medio de las vias rapidas de sefializacion, es decir por medio

de las interacciones de los receptores membranales y no por la via genomica.

En el Experimento 2 se utilizé el muscimol que es ampliamente utilizado en micro
inyecciones para estudios conductuales donde se requiere de la inactivacion
reversible de areas especificas del cerebro. EI muscimol solo inactiva la actividad
de las neuronas locales. Segun estudios una inyeccion de 0.5 pl tiene una difusion
maxima de 1.75 mm? del sitio de inyeccién (Edeline y col., 2002). Los efectos
producidos por el muscimol son observables desde los primeros minutos hasta
horas posteriores de la inyeccion, esto permite su uso para el estudio de efectos en

la conducta (Edeline y col., 2002).

Existen estudios que indican que el muscimol en pequefias concentraciones
funciona como un amplio y potente agonista a los receptores GABAA (Johnston y
col., 1968).

El muscimol es utilizado ampliamente como agonista selectivo de GABAa, Sin
embargo tiene un efecto mas potente como agonista parcial de los GABAc. Por ello
la interpretacién de los resultados de los efectos del muscimol con base en la
participacion de los GABAA en tejidos completos es parcial a menos que los efectos
del muscimol sean completamente bloqueados por el antagonista bicuculina y no
responda a TPMPA (Antagonista a GABA¢) (Johnston, 2014).

La afinidad que tienen diferentes farmacos cuyo blanco son los receptores GABAA
cambia segun la conformacion de los receptores, es decir segun el tipo y la
combinacion de las subunidades que lo integran. La accién del muscimol sobre las
diferentes combinaciones de subunidades de los receptores GABAA es
relativamente uniforme (Ebert y col.,, 1997) excepto por la combinacién de los
receptores a4pB3d que son considerados como receptores GABA extrasinapticos.
(Mortensen y col., 2010; Storustovu y Ebert, 2006). El muscimol actua

aparentemente como un saper agonista de estos receptores aumentando su
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eficacia comparado con el propio GABA, 120-140 % de la maxima eficacia de
GABA (Mortensen y col., 2010; Storustovu y Ebert, 2006).

Al contrario del efecto que otros farmacos, el muscimol no genera un mayor efecto
amneésico conforme la concentracion aumenta, como en este estudio, encontramos
gue la concentracion de 5 uM es la que tiene mayor efecto de deterioro de la
memoria, mientras que la dosis de mayor concentracion 50 pM no produce

deterioro en la consolidacién a mayor concentracion.

Los efectos de los agonistas son altamente dependientes de las concentraciones
usadas asi como las concentraciones enddégenas de GABA. A concentraciones
distintas, diferentes poblaciones de receptores pueden contribuir a que diferentes

redes neuronales sean afectadas (Nasrallah y col., 2009).

En un estudio realizado por Maria D. Majewska y colaboradores midieron el efecto
de los glucocorticoides en los receptores GABAa en ratas adrenalectomizadas
utilizando el agonista muscimol. Utilizaron cerebros de ratas adrenalectomizadas,
dos semanas posteriores a la cirugia los cuales fueron disecados en diferentes

regiones.

En este estudio se probo la hipétesis de que la union del agonista GABA en ratas
adrenalectomizadas esta directamente relacionado con los niveles reducidos de

glucocorticoides circulantes (Majewska y col., 1985).

Los glucocorticoides modulan directamente la union del agonista GABA en
membranas de cerebro de rata (Majewska y col., 1985). Las concentraciones
fisioldgicas de los glucocorticoides potencian la accion del agonista de GABA a sus
receptores en diversas regiones como la corteza, hipocampo, talamo o cerebelo
puede explicar los rapidos efectos inhibitorios de los glucocorticoides sobre la
descarga neuronal en el SNC.

La evidencia sugiere que los glucocorticoides actian directamente a nivel

membranal alterando la afinidad de los receptores GABAa. Esto explica en parte
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sus propiedades anestésicas, sedativas o anticonvulsiva de ciertos esteroides
(Halsey y Wardley-Smith, 1983).

En el Experimento 3 se formaron 4 grupos independientes de ratas a los cuales se
les administro una combinacion de farmacos o vehiculo como lo indica el cuadro 1.
En el grupo control donde se utilizé vehiculo/vehiculo presento una latencia de
retencion mas alta que los grupos control de los experimentos anteriores; esto
puede explicarse debido a que los animales estuvieron sometidos a mayor estrés
dado que en este experimento la administracion de los farmacos fue en dos
inyecciones con un tiempo de separacion de 10 minutos entre cada inyeccién. En
los grupos donde la combinacion fue vehiculo/CORT:BSA o vehiculo/Muscimol las
dosis efectivas de ambos farmacos siguieron generando los mismos efectos de

facilitacion en la consolidacion de la memoria o de deterioro.

En el cuarto grupo se utilizaron las dosis efectivas de ambos farmacos para la
comprobacién de hipotesis; si existe o0 no la interaccion entre los receptores GRms
y los receptores GABAAa, Los resultados indican una clara regulacion por parte de
los GABA, en la consolidacién de la memoria. La facilitacion por la CORT:BSA se
ve inhibida por la accién del agonista GABA,,

Los glucocorticoides han sido ampliamente usados como supresores de
inflamacion (en asma, artritis reumatoide y enfermedades autoinmunes) y

respuestas inmunes (Barnes, 1998).

Generalmente se cree que los mecanismos genéticos son responsables de la
mayoria o todos los efectos terapéuticos de los glucocorticoides (Beato M, 1995).
Infortunadamente las terapias con glucocorticoides tienen una gran cantidad de
efectos secundarios como atrofia de la piel, disminucion de la cicatrizacion de
heridas, osteoporosis, atrofia muscular, miopatia, glaucoma, la hipertension, la
diabetes mellitus, y agravar problemas psiquiatricos existentes, puede causar
cambios de humor, euforia, depresion, psicosis, y los intentos de suicidio (Schacke
y col., 2002).
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Una manera de optimizar el uso terapéutico de los glucocorticoides podria ser el
desarrollo de nuevos farmacos que afecten selectivamente los mecanismos de
accion no genomicos de los glucocorticoides (Song y Buttgereit, 2006). Algunos
estudios incluso sugieren que los mecanismos no genodmicos pueden ser mas
importantes para la terapia que los gendmicos (Liu y col.,, 2005). La evidencia
indica que los mecanismos no gendmicos pueden ser también importantes para el

tratamiento de desérdenes psicologicos (Lee y col., 2007; Rao y col., 2006).

Estudios sugieren que las respuestas rapidas por efectos no gendmicos de los
glucocorticoides afectan la conducta. En algunos casos la respuesta conductual se
desarrolla rapidamente y el tiempo de retardo del efecto de los glucocorticoides
esta debajo de 10 minutos. (Makara y Haller, 2001). Algunos ejemplos son la
potenciacion de la respuesta de lordosis en ratas (5 min; Kubli-Garfias, 1990), y el
aumento de la perca de salto de los gorriones coronados blancos (Breuner y col.,
1998).

La memoria fue afectada por los glucocorticoides en ratas dentro de 30 minutos,
este efecto no pudo ser bloqueado por la inhibicion de la sintesis de proteinas
(Sajadi A. A y col.,, 2006). Estos hallazgos sugieren que los glucocorticoides
afectan de manera no gendémica en la memoria, reproduccion y agresion. Por lo
cual son importantes los estudios conductuales que abordan los mecanismos no

gendmicos de los glucocorticoides.
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9. CONCLUSION

Encontramos que la dosis de 5 pM de muscimol causa un deterioro en la
consolidacion de la memoria y la administracion de CORT:BSA (20 ng) facilita la
retencion de la memoria. Esta facilitacion es bloqueada con la administracion previa
del agonista muscimol por lo que sugiere que la modulaciéon de la memoria se da
por medio de las vias rapidas de sefializacion a través de los GRms y que los
glucocorticoides interactian con el sistema GABAérgico estriatal en la

consolidacién de la memoria en la tarea de evitacion inhibitoria.
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