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RESUMEN

La respuesta de inmovilidad (RI) también se conoce como "inmovilidad tonica",
"reflejo de inmovilidad", " hipnosis animal ", etc se considera un comportamiento
antidepredatoria innato caracterizado por la ausencia de movimiento, mayor o
menor grado de actividad muscular y una falta de respuesta en relacion con los
estimulos externos. Parte del mecanismo(s) neural (es) de RI involucra la
formacion reticular bulbo-pontina, con influencias de otros componentes del
cerebro, en particular el sistema limbico. Se ha observado que la Rl es mas
prolongada en animales estresados, y la inyeccion sistémica de corticosterona
(CORT) también potencia este comportamiento. En la actualidad, las regiones
anatémicas del cerebro implicadas en la modulacién de Rl son desconocidas. Por
lo tanto, el presente estudio se realizoé para determinar si algunas areas pontinas
podrian ser blanco de la CORT para la modulacién del RI. Debido a que la CORT
tiene afinidad a receptores a mineralocorticoides y glucocorticoides (MR) (GR) y
debido a que la expresion de estos receptores se han observado que se modifica
por niveles crénicos elevados de CORT. Fue el propdsito, también, de este trabajo
valorar algunas de las alteraciones conductuales asociadas a la desregulacion del
eje HPA (ansiedad, depresion, actividad locomotora), asi como las alteraciones
asociadas al efecto de la CORT (peso, formacion de radicales libres etc.). Se
utilizaron ratas Wistar macho de 250-300 g, las cuales se mantuvieron en
condiciones estandar de bioterio. Se realiz6 cirugia estereotaxica y se colocaron
canulas sobre el nucleo pontino oral (NPO), lemnisco medial (mla) y rafé
paramedial (PMR) y se inyectdé 1uL de corticosterona 21-acetato (CORT) 0.05
pg/uL. espironolactona (ESPIRO) (0.5 pg/1.0 yL) y mifepristona (MIFEP) (0.5
pg/1.0 pL) que se disolvieron en vehiculo (VEH: 45% hidroxipropil-B-ciclodextrina
0.1 en buffer de fosfatos a pH 7.4). Las drogas se administraron via una canula de
silastic conectada a una jeringa de hamilton de 1 uL. Después de la administracion
se midi6 a los 3, 7, 15, 30, 60 y 120 minutos la duracién de la respuesta de
inmovilidad (RI) y la conducta locomotora utilizando el Videomex-V. A otro grupo
de ratas se les administr6 CORT (5 mg / kg ip.) o VEH por 12 dias. Al final del
tratamiento se midié RI, actividad locomotora, peso corporal y de oérganos,
consumo de alimento, consumo de agua, glucosa sanguinea, actividad enzimatica
de la superoxidodismutasa de muestras de sangre (SOD), antioxidantes totales de
muestras de sangre (TAS). Formacion de especies reactivas el acido tiobarbiturico
(TBARS) de muestras de sangre, musculo e higado y formacién de radicales libre
(RL) en cerebro e higado, por el método de resonancia paramagnética electronica
(RPE), ademas de la respuesta en la prueba de nado forzado y laberinto elevado
en cruz. La microinyeccién unilateral en el nucleo Pontis oralis (PnO) de 1.0 pyL de
CORT (0.05 pg/1.0 yL) en ratas resulté en claras respuestas de comportamiento.
Los animales muestran un aumento de la duracién de la Rl inducida por el
pinzamiento del cuello y se observd también un incremento de la actividad
locomotora en el campo abierto, que fue impedido por los tratamientos preventivos
en PnO con 1.0 pyL de la espironolactona, (antagonista de los receptores a



mineralocorticoides (0.5 ug / yL)) o 1.0 pyL de la mifepristona antagonista del
receptor de glucocorticoides (0.5 pg / 1.0 pL). Por el contrario, estas respuestas de
comportamiento no se observaron cuando la CORT (0.05 pg / 1.0pL) fue
microinyectada en la zona del lemnisco medial (mla) o el rafe paramedial (PMR).
Nuestros datos apoyan la idea de que, en situaciones de estrés, los
glucocorticoides liberados de las glandulas suprarrenales llegan al PnO para
producir un estado de hiper excitacién que a su vez prolonga la duracién de RI.
Por otra parte, hubo una disminucion significativa en el dia 12 en el peso corporal
y peso de las glandulas suprarrenales. No se encontraron diferencias significativas
en la glucosa sanguinea, no se encontré6 tampoco en TBARS en el musculo,
higado y cerebro. Los niveles de SOD aumentaron significativamente en ratas
CORT respeto a VEH y TAS fue menor en CORT respecto a VEH. La medicién de
RL por RPE muestra diferencia significativa en cerebro en ratas administradas con
CORT respecto a VEH. Las pruebas de comportamiento indican una disminucion
en la actividad locomotora después de la administracién repetida de CORT, en la
prueba de laberinto elevado en cruz y nado forzado se evidencio respectivamente:
una reduccion del tiempo en los brazos abiertos y un mayor tiempo de reposo
durante la prueba de nado forzado con disminucion en el tiempo de nado. La
estimulacién continua de los receptores a glucocorticoides con la administracion
repetida de CORT, provoco una disfuncion del eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal
y probablemente de la disponibilidad de los receptores, por una posible reduccion
a la baja a MR y GR, lo que disminuyé la Rl y la actividad locomotora. Ademas
nuestros resultados apoyan la posibilidad de que la alteracién en el eje HPA sea
una de las causas del incremento de la ansiedad y la depresion,



ABSTRACT

The immobility response (IR) is also known as "tonic immobility," "behavioural
arrest,” "animal hypnosis", etc is considered an innate antipredatory behavior
characterized by the absence of movement, greater or lesser degree of muscular
activity and lack of response in relation to external stimuli. Experimentally, the IR is
commonly produced manually forcing an animal in an supine position and held that
position until the animal is immobilized. Part of the mechanism (s) neural (s) IR
involves the bulbo-pontine reticular formation, with influences from other parts of
the brain, particularly the limbic system. It has been observed that the IR is longer
in stressed animals, and systemic injection of corticosterone (CORT) also
promotes this behavior. At present, the anatomical regions of the brain involved in
the modulation of IR are unknown. Therefore, the present study was undertaken to
determine if some pontine areas could be targeted for the modulation of the IR.
Because CORT has affinity to mineralocorticoid and glucocorticoid receptors (MR)
(GR) and because the expression of these receptors have been shown to be
modified by chronic high CORT levels. It was the purpose, too, of this work to
assess some of the behavioral disorders associated with HPA axis dysregulation
(anxiety, depression, locomotor activity) and alterations associated with the effect
of CORT (weight, free radical formation.) It used male Wistar rats 250-300 g, which
were kept in standard animal care conditions. Stereotactic surgery was performed
and cannulas were placed on the oral pontine nucleus (PnO). Medial lemniscus
(mla) and paramedian raphe (PMR) and injected 1uL corticosterone 21-acetate
(CORT) 0.05 mg / 1.0 mL. Spironolactone (SPIRO) (0.5 pg/1.0 mL) and
mifepristone (MIFEP) (0.5 pg/1.0 mL) were dissolved in vehicle (VEH: 45%
hydroxypropyl-B-cyclodextrin 0.1 in phosphate buffer at pH 7.4). The drugs were
administered via a silastic tube connected to a Hamilton syringe of 1 pL. After
administration was measured at 3, 7, 15, 30, 60 and 120 minutes the response
duration of immobility and locomotor behavior using the Videomex-V. Another
group of rats were given 1 ml / kg ip CORT (5 mg / kg ip.) or VEH for 12 days. At
the end of treatment was measured IR, locomotor activity, body and organ weight,
food intake, water consumption, blood glucose, enzymatic activity of samples of
blood superoxide dismutase (SOD), total antioxidant blood samples (TAS),
formation of thiobarbituric acid reactive species (TBARS) of blood, muscle and liver
free radical formation (RL), by the method of electron paramagnetic resonance
(EPR), in addition to plus maze test and forced swimming test. The unilateral
microinjection into the nucleus pontis oralis (PnO) of 1.0 yL of CORT (0.05 ug/1.0
mL) in rats resulted in clear behavioral responses. Animals show an increase in the
duration of the IR-induced by calmping the neck (in this type of induction, there is
also turning and restricted body), and there was also an increase in locomotor
activity in the open field, which was prevented by treatments in PnO with 1.0 mL of
spironolactone, an antagonist of mineralocorticoid receptors (0.5 mg / mL) or 1.0
mL of mifepristone glucocorticoid receptor antagonist (0.5 mg / mL). By contrast,
these behavioral responses were not observed when the CORT (0.05 pg / 1.0 mL)
was microinjected into the medial lemniscus area (mla) or the paramedian raphe
(PMR). Moreover, a significant decrease on day 12 in body weight and weight of



the adrenal glands. There were no significant differences in blood glucose, also in
TBARS of muscle, liver and brain. SOD levels increased significantly in CORT
respect VEH rats and TAS was lower in CORT compared to VEH. Measurement of
FR by EPR shows significant difference in brain in CORT rats administered with
respect to VEH. The performance tests indicated a decrease in locomotor activity
after repeated administration of CORT, in the plus maze test and forced swimming
test was evident, respectively, a reduction of time in open arms and an increased
rest time, during test forced swimming, decreased swimming time. Our data
support the idea that under stress, glucocorticoids released from the adrenal
glands to produce PnO arrive at a state of hyper arousal, which in turn extends the
life of IR. Continuous stimulation whit CORT provoque a dysfunction of the
hypothalamic-pituitary-adrenal axes and availability of MR and GR receptors by a
possible reduction to low, which decays IR and locomotor activity. Our data support
the possibility that alterations in the HPA is one of the causes of increased anxiety
and depression,

- {Con formato: Inglés (Estados Unidos) ]




.  INTRODUCCION

El estrés, lo podemos definir, como una amenaza, real o implicita a la
homeostasis. En realidad, el estrés es una palabra que hace referencia a desafios
de muchas clases, ya sean fisicos (temperatura, esfuerzo fisico, trauma) o
psicologicos (amenaza inesperada, peligro, derrota). La respuesta fisiologica al
estrés, se pone en juego todos los dias, y esta estrechamente vinculada a los
ritmos bioldgicos del suefio y la vigilia y a los patrones de alimentacién y actividad
fisica (Mc Ewen, 2000). En biomedicina, el estrés se refiere comiunmente a una
situacion en la cual los glucocorticoides adrenales (GC) y catecolaminas estan
elevados debido a algun desafio.

Los efectos del estrés se pueden manifestar en cuatro dominios diferentes:
fisioldégico, conductual, experiencia subjetiva y funcidon cognitiva (Steptoe, 2000).
Los efectos fisiolégicos del estrés incluyen alteraciones en las funciones
neuroendocrinas, del sistema nervioso auténomo y sistema inmune.

En este trabajo nos enfocamos en estudiar algunas alteraciones conductuales y
metabdlicas inducidas por la administracion de corticosterona (CORT).

Las vias clasicas del estrés involucran inicialmente al hipotalamo que
integra la informacién procedente de las vias sensoriales y viscerales, el
hipotalamo activaria dos rutas paralelas: el eje SAM (Simpatico-Adreno-Medular) y
el eje HPA (Hipotalamico-Pituitario-Adrenal) (Sirera y cols., 2006).

Los glucocorticoides y en el caso de la rata, la corticosterona son secretada
de las glandulas adrenales, viaja en la sangre unida a una proteina de transporte,

mientras la que esta en forma libre puede unirse a receptores para



mineralocorticoides (RM) y glucocorticoides (RG) en diferentes areas del cerebro;
hipotalamo, hipocampo, amigdala, entre otras, induciendo una sefalizacion
intracelular y replicacién de RNAm, - via clasica de accion-, pero se ha descrito
que puede actuar a través de la unidbn a receptores membranales,
desencadenando, una respuesta a corto plazo.

En la primera parte de este trabajo (experimento |) estudiamos el efecto
agudo de la CORT en el desarrollo de la respuesta de inmovilidad de la rata (RI).

Dentro del las estrategias defensivas que presentan algunas especies en la
naturaleza se encuentran: atacar, secretar sustancias de defensa, mimetizarse
entre otras, pero la Rl constituye la Ultima linea de defensa en los aniamales, se
desencadena cuando se han agotado todas las posibilidades de defensa del
organismo. Esta respuesta, por su naturaleza, al parecer esta siendo inducida bajo
un estado elevado de estrés y en el que se ha demostrado que los niveles de
CORT plasmatica estan elevados.

Para poder estudiar el RI, utilizamos el modelo de inmovilidad por
pinzamiento del cuello de la rata (RIP), (que se describe posteriormente) en ratas
que previamente se les habia colocado una canula intracerebral para
microinyectar CORT y bloqueadores a los receptores de la CORT.

Se han descrito algunas areas del cerebro que estan involucradas en el RI
pero, todavia, no se conoce el area que integra las sefiales que lo desencadenan.
Decidimos estudiar algunos nucleos del puente por la siguiente razén; se sabe que
en el area del puente del tallo cerebral, se localizan nucleos que participan en la
induccién a los estados del suefio, por lo cual se decidié colocar las canulas

apuntado hacia nucleos especificos de esta area. Se microinyectd6 CORT vy



bloqueadores a ésta y se determind la participacion de alguno(s) de estos
nucleo(s) en el RI.

En la segunda parte de este trabajo (experimento Il), se simulé un estado
de estrés cronico mediante la administracion sistémica repetida de CORT por 12
dias y determinamos la funcion moduladora de la CORT sobre el RI. EI modelo
que utilizamos en este trabajo nos condujo, de forma necesaria, a medir algunos
de los efectos sistémicos de la CORT, como los relacionados con la formacion de
radicales libres (RL) en cerebro, e higado, cuantificados por dos métodos;
indirecto, a través de la medicién de la formacién de malondialdehido (MDA) y
directo, a través de la medicién de RL en el equipo de resonancia paramagnética
electronica (EPR), dando una descripcion bastante completa de los efectos de la
CORT en el metabolismo de la rata, asi como los efectos sobre algunas conductas
registradas utilizando las técnicas de campo abierto (actividad locomotora) , nado
forzado (modelo validado para el estudio de la depresion) y laberinto elevado (

ansiedad).



. ANTECEDENTES

2.1 Estado de alerta y suefio

El tallo cerebral contiene circuitos de neuronas que pueden incrementar el
nivel de alerta y atencidon de un animal (en inglés: arousal). Las aferencias
sensoriales, que son los acontecimientos que comunmente producen arousal,
activan la formacion reticular por medio de axones colaterales de las vias
ascendentes sensoriales. Una vez activada, la formacion reticular activa a su vez a
la corteza cerebral por medio de dos vias (Jones, 1990) la via dorsal y la via
ventral.

Se han descrito al menos tres sistemas diferentes que intervienen de
alguna manera en diversos aspectos del araousal y la vigilia: los sistemas
noradrenérgicos, colinergicos y serotonérgicos (Marroco y cols., 1994).

Se ha demostrado que la activacion de las neuronas del locus coeruleus
(LC) (y su liberacion de noradrenalina), localizado en la protuberancia dorsal,
aumenta el estado de vigilia (Aston-Jones y Bloom 1981a,b). Asi como la
activacion de dos grupos de neuronas localizadas en la protuberancia y en el
prosencéfalo basal (con su liberacion de acetilcolina) causa activacion y
desincronia cortical cuando son estimulados (Jones, 1990).

Los nucleos de rafé, localizados en las regiones bulbar y pontina
concentran la mayor cantidad de neuronas serotonérgicas, se ha demostrado que
su estimulacion origina conducta locomotora y en el encéfalo arousal cortical
(Peck y Vanderwolf, 1991). La mayor actividad de las neuronas serotonérgicas

ocurre durante la vigilia pero especificamente contribuyen en la facilitacion de



movimientos automaticos y continuos, como caminar, masticar o acicalarse
(Jacobs, 1993). Cuando los animales realizan respuestas de orientacion hacia
estimulos novedosos, la actividad de estas neuronas decrece (Marrocco, 1994).

Por otro lado, la conducta de suefio presenta dos patrones: suefio con
movimientos oculares rapidos (MOR) y suefio sin movimientos oculares rapidos o
de ondas lentas (no MOR). El suefio no MOR esta dividido en cuatro etapas
(definidas por la actividad del EEG) y las dos ultimas etapas (3 y 4) se les conoce
como suefo de ondas lentas con una marcada sincronizacion de las ondas. El
estado de alerta consiste en la actividad beta desincronizada (13-30 Hz); la
relajacion y el adormecimiento consisten en actividad alfa (8 - 12 Hz). El suefio
MOR o suefio paraddjico esta constituido por movimientos rapidos de los ojos,
desincronizacion del EEG (presencia de ondas beta), respuesta genital,
sensibilidad a los estimulos externos, y paralisis muscular (Ganong, 2000 ).

La paralisis muscular del suefio paraddjico se ha relacionado con la
activacion de las neuronas del nucleo magnocelular que se localiza en el bulbo
medial. Neuronas del nucleo magnocelular establecen sinapsis inhibidoras con
neuronas motoras de la médula espinal (Morales,1987). Se ha reportado la
presencia de neuronas secretoras de glicina, responsable de la inhibicién de las

neuronas motoras en la médula espinal ( Forst y cols., 1990).

2. 2 Estado de alertay estrés

Las experiencias estresantes o aversivas alteran el estado de alerta y los

ciclos de sueno-vigilia. Por el contrario, la interrupcion de los ciclos de suefio-



vigilia puede activar las respuestas al estrés. Aunque los mecanismos implicados
en los efectos de la experiencia desagradable en la alerta y los ciclos de suefio-
vigilia no se entienden claramente, la evidencia apunta hacia un papel de los
neuropéptidos relacionados con el estrés, los neurotransmisores y las hormonas
que actuan sobre los sistemas de alerta en el sistema nervioso central (Lowry y
cols., 2001).

Se ha sugerido desde hace mucho tiempo el papel que tiene el LC que abastece
de noradrenalina a través del sistema nervioso central en la induccién de un
sistema de alerta. La noradrenalina incrementa el estado de alerta, en parte, por la
accién de receptores B y a localizados en multiples estructuras subcorticales.
Estudios anatdmicos recientes sugieren que la alerta aumenta por accién de la
noradrenalina y que no esta limitada al sistema del LC y parece incluir grupos
celulares noradrenérgicos A1 and A2. Asi, la modulacién noradrenérgica de los
estados de alerta involucra sistemas noradrenérgicos multiples actuando dentro de
regiones subcorticales multiples. Mejorar el estado de alerta es un aspecto
importante del estrés y de la accion de farmacos psicoestimulantes. La evidencia
indica que los sistemas noradrenérgicos probablemente juegan un papel
importante tanto en la activacion relacionada con el estrés y el estado de alerta
inducida por psicoestimulantes ( Berridge, 2008).

La principal funcion de los nucleos del rafé es la de liberar serotonina (5-
hidroxitriptamina, 6 5-HT) al resto del cerebro y participa en los ciclos de suefio y
vigilia. Los datos revisados muestran claramente que el neurotransmisor 5-HT no
s6lo es muy sensible al estrés agudo, sus respuestas son también estrechamente

dependientes del tipo de estrés y la region especifica del cerebro. Este concepto



es valido para la regulacion de la tasa de disparo de las neuronas serotonérgicas,
la actividad y expresion de la triptéfano hidroxilasa (la enzima limitante en la
sintesis de 5-HT) y de los niveles extracelulares de 5-HT en las regiones
terminales. Ademas, los datos muestran que el sistema 5-HT puede
comprometerse en situaciones del funcionamiento anormal del eje HPA, por
ejemplo, debido a los cambios en la hormona liberadora de corticotropina o en
funcion de los receptores de corticosteroides (Astrid y cols., 2010)

Los resultados apoyan, ademas, la hipotesis de que la 5-HT puede modular
diferencialmente la morfologia neuronal en el hipocampo y la amigdala en funcién
de los niveles de expresion de los subtipos del receptor 5-HT cuando se
administr6 CORT (Xua y cols., 2011).

Otro sistema que se ha demostrado su participacion en las alteraciones en
el estado de alerta y el estrés es el de la hipocretinas/orexinas (HCRT), la
evidencia sugiere una participacion importante de HCRT en condiciones de gran

alerta como el estrés (Berridgea y cols., 2010).

2.3 Glucocorticoides y estrés oxidativo

Los glucocorticoides ejercen efectos generalizados que sirven para
coordinar las respuestas para hacer frente a situaciones de estrés. El incremento
en los niveles de glucocorticoides durante el estrés puede afectar la capacidad
antioxidante total del organismo.

Durante el metabolismo, las células producen constantemente radicales

libres (RL), y esta produccién puede aumentar debido a factores exdgenos, como



el estrés. Un desequilibrio entre la generacién de los RL y la defensa antioxidante
en una célula dada resultara en estrés oxidativo, el cual puede danar la célula en
cuestion. Se sabe también que la respuesta al estrés estimula varias vias
dafiadas, provocando un incremento en la producciéon de especies reactivas de
oxigeno (ERO) como el peroxido de hidrégeno (H20,) radical hidroxilo (OH") y
radicales aniénicos superoxido (O2), que conducen a la peroxidacion lipidica,
oxidacion proteica, dafios en el DNA y muerte celular (Sahin y Gimdasli, 2006).
La medicion de los niveles de acido tiobarbiturico (TBARS) son un
indicador de estrés oxidativo, ya que la peroxidacion de los fosfolipidos
insaturados de la membrana lipidica es la principal actividad llevada a cabo por las
ERO y se han reportado modificaciones en los niveles de TBARS en diversos
tejidos con diversos modelos de estrés: en el modelo de restriccion de movimiento
se ha reportado un incremento de TBARS en cerebro (Fontella y cols., 2005) en
higado. (Sahin y Gimusll, 2007) y en musculo (Ohtsuka y cols., 1998) con el
modelo de inyeccion repetida. de CORT. Sin embargo, la restriccion aguda no
provoca cambios de TBARS en hipocampo y en otras areas cerebrales como
corteza cerebral o estriado (Marzatico y cols., 1998). Las variaciones en los
niveles de lipoperoxidacion depende del tejido analizado, y/o del modelo que se
utilice para inducir el estrés (Sahin y GUmuslli, 2007). La determinaciéon de
TBARS es un método facil para estudiar el efecto de diferentes tratamientos en la
peroxidacién lipidica (Konigsberg, 2008). La Informacién relacionada con la
medicion de los niveles de RL de forma directa (con el equipo de EPR) inducido
por la administracion repetida de CORT es poca o escasa comparada con la

informacion que se ha reportado utilizando métodos indirectos como el de la



medicién de TBARS, en los que los reportes no coinciden con los valores de
actividad de enzimas antioxidantes o produccién de TBARS debido a la diversidad

de modelos de estrés reportados.

2.4 Glucocorticoides y conducta

Aparte de las numerosas acciones metabdlicas e inmunoldgicas de los
glucocorticoides, se ha demostrado que ejercen efectos sobre el cerebro para
regular algunas conductas, incluyendo la respuesta de inmovilidad, actividad
motora, el comportamiento sexual, la memoria y el aprendizaje (Coddington y
cols., 2007; Kent y cols., 2000; Quirarte y cols., 2009; Sajadi y cols., 2006; Sandi y
cols., 1996; Tenk y cols., 2006; Zamudio y cols., 2009).

Los efectos de los glucocorticoides en el cerebro estan mediados por dos
tipos de receptores, el receptor de mineralocorticoides (MR) y el receptor de
glucocorticoides (GR). MRs se une con la CORT con gran afinidad y estan
principalmente localizados en el sistema limbico y determinadas zonas del tallo
cerebral, en cambio, los GRs tienen una menor afinidad por la CORT y estan
ampliamente distribuidos por todo el cerebro (De Kloet y cols., 2006; Joel y De
Kloet, 1994). Las acciones de los glucocorticoides sobre los receptores de
esteroides intracelulares estan mediados a nivel genémico (De Kloet y cols., 1998)
Sin embargo, acciones rapidas no genémicas de los glucocorticoides también se
han reportado (Tasker y cols., 2005).

Para hacer frente a experiencias estresantes, los animales activan el eje

hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) y los sistemas de simpato-adreno-medular



(Fulford y Harbuz, 2005). La activacion del eje HPA aumenta la liberacion de la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) desde el hipotalamo, que a su vez
estimula la secrecion de adrenocorticotropina (ACTH) de la pituitaria, concluyendo
en la secrecion de glucocorticoides (CORT en roedores) de las glandulas
suprarrenales a la sangre (Herman y Cullinan, 1997). Ademas, la activacion
simpatica potencia la secrecion de catecolaminas adrenales, principalmente la
hormona adrenalina. Por lo tanto, para la adaptacion adecuada a un problema de
estrés agudo, es necesaria una coordinacion de las acciones de ambos sistemas.

Las evidencia sugieren que los efectos de los glucocorticoides son
mediados por mecanismos rapidos no genémicos (Wehling, 1997; Haller y cols.,
1998; Falkenstein y cols., 2000). Estos mecanismos son poco conocidos, y se
identifican indirectamente mediante la evaluaciéon de la rapidez del efecto, y su
resistencia a la inhibicién de la sintesis de proteinas y/o el bloqueo de MR o GR.
En general, los efectos que ocurren en mucho menos tiempo de 15 minutos (la
velocidad mas rapida medida de los efectos gendmicos (Hallahan y cols., 1973) y
que no estan bloqueados por la inhibicion de la sintesis de proteinas o por el
bloqueo de MR o GR son atribuidos a mecanismos no genémicos.

Los efectos rapidos, no gendémicos de los glucocorticoides pueden constituir
un importancia potencial, para el tiempo de respuestas rapida a los desafios. Hay
muchos fendmenos de comportamiento que son potencialmente controlados por
mecanismos no gendmicos de los glucocorticoides (por ejemplo, el respuesta
lordédtica en las ratas (Kubli-Garfias, 1990); salto de perca de gorriones, Breuner y
cols., 1998), pero sdélo hay dos en los que la participacion de estos mecanismos ha

sido probada. La inhibicidon rapida, no gendmica de la conducta de cortejo



masculino en el tritén (Taricha granulosa) ademas se ha descrito en esta especie,
un procedimiento especifico, no gendémicos de receptor de membrana para los
glucocorticoides (Orchinik y cols., 1991; Rose y Moore, 1999). Otro ejemplo de
efectos no genémicos de glucocorticoides es el aumento rapido de la actividad
locomotora. En ratas, la locomocion en un ambiente novedoso aumenta con la
corticosterona, y el efecto fue resistente tanto a la inhibicion de la sintesis de

proteinas y al bloqueo de MR y GR (Sandi y cols., 1996).

2.5 Glucocorticoides y RI

La respuesta de inmovilidad es un comportamiento que desarrollan algunos
animales en la naturaleza y que se ha conceptualizado como estrategia adaptativa
de supervivencia evolutivo (Marx y cols., 2008). También se ha referido como "la
muerte fingida", "hipnosis animal”, "Playing Possum", "miedo", "inmovilidad ténica",
y "reflejo de inmovilidad" (Gallup Jr., 1974). Para describir mas adecuadamente
este comportamiento, en este trabajo, vamos a utilizar el término RI que fue
sugerido por Klemm (1989). La RI es un estado reversible de la inmovilidad
causada por la restriccion fisica, en este estado existen diversos grados de
actividad muscular y una falta de respuesta en relacion a los estimulos externos.
No obstante, los animales durante la Rl no estan dormidos, sino que puede
monitorear activamente el medio ambiente (Gallup Jr. y cols., 1980). Una presa
capturada que se inmoviliza en lugar de luchar puede aumentar su posibilidad de

escapar si el depredador temporalmente disminuye su sometimiento bajo el

supuesto de que su presa esta muerta (Bracha, 2004). En el laboratorio, la RI



puede ser inducida en ratas mediante la sujecién del cuello seguida de la inversion
y la restriccién (De la Cruz y cols., 1987). En cuanto al mecanismo neural de la R,
es probable que implique a la formacion reticular del tallo cerebral, con influencias
de otros componentes del cerebro, sobre todo de la neocorteza, los ganglios
basales y el sistema limbico (Klemm, 2001). El sustento en el mecanismo anterior
procede de estudios en ratas recién nacidas asi como de ratas mesencéfalicas
(De la Cruz y cols., 1987, 1995), donde la inmadurez o la ausencia de la parte
central y anterior del cerebro provocan una sobreexpresion de la Rl. Ademas, el
papel modulador del sistema limbico en la RI también ha sido reportado, por
ejemplo, la amigdala ejerce un efecto modulador positivo en la Rl (Davies y cols.,
2002, Leite-Panissi y Menescal, 2002), por el contrario, el hipocampo parece tener
la funcion opuesta (Flores y cols., 2005; Woodruff y cols., 1975). En este sentido,
el temor por parte de la presa se considera un antecedente que facilita el Rl (Marx
y cols., 2008), por otra parte, existe amplia evidencia de que los estimulos
estresantes modulan el RI positivamente (Carli y cols., 1981; Faure y cols., 2003;
Henning, 1978; Jones y cols., 1994; Miranda y cols., 2006; Zamudio y cols., 2009).
Asi, algunas de las hormonas del estrés (por ejemplo la adrenalina y los
glucocorticoides) deben desempefiar un papel importante para facilitar la Rl en

situaciones estresantes.

2.6 Control Neural de la RI

Se han hecho algunos estudios para determinar él o los posibles centros de

control del Rl en el tallo cerebral: en aves, la actividad neuronal en los nucleos del



rafé, se relaciona inversamente con la RI; es decir, una reduccion en el disparo de
estas neuronas se correlaciona con aumentos en la duracion de la RI (Wallnau y
Gallup Jr., 1977). Durante la etapa de suefio paraddjico existe una atonia
muscular de la cual, se sabe, en el LC es responsable; sin embargo, en
experimentos hechos en conejo, la lesién en el LC interrumpio la etapa de suefio
paraddjico y la consecuente atonia, pero no modificé la duracion de la RI (Braun y
Pivik, 1983). Por otro lado, en la rata se ha identificado un nucleo en el puente: el
nucleo reticular tegmental pontino (RtTg), como parte de un subsistema inhibidor
de control motor que media las respuestas de inmovilidad provocadas por la
inyeccion sistémica de morfina o haloperidol, en vista de que la lesion bilateral del
RtTg o la administracion de GABA intraRtTg impiden el efecto de estas drogas
(Zamudio, 1999).

Se ha reportado el efecto de los principales neurotransmisores sobre la RI:
Dopamina, acetilcolina, norepinefrina, serotonina, opiodes endégenos, acetilcolina
y otros. Activando o inhibiendo neuronas en diferentes areas del cerebro, y
brindando informacion, de la localizacion de los centros que modulan del RI.

El RI aparentemente es controlada por un sistema motor localizado en la
formacion reticular (Klemm, 1971), dicha afirmacion se sustenta porque: a) en las
ratas adultas decorticadas la duracién del Rl es mayor respecto a las controles b)
La lesion bilateral de la estructura equivalente a la neocorteza de mamiferos,
arquiestriado intermedio de las aves, provoca un incremento en la duracion de RI
(Maser y cols., 1973).

Klemm 1976, propuso que el control del Rl se localiza en la formacién

reticular del tallo cerebral y es activado por un patron especifico de entradas



sensoriales (tactiles, propioceptivas, visuales, etc). Este sistema de control actua
sobre un patrén generador de la respuesta en las motoneuronas espinales y es
modulado por estructuras cerebrales mas rostrales: el sistema limbico, con un
papel excitador y la corteza cerebral con un inhibitorio. Una vez que se dispara el
RI, se requiere que el centro de control del tallo cerebral continle activo, quizas
por medio de circuitos reverberantes, con una disminucion gradual que provoca la

terminacion espontanea del fenomeno (Rakshit y Klemm, 1980).
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Figura1l. Modelo propuesto de un sistema de respuesta de inmovilidad (RI). La RI esta distribuido
como una poblacién neuronal dentro del cerebro basal anterior, mezclado con areas del puente y de
la formacion reticular mesencefélica que normalmente median influencias ascendentes de alerta y
excitacion motora descendente. Normalmente los estimulos del sistema de alerta son sensitivos
pero, determinados patrones sensitivos propioceptivos y tactiles pueden activar selectivamente el
RIS. El RIS cuando se activa (desenmascara), inhibe la relacion reciproca normal entre comandos
control para el paquete de musculos flexores y extensores asi que, los comandos de secuencia y la
locomocion esta inmoviles. Mientras tanto, los comandos de tono postural continian siendo
entregados a los musculos flexores y extensores, lo que explica el mantenimiento de posturas
inusuales que es caracteristico de muchas formas de RI.

Asi, la hipétesis de que algunas areas pontinas podrian ser blanco para la CORT
en la modulacion de la Rl es debido a la relaciéon entre la Rl con el

comportamiento del suefio-vigilia (Overeem y cols., 2002).



2.7 Nucleo pontino oralis

El nucleo pontino oral esta localizado en la formacion reticular pontina a la
cual se le ha relacionado con los estados de suefio y vigilia.

Utilizando inmunocitoquimica de C-fos como un marcador funcional de la
actividad neuronal, se encontré un grupo de neuronas GABAérgicas dentro de la
parte lateral del PnO que es activado durante el estado de vigilia. Se ha sugerido
ademas que las neuronas GABAérgicas que estan localizadas en el nucleo
reticular pontino caudal y rostral y en el mesencéfalo proyectan al PnO; dichas
neuronas pueden contribuir al sistema GABAérgico que es responsable para la
regulacion del sueno activo y la vigilia.

(Xi, 2004)

También se sabe que el PnO recibe inervacion colinérgica del nucleo
tegmental laterodorsal / nucleo tegmental pedunculopontino (LDT/PPT), y se
postula la liberacién Ach de neuronas colinérgicas de manera reversible. También
se ha demostrado que la lesidon de las neuronas colinérgicas en el (LDT/PPT),
elimina el suefo activo, mientras que la estimulacion eléctrica del (LDT/PPT),
incrementa el suefio activo (Xi, 2004)

La microinyeccién de agonistas colinérgicos, antagonistas GABAérgicos o
factor de crecimiento nervioso en el PnO, induce un estado activo de suefo. Las
neuronas de PnO son células efectoras para los fendmenos de suefio activo,
incluyendo la iniciacion de las ondas PGO y movimiento rapido de los ojos. En

particular las neuronas PnO son un componente clave en el sistema inhibido del



tallo cerebral-médula espinal que es responsable en la atonia muscular durante el
suefio activo (Xi, 2004).

Vertes (1982) informd que las células en el PnO descargan selectivamente
durante la activacién conductual y la alerta, y se ha descrito que las neuronas
colinergicas del PnO ventral activan neuronas noradrenérgicas del LC (Fenik y
cols., 2005).

Se ha sugerido ademas que las neuronas GABAérgicas que estan
localizadas en el nucleo reticular pontino caudal y rostral y en el mesencéfalo
proyectan al PnO; dichas neuronas pueden contribuir al sistema GABAérgico que

es responsable para la regulacién del suefio activo y la vigilia (Xi, 2004)

2.8 Nucleos de rafé

Los nucleos de rafé consisten en numerosos grupos diferentes de neuronas
del tallo cerebral que se encuentran situadas cerca de la linea media. Dan origen a
una proyeccion ascendente y a otra descendente. La ascendente se dirige al
diencéfalo y al telencéfalo, y se origina basicamente en los nucleo de rafé situados

en el mesencéfalo y en la protuberancia rostral.

La proyeccion descendente termina en el bulbo raquideo, el cerebelo y la<«-- - con formato: Justificado, Espacio
Después: 10 pto, Punto de tabulacién:
0.5 cm, lzquierda

médula espinal y se origina fundamentalmente en los nucleos de rafé de la

protuberancia caudal y el bulbo raquideo (Martin, 2004).



2.9 Planteamiento del problema

De los modelos existentes para el estudio del reflejo de inmovilidad, el del
pinzamiento del cuello ha sido muy utilizado en nuestro laboratorio por reproducir
efecientemente el fendmeno que estudiamos. Uno de los aspectos mas
importantes en el estudio de cualquier conducta es el de llegar a conocer la(s)
area(s) o nucleo(s) del cerebro responsables de comportamiento que se estudia.

Algunas de las areas que han sido sefialadas como posibles centros de
control de la Rl es, por ejemplo, el Locus coeruleus (LC), sin embargo su lesion,
no modifica la Rl (Braun y Pivik, 1983), en los nucleo de rafé del tallo cerebral se
ha reportado una relacion inversa entre el disparo de neuronas de este nucleo con
la Rl (Wallnau y Gallup Jr., 1977). El nucleo reticular tegmental pontino (RtTg), se
le ha considerado como un subsistema inhibidor de control motor que media la Rl
(Chesire y col.,, 1983). El arquiestriado intermedio de las aves, estructura
equivalente a la neocorteza de mamiferos, su lesion bilateral provoca un
incremento en la duracion de la RI (Maser y cols., 1973).

Klemm 1976, propuso que el control del Rl se localiza en la formacién
reticular del tallo cerebral y es activado por un patrén especifico de entradas
sensoriales (tactiles, propioceptivas, visuales, etc). En cuanto al mecanismo neural
(s) de la RI, es probable que implique a la formacion reticular del tallo cerebral, con
influencias de otros componentes del cerebro, sobre todo de la neocorteza, los
ganglios basales y el sistema limbico (Klemm, 2001).

Las evidencias demuestran una posible participacion de nucleos del tallo

cerebral sin que se sepa hasta la fecha qué nucleos son los que controlan la RI,



adicionalmente, se sabe que el Rl y el suefio comparten algunas caracteristicas y
que el PnO esta involucrado en los procesos de suefio vigilia el PnO y RMA son
centros de control de la RI?

Se ha reportado que los niveles de CORT se elevan en condiciones de
estrés y en situaciones estresantes a las que se ha sometido a las ratas se ha
reportado que aumenta el Rl. En humanos el reflejo tonico de inmovilidad que es
equivalente al Rl que estudiamos en la rata, se ha reportado que aumenta en
situaciones de peligro, por ejemplo en las victimas de ataques sexuales o
accidentes aéreos, por lo que seria pertinente preguntar si ¢la CORT modula el

RI? vy sies asi, en qué area del tallo cerebral 4 PnO, RMA o mla?

Algunas de las alteraciones de la conducta, se sabe que pueden ser
debidas a modificacion morfolégica en el hipocampo, debido a una continua
exposicion a niveles elevados de CORT. El estrés ademas de afectar a la memoria
y a la plasticidad sinaptica puede alterar la morfologia de las dendritas e inhibir la
neurogénesis en el cerebro adulto, lo que potencialmente puede tener un impacto
en la memoria. Se ha mostrado que el estrés o la administracion de corticosterona
sostenida (por ejemplo 3 semanas) puede producir atrofia de las espinas
dendriticas en diversas areas del hipocampo (CA3, pero también CA1 y giro

dentado, McEwen, 2000).

Por otro lado, también se ha reportado incremento en los niveles de
radicales libres debido al estrés o administraciéon de CORT. La administracion de
CORT disminuye significativamente la SOD y CAT, asi como los niveles de

glutatién, mientras que los niveles de peroxidacion de lipidos aumenta, lo que



sugiere un efecto pro oxidante de la CORT (Zafir y Bono, 2009). El dafio oxidativo,
provocado por el estrés, difiere entre las areas del cerebro y puede contribuir a
mecanismos degenerativos de las células (Marzatico, 1998). Por lo que seria
pertinente preguntar si la administracion repetida de CORT por 12 dias ¢ provoque
incremento de los niveles de peroxidacién de lipidos en el cerebro, higado y

musculo de la rata?



I OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la modulacion que ejerce la CORT sobre la respuesta de
inmovilidad por pinzamiento del cuello, la actividad locomotora y los niveles de

radicales libres en distintos tejidos de la rata.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Evaluar el efecto de la administracion de la CORT sistémica y la aplicacién
intracerebropontina de bloqueadores a receptores de mineralocorticoides y
glucocorticoides, sobre la respuesta de inmovilidad y conducta locomotora
de la rata.

« Evaluar el efecto de la administracion de la CORT dentro del ndcleo pontino
oral y la aplicacién de bloqueadores a receptores a mineralocorticoides y
glucocorticoides en los mismos nucleos, sobre la respuesta de inmovilidad y
conducta locomotora de la rata.

» Evaluar la actividad locomotora y la respuesta de inmovilidad en ratas con
administracion de CORT sistémica por 12 dias.

+ Cuantificar los radicales libres en tejidos (musculo esquelético, higado y

cerebro) de ratas con administracion con CORT sistémica por 12 dias.



IV. MATERIALES Y METODOS

Experimento |

4.1.1Animales

Se utilizaron 82 ratas Wistar macho de (250-300 g) de nuestra propia
granja. Las ratas se colocaron en cajas individuales una semana antes de el
procedimiento quirdrgico y se mantuvieron a (22 + 2 °C) y ciclo de luz oscuridad
controlados de 12:12 (luces encendidas de 07:00-19:00 Hrs.) con acceso libre al
agua y al alimento.

El protocolo experimental fue aprobado por el comité de ética y seguridad
de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas y cumplié con la normatividad
establecida en “the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 1996,
National Institute of Health”, asi como con los establecidos por "La Guia para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio" del Consejo Mexicano para el
Cuidado de Animales (NOM-062-ZO0-1999).

No se escatimaron esfuerzos para aliviar cualquier dolor o molestia que
pudiera ser experimentado por los animales durante las pruebas. Se utilizé el
namero minimo de animales necesarios para alcanzar los objetivos de este
estudio. Las pruebas de comportamiento siempre tuvieron lugar entre las 10:00 y

las 14:00 hrs..
4.1.2 Procedimiento quirudrgico

Los animales se anestesiaron mediante inyeccion intraperitoneal de
pentobarbital sodico (30 mg / kg) (Pfizer, México) y se colocaron en un aparato

estereotaxico (David Kopf Instruments, Tujunga CA, EEUU.). A todas las ratas se



les implanté una canula guia (de calibre 23 x 7 mm), destinado a 1) El nucleo
pontis oralis derecho (PnQO) con las coordenadas estereotaxicas (Paxinos y
Watson, 1986): AP - 8,0 mm; ML -1,4 mm; y DV -7.0 mm, 2) zona de lemnisco
medial derecho (mla): AP - 8,0 mm; ML -1,0 mm; y DV -8,6 mm vy, 3) rafe
paramediano derecha (PMR): AP - 8,0 mm; ML -0,5 mm; y DV -7,0 mm. La canula
guia se fijo en el craneo con dos tornillos y acrilico dental. Un estilete se insert6 en
la canula guia y las ratas se colocaron de nuevo en las jaulas individuales durante

una semana antes de la prueba de comportamiento.

4.1.3 Microinyeccion

Los farmacos utilizados fueron corticosterona 21-acetato (CORT),
espironolactona (SPIRO) y mifepristona (MIFEP) de Sigma-Aldrich, México. Todos
los farmacos se disolvieron en el vehiculo (VEH: 45% hidroxipropil-B-ciclodextrina
(Sigma-Aldrich, México) 0,1 M de solucién salina de tampén fosfato, pH 7.4). Los
farmacos fueron inyectados a través de una canula guia (de 31 x 10 mm de
calibre) que se extendia mas alla de 1 mm de la punta de la canula guia. La
canula de inyeccion fue conectada a una jeringa de 1 pl (Hamilton Co., Reno,
Nevada, EEUU.) con tubo TYGON (ID: 0,25 mm; OD: 0,76 mm) lleno de agua
estéril. Un pl de CORT (0,01 y 0,05 pg/1.0 mL), SPIRO (0,5 ug/1.0 mL), MIFEP
(0,5 pug/1.0 mL) o VEH se inyecta a través de la canula en 60 s, la canula se dejo
mas de 60 s para evitar reflujo de del farmaco hacia la canula. Después de eso, la

canula se retird y el estilete fue devuelto a la canula guia.



4.1.4 Procedimiento histologico

Al final de los experimentos conductuales, los animales fueron sacrificados
por una sobredosis con pentobarbital sdédico (150 mg/kg, ip), después se
perfundieron via intracardiaca con solucion salina al 0,9%, seguido de formol al
4%. Los cerebros fueron removidos manualmente y almacenados durante al
menos 48 h en formol al 10%. Se cortaron secciones coronales de 100 ym de
espesor utilizando un vibratomo (Cambden instruments Lafayette, IN, EEUU.), se
tineron con violeta de cresilo y se montaron con resina a un portaobjetos. Los
sitios de microinyeccion se localizaron bajo microscopio de luz (SMZ-10A, Nikon
Instruments Inc., Melville, NY, EEUU.), en relacion con las coordenadas del atlas
de Paxinos y Watson (1986). Soélo se reportaron los resultados de las
observaciones del comportamiento de las ratas que se encontraban dentro de los

sitios de microinyecciones PnO, mla o PMR.

4.1.5 Respuesta de inmovilidad (RI)

La prueba de respuesta de inmovilidad, se indujo por el pinzamiento del
cuello, se provoco mediante la colocacion de una pinza (una pinza tipo caiman de
5 cm de longitud con sus dientes protegidos con cinta adhesiva para evitar
cualquier dafo sobre la piel de la rata) entre la base del craneo y la parte posterior
de las orejas.

Otra pinza similar se colocd en la parte ventral del cuello. Después, se
sujeto al animal alrededor del térax con la mano, rapidamente se invirti6 y se

apretd sobre su espalda hasta que dejara de ofrecer resistencia (~ 2 segundos).



Después se retird la mano lentamente hasta que el animal se quedara inmovil
(inicio de la RI).

Cuando la Rl tuvo éxito, la duracion se midié desde el momento en el que la
mano se retird hasta que el animal recupero la posicién prona (Zamudio y cols.,

2009).

4.1.6 Actividad en campo abierto

Las ratas se colocaron en medio del campo abierto (una caja de madera
pintada de negro con medidas de 60 cm x 60 cm x 30 cm). Las condiciones de luz
fueron comparables a la intensidad de luz del bioterio, dos lamparas fluorescentes
de 32 W colocadas a 208 cm por encima del centro del campo,con 195 Lx a nivel
del suelo de la caja. La actividad locomotora espontanea se midid con un
analizador de imagenes de video (Videomex-V, Instrumentos Columbus,
Columbus, OH, EEUU). Se realizé un seguimiento de la distancia que el animal
recorié (DT), el tiempo de ambulacion (TA), el tiempo invertido en una actividad no
ambulatoria (TNA), y tiempo de reposo (TR). También muestra los trazados de la
ruta durante una sesion. El piso del campo abierto, se limpié con una solucién

detergente, entre cada medicion.



4.1.7 CORT en PnO, mlaPMR
(experimento 1.1)

Para probar el efecto de la CORT en algunas zonas pontinas, se formaron
tres grupos de animales: 1) grupo PnO (n = 14), las ratas con una canula guia
dirigida a el nucleo oralis pontis, 2) grupo de mla (n = 14), canula guia dirigida a la
zona del lemnisco medial, y 3) grupo de PMR (n = 12), canula guia dirigida al rafe
paramediano. El dia de la prueba, las ratas fueron llevadas, en jaulas individuales
de polisulfonato, la zona de prueba se encontraba en el mismo edificio y en el
mismo piso en el que se encontraba la camara de la colonia. Los animales de
cada grupo recibieron a través de la canula 1 yL CORT (0,05 pg/1.0 yL) 6 1.0 L
de VEH. En cada grupo de ratas, la mitad recibi6 VEH y la otra mitad CORT.
Luego, las ratas fueron colocadas en las cajas de prueba y a los 3, 7, 15, 30, 60
90 y 120 minutos después de la microinyeccién se midieron, la actividad
locomotora y la respuesta de inmovilidad
Los efectos de una dosis mas baja de CORT (0,01 ug/1.0 pyL) en PnO se evalué

en otro grupo de ratas aparte (n = 6).

4.1.8 Antagonistas a MR y GR en el PnO.
(experimento 1.2)

La intencion de este experimento fue demostrar si los efectos de CORT intra-PnO
observados en el experimento 1 habian sido mediados por MR y/o GR. En este
experimento, 1.0 yL de VEH o antagonistas de los receptores de corticosteroides
se microinyectaron en PnO y 5 minutos después las ratas recibieron una segunda

administracion intra-PnO de 1.0 yL de CORT (0,05 pg/1.0 pL) o VEH.



Las ratas implantadas con canula dirigidas a el PnO fueron divididas al azar
en seis grupos experimentales: 1) VEH-VEH (n = 6), primera y segunda
microinyecciones de vehiculo, 2) VEH-CORT (n = 6), la primera administracién fue
vehiculo y en segundo lugar corticosterona, 3) ESPIRO-VEH (n = 6), las ratas
fueron microinyectados primero con la ESPIRO, antagonista de los RMA (0,05
pg/1.0 pL) y una segunda administracion de vehiculo, 4) MIFEP-VEH (n = 6), se
microinyecté MIFEP (0,05 ug/1.0 pL) antagonista de los GRs y 5 minutos después
las ratas recibieron vehiculo. Las ratas de los grupos: 5) ESPIRO-CORT (n =6) y
6) MIFEP-CORT (n = 6) recibieron ESPIRO / CORT y MIFEP / CORT,
respectivamente, los antagonistas de la CORT para MR y GR se utilizaron en las
mismas concentraciones que en los grupos anteriores.

Para garantizar un bloqueo 6ptimo de los receptores de corticosteroides, la
dosis de los antagonistas seleccionada fue similar a la dosis intracerebral mas alta
probada previamente en ser eficaces para modificar procesos de aprendizaje y
memoria (Sandi y cols., 1996;. De Kloet y cols., 1988;. Smythe y cols., 1997a) y
alterar la regulacion neuroendocrina (Ratka y cols., 1989, Smythe y cols., 1997b).
El dia de la prueba, se llevaron a cabo microinyecciones dentro de PnO
microinyectando 0,05 ug/1.0 uL y se realizaron las mismas medidas conductuales

del experimento 1.1.

4.1.9 Analisis estadistico

Los datos del experimento 1.1 y 1.2 se analizaron mediante un (ANOVA) de

dos vias para medidas repetidas considerando el tiempo en el campo abierto o



duracion en la respuesta de inmovilidad como factores independientes Los
resultados del experimento 1.2 no se distribuyeron normalmente, y se utilizé una
transformacion de raiz cuadrada en los datos antes de que fueran analizados por
el ANOVA de dos vias para medidas repetidas, con el tratamiento (vehiculo,
CORT) como el factor entre sujetos y la repeticion (medidas hechas a los 3, 7, 15,
30, 60, 90 y 120 minutos después de la microinyeccion) como el factor dentro de
sujetos. En su caso, la prueba post hoc de Student-Newman-Keuls se utilizé para
hacer comparaciones multiples, entre pares de grupos. El nivel de significancia se
fijo en P < 0.05. Para todos los analisis se empled la version del software

SigmaStat 3.5 (Systat Software Inc., San José, CA, EEUU.).

Experimento I

4.2.1 Animales

Se utilizaron 60 ratas Wistar machos de (250-300 g) de nuestra propia
granja. Las ratas se colocaron en cajas individuales una semana antes de el
procedimiento quirdrgico y se mantuvieron a (22 + 2 °C) y ciclo de luz oscuridad
controlados de 12:12 (luces encendidas de 00:07-19:00 Hrs.) con acceso libre al
agua y al alimento. Se formaron dos grupos experimentales: grupo control (n=6) y
grupo con corticosterona (n=6). Se administrd corticosterona 5 mg/kg (disuelta en
etanol absoluto y posteriormente en solucién salina 0.9% (Sandi, 1996)). La
concentracion de 5 mg/kg contenia < 10% de etanol. EI VEH contenia 0.9% de
solucién salina isoténica por via intra peritoneal (i.p). La administracion se aplicé

todos los dia entre las 10 y 13 horas por doce dias. Durante este tiempo se



tomaron medidas de peso, consumo de alimento y temperatura colonal de las

ratas.

El protocolo experimental fue aprobado por el comité de ética y seguridad
de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas y cumplié con la normatividad
establecida y sefialada en el experimento |.

El dia 13, las ratas se sacrificaron por una sobredosis de pentobarbital
sédico i.p, se perfundieron con solucion salina. Se disecaron el higado, musculo,
cerebro, corazoén, bazo y glandulas adrenales. Se colocaron en un papel Whatman
del # 1 y se pesaron inmediatamente. Se obtuvieron muestras del higado, de la
regiéon del hipocampo en el cerebro y del musculo gastrocnemio de la rata para las
determinaciones enzimaticas, de especies reactivas del &acido tiobarbiturico

(TBARS) y resonancia paramagnética electronica (EPR).

4.2.3 Parametros fisicos

4.2.3.1 Peso corporal de la rata

Se utiliz6 una balanza granataria (Michealth, Fujian China, modelo
DB3705), para medir el peso corporal de las ratas desde el inicio del experimento
a las ratas VEH y las administradas diariamente con CORT hasta los 12 dias, las

mediciones se realizaron entre las 11 — 13 hrs.

4.2.3.2 Consumo de alimento «- -~ Con formato: Sangria: Sangria

francesa: 0.23 cm, Punto de
tabulacion: 4.44 cm, Izquierda

Diariamente se midié el consumo de alimento y agua de las ratas VEH y con

CORT desde el inicio del tratamiento y hasta los 12 dias.



4.2.4 Hematocrito

Se corto la punta de la cola de la rata y se coloco la sangre en un capilar
con heparina, se sellé uno de los extremos del capilar y se centrifugé a 5 000 rpm
por 30 min. Posteriormente se midié el paquete celular y plasmatico para poder

calcular el % de hematocrito.

4.2.5 Hemoglobina

Se tomaron 20 ul de muestra de sangre heparinizada y se colocaron en un
tubo con 5 ml de reactivo de Drabkin. Se dejo reposar por 10 min y posteriormente
se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 540 en un espectrofotometro
(Marca Unico, modelo UV-20100. USA). Se calculé la concentracion de
hemoglobina y se expresoé en g/dL.

4.2.6 Glucosa

El dia doce, se dejaron en ayuno de 11 horas a las ratas y por la mafiana
del dia trece se corto la punta de la cola de la rata y se coloco una gota de sangre
en una tira reactiva conectada a un glucémetro (Optium mediSense; Abbott
Laboratories, Oxford, United Kingdom) que nos proporciond los valores de glucosa

en mg/dL.

"
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4.2.7 Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion se determiné en hipocampo, por la medicion de TBARS y«---

se expres6 como contenido de malondihaldehido (MDA) por el método de
Calderon 1. (2007). La lipoperoxidacion para sangre, musculo e higado se midieron

por el método modificado de Buege and Aust (1978).

El dia de sacrificio, se obtuvieron 100 mg de cada uno de los tejidos para
medir TBARS en: higado, cerebro, musculo esquelético y sangre de la rata. Del
cerebro se tomaron muestras a nivel del hipocampo, del higado se tomé de forma
indistinta de alguno de los Iébulos, del musculo gastrocnemio de la rata del lado
izquierdo y la sangre se tomd por puncion cardiaca y se colocé en un tubo con
heparina. El tejido se homogenizé con solucién amortiguadora de fosfatos a pH
7.4, se tomaron 0.5 ml del homogenizo que se colocaron en un tubo al que se le
adiciond 1 ml de solucién de acido tiobarbiturico. Los tubos se dejaron en
ebullicion por 60 min. Posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm y se leyd la
absorbancia a 535 nm, se reporté la cantidad de malondialdehido que se produce

por gramo de tejido (MDA/g de tejido).

4.2.8 Antioxidantes totales de la sangre (TAS)

Se midi6 la capacidad antioxidante en la sangre de todas las ratas
utilizando un kit (RANDOX). La prueba se basa en la incubacién de compuesto
ABTS (2,2 -azino-di-[-3-etilbenzotiazolin sulfanato)] con peroxidasa
(metamioglobina) y H20, para dar el radical cation ABTS+. El radical presenta una
coloracién verde-azulada relativamente estable, que se mide a 600 nm. La

presencia de antioxidantes en la muestra produce una suspensién de esta
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coloracién, siendo esta supresion, proporcional a la concentracién de
antioxidantes.

El procedimiento consistié en agregar 20 pl de cada una de las muestras en
un tubo de ensaye y después 1000 ul de cromdégeno (metamioglobina 6.1 ymol/l y
ABTS 610 umol/l) mezclo y leyé la absorbancia inicial a 600 nm posteriormente se
anadio el sustrato 3 (peréxido de hidrégeno) a la solucion, se mezcld y leyo la
absorbancia 2 al cabo de 3 minutos. Para calcular la concentracion de
antioxidantes totales se calculd el valor del Factor = concentracion de patron/AA
del blanco - AA del patron). La concentracion de de TAS se expres6 en mmol/l=

Factor x (A de A Blanco — A A muestra).

4.2.9 Superoxido dismutasa (SOD)

El método emplea Xantina y Xantina Oxidasa (XOD) para formar radicales
superoxido, los cuales reaccionan con cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(-4-nitrofenol)-
5fenil tetrazolio (I.N.T) para formar un colorante formazan rojo. Se midié la
actividad de la superéxido dismutasa por el grado de inhibicién de esta reaccion.

Se obtuvieron muestras de sangre heparinizada. Se lavaron los eritrocitos
en solucién salina 0.9%. Se centrifugd la muestra de sangre 10 minutos a 3000
rom. Se aspird el suero y este procedimiento se repitio 4 veces. El lisado se diluy6
con 0.1 mmol/l con una solucion de fosfatos a pH 7.0 de forma que el porcentaje
de inhibicion cayera entre 30 y el 60%. Se colocaron 50 pl de cada una de las
muestras (6 controles y 6 experimentales) y se agregdé 1.7 ml de sustrato mixto

(xantina 0.05 mmol/l y I.LN.T. 0.025 mmol/l), se mezclé y se agregé 0.25 ml de



xantina oxidas. Se mezcld y leyd la absorbancia a 505 nm a los 30 segundos y los
3 minutos en el espectro. Se calculo el valor de SOD tomando en cuenta el valor
del porcentaje de inhibicion tanto del patrén como de las muestras diluidas y se
expres6 como unidades de SOD sobre gramo de hemoglobina (U/g Hb).Se

empled un kit para medir la concentracion de SOD (RANDOX).

4.2.10 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizé por la técnica de Bradford, la cual se
basa, en la reaccion de los aminoacidos aromaticos de las proteinas con el azul

brillante de Coomasie G-250.

4.2.11 Resonancia paramagnética electronica (RPE)

Las ratas se sacrificaron por sobredosis de anestesia e inmediatamente se
perfundieron con solucién salina isotdnica, se siguié el mismo procedimiento con
las ratas vehiculo y las tratadas con CORT, se tomaron 100 mg de tejido: higado,
cerebro a nivel del hipocampo y musculo gastrocnemio. Se colocaron en viales y
se sumergieron inmediatamente en nitrégeno liquido hasta el momento de su
medicion. Posteriormente se tomaron 0.1 g de muestras de higado, musculo y
cerebro y por turnos se colocaron en un tubo de cuarzo para ser medidas en el
espectrofotometro (JEOL JES RE3X) y operar en la frecuencia de 9.45 GHz
(banda X) Con un campo modulador de frecuencia de 100 kHz. ElI campo
magnético se escaneo de 250 a 450 mT. Las muestras se colocaron en un dewar
de cuarzo para realizar las mediciones de EPR a 77 K. Los espectros de E R se

registraron como la primera derivada de absorcion.



Se utiliz6 el paquete de programacion JEOL ES-PRIT que realiza las
operaciones de adquisicion y procesamiento de datos, simulacién, impresion de
graficas en el plotter. Se calculd el valor del factor espectroscépico de resonancia
(9), el ancho de linea y area bajo la curva, con la ayuda del mismo programa de
software.

Se utilizé el espectro de una muestra de 2,2-difenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) como patron para calcular el valor de g (2.0036) y realizar las
correcciones en calculo del valor de g de los espectros obtenidas de las muestras
de musculo, cerebro e higado.

El nimero de RL, se cuantificé a partir de la obtencion del area bajo la
curva de los espectros de EPR; la cual es proporcional al nimero de centros
paramagnéticos existentes en la muestra, en este caso el numero de RL. Los

resultados se expresaron en numero de RL en un gramo de tejido.

4.2.12 Actividad en campo abierto

La prueba se realizé con el protocolo descrito en el apartado 4.1.6. Se midié

la actividad locomotora el dia 12 a las ratas con el VEH y las tratadas con CORT

4.2.13 Prueba de ansiedad en el laberinto elevado

La construccién y el procedimiento de la prueba de laberinto elevado en
cruz fueron propuestos por Pellow en 1986. Este laberinto estd conformado por
cuatro brazos perpendiculares, dos brazos de iguales dimensiones (50 x 10 x 40
cm) y dos brazos abiertos (sin paredes) de (50 x10 cm.). Los cuatro brazos se

encontraban elevados a 50 cm del suelo por un eje central. El dia trece se



colocaron cada una de las ratas en el centro del laberinto, frente a uno de los
brazos abiertos, y asi inici6 la prueba que tuvo una duracién de 5 minutos. Las
medidas fueron tomadas por un observador que se encontraba fuera del cuarto
donde se llevd la prueba.

En esta prueba de midi6: a) Frecuencia de entrada en los brazos abiertos.
b) Tiempo de permanencia en los brazos abiertos c) Frecuencia de entrada a
brazos cerrados. d) Tiempo de permanencia en los brazos cerrados.
Las ratas normalmente evitan la entrada a los brazos abiertos del laberinto y
restringen su actividad a los brazos cerrados. El incremento en la actividad y el

tiempo de permanencia en los brazos abiertos indica una reduccién en la ansiedad

4.2.14 Prueba de nado forzado

Se utilizé el modelo de Porsolt (1978) para probar la actividad depresiva de
la CORT. Las ratas fueron forzadas a nadar de forma individual en un cilindro de
acrilico transparente con dimensiones de 19 cm de diametro por 50 cm de altura,
se llen6 con agua de la llave hasta un nivel de 15 cm de alto y a una temperatura
de 22 °C. En la fase de entrenamiento las ratas se sumergieron en el cilindro el dia
doce de tratamiento por 15 minutos, al dia siguiente se realizé la fase de
adquisiciéon y las ratas permanecieron en el agua cinco minutos. Se report6 el
tiempo de inmovilidad de las ratas en la fase de adquisicidon. La duracién total de
inmovilidad se consideré6 como el tiempo que permanecioé la rata flotando en el
agua sin ahogarse, realizando los movimientos minimos de sus extremidades para

mantener su cabeza por arriba del agua.



4.2.15 Analisis estadistico

Se utilizé la prueba de (ANOVA) bifactorial para medidas repetidas para
analizar los datos de peso, consumo de alimento, temperatura, actividad
locomotora. La prueba ANOVA con un solo factor se utiliz6 en inmovilidad. La
prueba de ANOVA simple en actividad locomotora de ratas con estimulacion
repetida. ANOVA de una via para los datos de TBARS, TAS, SOD. Para el peso
de los 6rganos, laberinto elevado y nado forzado, se utiliz6 una prueba t de
Student para muestras independientes. En el caso de la temperatura, hematocrito,
hemoglobina y glucosa se realizé una prueba de ANOVA de dos vias. Cuando fue
necesario se realizé el procedimiento para comparaciones multiples Student-
Newman-Keuls (SNK). Se utilizé el valor de p < 0.05 para la consideracién de
diferencia estadisticamente significativa. Para todos los analisis se empled la

version del software SigmaStat 3.5 (Systat Software Inc., San José, CA, EEUU.).
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Figura 2. Diagrama del experimento |Il. Después de la administracion repetida de VEH o CORT por
12 dias se realizaron pruebas conductuales vy fisicas, finalmente se sacrificaron las ratas y se
tomaron muestras de tejido para medir los niveles de RL.
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La microinyeccion unilateral de corticosterona (CORT) en el nucleo poralis
(PnO) dio lugar a una clara modificacion conductual. Los animales muestran un
incremento en la actividad motora y en la respuesta de inmovilidad (RI), que fue
impedido por el pre tratamiento con el antagonista a receptores a
mineralocorticoides (MR) espironolactona (ESPIRO) o el antagonista a receptores
a glucocorticoides (GR) mifepristona (MIFEP) en PnO. Curiosamente, la activacion
del comportamiento no se observd cuando la CORT se micro inyecté en la zona

del lemnisco medial (mla) o el rafe paramediano (PMR).

5.1 Histologia

La figura 3 muestra la ubicacién de los sitios de microinyeccion para las
ratas que se incluyeron en el andlisis estadistico. EL analisis de las secciones del
cerebro a lo largo de la region del puente permitié la ubicacién de los sitios de
microinyeccién de CORT o VEH en el plano coronal correspondiente al atlas de
Paxinos y Watson (1986) para cada una de las tres estructuras estudiadas (PnO,
mla, y PMR). Los sitios de microinyeccion se localizaron entre -7.8 y -8.7 mm de

distancia de bregma.
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Figura 3. Esquema de cortes coronales del cerebro de la rata a nivel de -7.8 a -8.72 mm AP a
bregma en el que se indica la localizacion de las canulas sobre los siguientes nucleos: Nucleo
pontis oralis (PnO), zona del lemnisco media (mla) y rafe para mediano (PRM).

5.2 CORT en PnO, mlay PMR.

La figura 4 muestra la RIP a lo largo de 120 minutos en ratas con
microinyeccion de CORT (0,05 ug/1.0 yL) o VEH en tres areas del puente. Los
resultados muestran que la duracién del Rl fue mayor en las ratas a las que se
administré la CORT en PnO en comparacion con las que se administré el VEH
(Figura 4a), el ANOVA muestra un efecto estadisticamente significativo debido al
tratamiento (F112, = 11.78, P < 0,01), aunque no hubo diferencia significativa
debido a la repeticién (Fs72 = 1.58, P > 0,05) o a la interaccion entre el tratamiento
por repeticion (Fs72 = 1.13, P > 0.05). La CORT en el mla (Figura 4b) no modifico
la duracién de la RI con respecto a las ratas microinyectadas con VEH (F4, 12 =

0.55, P > 0.05). Ademas, el analisis de varianza revelé una diferencia significativa



de la repeticién (Fs72 = 2.92, P < 0.05), sin interaccion significativa entre el
tratamiento por repeticion (Fe, 72 = 1.29, P > 0.05). La microinyeccion de CORT en
PMR so6lo caus6 un leve aumento en la duracion de RI. EIl ANOVA no detecto
diferencias significativas debidas al tratamiento (F1, 10 = 0.79, P > 0,05), aunque
hubo diferencias significativas de la repeticion (Fego = 2.79, P < 0,05) y la
interaccion entre el tratamiento por repeticion (Feeo = 2.52, P < 0.05).La prueba
post-hoc Student-Newman-Keuls (SNK) muestra que la CORT aumentd la
duracion de Rl en comparacion con VEH a los 15 minutos después de la
microinyeccion (Figura 4c). La dosis mas baja de CORT (0,01 pg/1.0 L)
microinyectada en el PnO no modificé la duracién del RI, en comparacién con las

ratas tratadas con VEH microinyectado en el PnO, datos no se muestran.
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Figura 4 Respuesta de inmovilidad de la rata. Efecto de la microinyeccion de la CORT y VEH
sobre la Rl en las siguientes areas del puente: a) PnO b) mla ¢) PMR. Los valores son el promedio
de error estandarn = 6 +. (*) P < 0.05.



La figura 5a muestra la actividad locomotora como la distancia recorrida
(DT) por las ratas después de la microinyeccion de la CORT o VEH en el PnO. La
CORT aumentd la locomocion a lo largo de los 120 minutos del la prueba,
después de la microinyeccion, con respecto a los controles, la ANOVA mostré una
diferencia significativa entre los tratamientos (F112 = 7.02, P < 0,05) y debido a la
repeticion (Fs72 = 8.81, P < 0,01), sin embargo, la interaccion entre el tratamiento

por repeticion no fue significativa (Fs 72 = 0.91, P > 0.05).
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Figura 5. Efecto de la microinyeccion de la CORT y VEH sobre distancia recorrida (DT) en las
siguientes areas del puente: a) PnO b) mla c) PMR. Los valores son el promedio de * error
estandar. n =6 (*) P< 0.05

La CORT administrada tanto en mla o PMR (Figuras 5b y 5¢) no cambié la
distancia recorrida (DT) en comparacion con sus respectivos controles (Fi12 =
0.03, P > 0,05y Fq10=0.07, P > 0.05), también hubo diferencias significativas de
la repeticion (Fs72 = 7.41, P < 0,01 y Fgeo = 4.00, P < 0,01) asi como en el
tratamiento, pero su interaccion no alcanzé significancia estadistica (Fs 72 = 0,82,

P > 0,05y Feeo = 1.60, P > 0.05). Debido a que el DT se refiere a distancia



recorrida, se obtuvieron resultados similares cuando se analizé el tiempo de

ambulacion (TA).
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Figura 6. Efecto de la microinyeccion de la CORT y VEH sobre tiempo de ambulacion (TA), en las
siguientes areas del puente: a) PnO b) mla c) PMR. Los valores son el promedio de + error
estandar. n=6. (*)P <0.05

i_a CORT aumento el tiempo de ambulacion (TA) cuando se micro inyectd
en PnO (Figura 5), F{ 12 = 12.38, P < 0,01), La CORT no tuvo efecto ni en mal
(Figura 5b), ni en PMR (Figura 5c). Sin embargo, cambia la TA en comparacion
con los controles tratados con VEH (F4,12 =0.00, P > 0,05y F4,10 = 0.06, P > 0.05).
Como se vio en el DT, para TA, la ANOVA muestra que existen diferencias
estadisticas en la repeticion en todas las regiones probadas (PnO, Fg72 = 12,55, P
<0,01; mla, Fg72 =8.12, P <0,01; y PMR, Fggo = 3.91, P < 0,01). Por el contrario,
todas las interacciones no fueron estadisticamente significativas (PnO, Fe72= 0.81,
P> 0,05; mla, Fe72 = 0.91, P> 0,05; y PMR, Fg 60 = 1.71, P> 0.05). En la figura 6 se

muestra la cantidad de tiempo dedicado por las ratas en el tiempo de movimientos



no ambulatorias (TNA) que Incluye ajustes posturales y de conductas

estereotipadas (aseo, acicalamiento, oler, etc.)
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Figura 7. Efecto de la microinyeccion de la CORT y VEH sobre la actividad no ambulatorio (TNA),
en las siguientes areas del puente: a) PnO b) mla ¢) PMR. Los valores son el promedio de n = 6 +
error estandar. (*) P< 0.05

El ANOVA muestra diferencias significativas provocadas por la
administracion de CORT en el PnO (Fq12 = 5.24, P < 0.05), se observd un
aumento de la TNA a lo largo de los 120 minutos con respecto a las ratas control
(Figura 7a), por el contrario, las figuras 7b y 7c muestran que la CORT fue incapaz
de modificar la TNA en las otras dos regiones pontinas (mla, F112= 0.10, P > 0,05
y PMR, F1.10=0.09, P > 0.05). Ademas, hubo diferencias estadisticas debida a la
repeticion en todas las regiones probadas (PnO, Fe7, = 4.22, P <0,01; mla, Fg72 =
3.23, P < 0,01; y PMR, Fggo = 2.87, P < 0.05). EIl ANOVA también reveld una
interaccion significativa entre los factores de tratamiento y repeticién en ratas

micro inyectadas en PMR (Feeo = 2.40, P <0.05), sin embargo, la prueba SNK no
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mostré diferencias entre los grupos micro inyectados con CORT y VEH. En las
otras dos regiones, no se encontraron interacciones significativas entre los
factores (PnO, Fg72 = 0.48, P> 0,05y mla, Fg72 = 0.74, P> 0.05).

La figura 8 muestra el tiempo empleado por las ratas en reposo (TR), la
microinyeccion CORT en PnO disminuyo el TR en comparacion con los animales
administrados con VEH en el mismo nucleo (Figura 8a), la ANOVA revelé un
efecto principal debidas a los factores de tratamiento y repeticion (F112 = 6.68, P <
0,05y Fs72 =7.28, P < 0,01), y una falta de significancia debida a la interaccién
(Fe72 = 0.57, P > 0.05). La CORT en mla o PMR no modific6 el TR en

comparacion con sus respectivos controles (Figuras 8b y 8c).
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Figura 8. Efecto de la COR sobre el tiempo de reposo después de inyectarla en las siguientes
areas del cerebro a) PnO b) mla c).PMR. Los valores son el promedio de * error estandar. n = 6. (*)
P <0.05

El ANOVA no mostré diferencias significativas debidas al tratamiento (mla,

Fi12 = 0.00, P > 0,05 y PMR, Fq1 = 0.36, P > 0.05), por el contrario hubo



diferencias estadisticamente significativas en el factor de repeticion en las tres
regiones (PNO, Fg72, =7.28, P <0,01; mla, Fg,72=5.19, P < 0,01; y PMR, Fggo =
4.70, P < 0,01). Sin embargo, todas las interacciones no fueron estadisticamente
significativas (PnO, Fs 72=0.57, P > 0,05; mla, Fs 72= 0.65, P > 0,05; y PMR, Fs 60
= 1.59, P> 0.05).

Por ultimo, los datos de la dosis mas baja de CORT (0,01 pg/1.0 uL) en
PnO sobre la actividad motora no se muestran porque eran similares a los
controles intra-PnO VEH. Ademas, no se detectaron diferencias en los trazados

de la ruta que siguieron las ratas durante las pruebas de campo abierto

5.3 Antagonistas a MRy GR en PnO

Para comprobar si la activacion del comportamiento causado por la
microinyeccion de CORT en PnO estaba mediada por los receptores de
corticosteroides, se realizaron tratamientos previos en PnO con la ESPIRO
(antagonista MR) o MIFEP (antagonista de GR), antes de la administracién intra-
PnO de CORT. Los resultados en todas las medidas de comportamiento en este
experimento tuvieron patrones temporales similares como los reportados en los
experimentos anteriores (5.2), por otra parte, el analisis de varianza no mostré una
interaccion significativa entre los factores de tratamiento y repeticion, por lo que
los siguientes resultados seran presentados como la media de los
comportamientos medidos a lo largo de los 120 minutos de la prueba. Como se
mostré en el experimento anterior (5.2), aqui también la micro inyeccion de CORT
en PnO aumentd la duracién de la respuesta de inmovilidad (Figura 9) el analisis

de varianza mostré un efecto significativo debido al tratamiento (Fs30 = 6.96, P <



0,01), la prueba SNK revel6 que el incremento en la duracién del Rl causado por
CORT fue impedido por la administracion de los antagonistas ESPIRO y MIFEP en
PnO, sin embargo, estos antagonistas no cambiaron la duracion del Rl cuando
fueron administrados solos (Figura 9). EIl ANOVA reveld un efecto significativo
debido a la repeticion (Fs, 150 = 3.20, P < 0,01), sin cambios significativos en la
interaccion de los factores (F3p, 180 = 0.82, P > 0.05).
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Figura 9. Efecto del bloqueo de receptores para CORT en PnO sobre la respuesta de inmovilidad.
Los valores son el promedio de + error estandar. n = 6. Las letras diferentes indican diferencia
significativa P < 0.05

La figura 10a y b, muestra el efecto de la CORT y sus antagonistas en PnO
sobre la locomocion, en DT y TA. El analisis de varianza (DT: Fs 30 = 5.42, P <
0,01; TA: F5,30=4.65, P < 0,01) y la pruebas posterior con SNK mostraron que el
incremento de la actividad motora causado por CORT fue prevenido por el pre
tratamiento con ambos antagonistas (SPIRO y MIFEP), y como en el
comportamiento de IR, ESPIRO o MIFEP no fueron capaces de modificar la
locomocion de ratas tratadas con en el VEH (Figura 10). EI ANOVA revel6 un

efecto debido a la repeticion (DT: Fg 150 = 9.27, P < 0,01; TA: Fs 150 = 8.92, P <
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0,01) sin significancia debida a las interacciones (DT: F3p 150 = 1.02, P> 0.05, TA:

F30, 180 = 1.06, P_> 0.05).
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Figura 10. Efecto del bloqueo de receptores para CORT en el PnO sobre: a) Distancia recorrida y
b) Tiempo de ambulacién. Los valores son el promedio de * error estandar. Las letras diferentes
indican una diferencia significativa. n = 6. P< 0.05

Por otro lado, cuando se evalué la cantidad de tiempo dedicado por las
ratas en los movimientos no ambulatorios (Figura 11a), la CORT administrada en
PnO no fue capaz de aumentar la TNA respecto a los animales administrados con
VEH, aunque el analisis de varianza mostré una diferencia estadistica significativa
por efecto del tratamiento (Fs 30 = 2.88, P < 0.05), la prueba SNK justamente
revelo una diferencia significativa entre los grupos VEH-CORT y MIFEP-VEH, las

ratas pre tratadas con MIFEP tuvieron una reduccién en TNA en comparacién con



las ratas tratadas con CORT. No hubo diferencias significativas debidas a la
repeticion (Fs 180 = 1.70, P > 0,05) Por ultimo, en el comportamiento en reposo
(Figura 11b), los resultados fueron similares a los de TNA, el ANOVA mostro
diferencias significativas debido al tratamiento (Fs, 30 = 3.16, P < 0.05), pero la
prueba SNK sélo detecté un incremento significativo en TR en el grupo MIFEP-
VEH comparado con el grupo VEH-CORT. Ademas, hubo un efecto significativo
debido a la repeticion (Fs 150 = 2.21, P < 0,01), sin interaccion significativa entre los

factores (Fso,180 = 0.86, P > 0.05).
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Figura 11. Efecto del bloqueo de receptores para CORT en el PnO sobre: a) Tiempo de
movimientos no ambulatorios b) Tiempo de reposo. Los valores son el promedio de * error
| estandar. Las letras diferentes indican una diferencia significativa. n = 6. P < 0.05,
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La administracion repetida de CORT afecto principalmente el peso corporal
de la rata, consumo de alimento y agua y la formacion de RL detectado mediante
EPR en el cerebro, pero sin cambios en higado y musculo. Los resultados
obtenidos en las pruebas de conducta indica un incremento en la ansiedad y la
depresion, resultados que concuerdan con la reduccion en los valores de actividad

locomotora cuando se admiinistra de forma repetida la CORT por 12 dias.

5.4 Peso corporal

El valor del peso corporal de la rata no se modificé debido al tratamiento, el
analisis utilizando la prueba de ANOVA de dos vias para medidas repetidas no
arrojo6 diferencias significativas Fq42 = 1.237, P > 0.05 la misma prueba demuestra
que se presentan cambios significativos dependiendo del dia F742 = 99.274, P <

0.05 y en la interaccion dia por tratamiento F7 4> = 3.28, P < 0.05 (Figura 12).

La prueba post hoc SNK demuestra un incremento en el valor del peso
corporal a medida que pasan los dias de tratamiento en los dos grupos, siendo
mayor el incremento en las ratas que se inyectaron con VEH, en la misma prueba
se encontré una diferencia significativa en el dia 12 de tratamiento en la que se

demuestra una disminucion en el peso de las ratas.
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Figura 12. Efecto de la administraciéon repetida de CORT sobre peso corporal de las ratas. Los
valores son el promedio de * error estandar. n = 6. (*) P< 0.05.

5.5 Consumo de alimento

La diferencia del consumo de alimento entre los tratamientos no fue
significativa utilizando la prueba de ANOVA de dos vias para medidas repetidas
Fi30 = 0.954, P > 0.05. En cambio, a lo largo del tratamiento por dia si arroj6
diferencias significativas Fs30 = 4.038, P < 0.05. La interaccion entre los factores
fue significativa Fs 30 = 4.038, P < 0.05. El andlisis de comparacion multiples SKN
indica que en los dias 4 y 10 hubo diferencias significativas entre los grupos. La
comparacion del consumo de alimento entre los sujetos con CORT no se modifico
a lo largo del tratamiento pero entre los que se trataron con VEH aumentd y la
diferencia es significativa, lo que indica que las ratas con CORT consumieron la
misma cantidad de alimento a lo largo del experimento quedandose por debajo del

valor de consumo de las VEH, que aumentaron su consumo (Figura 13).
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La ANOVA de dos vias no detectd diferencias significativas entre las
medias del hematocrito de los tratamientos Fq14 = 0.00830, P > 0.05 pero si se
detectan diferencias significativas dependiendo del dia F1 14 = 23.690 P <0.05,, la
interaccion no presento diferencia significativa F114 = 0.302 P < 0.05. La prueba
post hoc para el factor dia de tratamiento demuestra una disminucion significativas
entre los dias cero y doce en el grupo tratado con CORT respecto al VEH. (Tabla
1).

La ANOVA de dos vias no demuestra diferencia significativa entre los
grupos para la hemoglobina en el factor tratamiento F4 20 = 0.692 P > 0.05, dia de
tratamiento Fi = 1.74, P > 0.05 o tratamiento respecto al dia F12 = 1.41, P

>0.05. (Tabla 1)
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5.7 Glucosa

La ANOVA de dos vias no demuestra diferencia significativa entre los
grupos para la glucosa en el factor tratamiento F1 45 = 0.976, P> 0.05, o dia de
tratamiento F415 = 1.45, P > 0.05 o tratamiento respecto al dia F1 s = 0.557, P >
0.05 (Tabla 1).
Tabla 1

Concentracion de glucosa, hemoglobina, y hematocrito de la rata antes del inicio
del tratamiento y a los 12 dias.

Antes del 12 Dias 12 Dias

Tratamiento

Basal Vehiculo CORT
Glucosa mg/dL 59.90 £ 2.19 64.1+4.3 65.0 £ 3.9
Hemoglobin g/dL 13.31 £ 0.69 151 +1.1 135214
Hematocrito (%) 57.42 + 2.01 456 £2.43 43.0 £ 2.22*

Los valores son el promedio de + error estandar. n = 6. (*) p< 0.05

5.8 Peso de 6rganos

+--- {Con formato: Sangria: Primera linea:
La comparacion de las medias de los valores del peso de los 6rganos de 1.25 cm

las ratas VEH contra las de CORT no arrojo diferencias significativa Obteniéndose

los siguientes resultados en las pruebas de t de Student para cada uno de los

(T(1y= -0.483 P > 0.05), higado (T(12= -1.218 P > 0.05) y bazo (T1= 0..216, P_>
0.05) (Tabla 2).

El Unico érgano donde hubo una disminucion significativa fue en las glandulas
adrenales del grupo administrado con CORT, comparado con el VEH (T (12= -

3,520, P<0.05).



Tabla 2
Porcentaje de peso de higado, cerebro, musculo, bazo, corazén y glandulas
adrenales a los 12 dias de tratamiento con CORT.

Tejido Por ciento de peso de la rata « -~ con formato: centrado
(g de tejido/100g de peso corporal)
Vehiculo Corticosterona
Higado 4.915 £ 0.435 4.749 £ 0.654
Cerebro 0.661 + 0.039 0.638 + 0.0854
Mdusculo 0.547 + 0.0621 0.508 £ 0.620
Bazo 0.535+0.370 0.581 + 0.358
Corazon 0.424 + 0.014 0.423 +0.110
Adrenales 0.017 £ 0.00 0.011 £ 0.001*

Los valores son el promedio de + error estandar n = 6. (*) p< 0.05

5.9 Sistema oxidante y antioxidante.

t-—= {Con formato: Interlineado: sencillo J

La comparacion de las medias de la concentracion de TBARS entre el
grupo administrado con CORT y el VEH no arrojé diferencias significativas en
ninguno de los tejidos que se evaluaron. Los valores de las pruebas de T para las
comparaciones de los tejidos fueron las siguientes: higado (Ts = 0.306; P > 0.05),
musculo (T ¢ = 0.601, P > 0.05), cerebro (T 9= 0.648, P > 0.05) (Tabla 3).

Tabla 3

TBARS en higado, cerebro, musculo y sangre. En sangre se midi6 ademas
TBARS, TAS y SOD en ratas al dia 12 de tratamiento con CORT.

Ensayo Vehiculo CORT * ‘[Con formato: Centrado
Sangre  TBARS mM de MDA/mg de prot.  0.021+0.003 0.010£0.0018
Higado = TBARS mM de MDA/mg de prot.  0.6935+0.08 0.8456+0.12
Cerebro TBARS mM de MDA/mg de prot.  3.153+0,31 3.45+0.05
Musculo TBARS mM de MDA/mg de prot.  0.838+0.25 1.016+0.038
Los valores que se muestran son las medias + SME. (*) p<0.05. - T:on formato: Sangria: Primera linea:
1.25 cm
<~~~ 7 Con formato: Sangria: Primera linea:
0cm

El analisis de las medias de los valores de antioxidantes totales TAS,

utilizando la prueba de ANOVA de dos via, reflejo una diferencia significativa entre



las medias de los grupos Fq35 = 12.38, P < 0.05 en el factor dia F334 = 11.48,P<
0.05 y en la interaccion entre los tratamientos F335= 6.82, P < 0.05. La prueba de
comparaciones multiples SNK demostro diferencias significativas entre los grupos
alos 4 y 12 dias (Figura 14a).

Los ANOVA de dos vias de la comparacion de las medias de la actividad de
la SOD en la sangre de las ratas inyectadas de forma repetitiva con CORT
demuestra que no hay diferencia significativa debida al tratamiento F134 = 0.691, P
> 0.05 el analisis respecto al factor dia si reflejo diferencias significativas F1 34 =
4.849, P < 0.05 y no se encontrd interaccion entre el tratamiento y el dia Fz34 =
1.967, P > 0.05 .El analisis post hoc reflejo una diferencia significativa entre los

grupos a los 8 dias (Figura 14b).
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La prueba de ANOVA de dos vias no encontré diferencia significativas entre
los tratamientos entre las medias de TBARS en sangre de los grupos F 39 = 0.057,

P > 0.05 perosienelfactordia F3 39=5.54, P <0.05, no se encontrd interaccion
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entre tratamiento y dia F3 39 = 0.18, P > 0.05. El analisis post hoc sin embargo no
demuestra variaciones significativas entre los grupos pero si diferencias
significativas en los valores del VEH comparando el dia 12 con el 1 y el 8 (Figura

15)
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5.2.8 RPE

Los registros de RPE se realizaron en una ventana amplia para poder
observar las interacciones electronicas con nucleos atdomicos vecinos y poder
describir ademas de la actividad paramagnética de los electrones, sus
interacciones.

El factor espectroscépico de resonancia (g) indica el valor de resonancia de
los electrones atomicos y el valor de g= 2.0037 es un valor caracteristico de la

presencia de radicales libres en los tejidos.
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Los espectro de resonancia paramagnética electronica del higado muestra
la presencia de radicales libres en el valor de g= 2.01 y alrededor de este valor se

demuestra la presencia de otros centros paramagnéticos interactuando a valores

En todos los espectros del analisis de higado se detectod la presencia de*"*{

radicales libres, pero se presume que es una produccion metabdlica basal de la
célula y el nivel de radicales libres que se registrd6 después de la inyeccién
repetida de CORT por 12 dias no se reflejo en una diferencia significativa respecto
a su control.

El analisis de varianza de las medias de la intensidad/g peso de tejido de
las muestras de cerebro con valor de g = 2.007 utilizando el ANOVA de dos vias,
demuestra diferencia significativa debida al tratamiento F1 3= 874,822, P < 0.05. El
analisis de varianza de las medias de la intensidad/g peso de tejido de las
muestras de higado con valor de g = 2.007 utilizando ANOVA de dos vias, no se
encontr¢ diferencia significativa debida al tratamiento F4 3= 0.593, P > 0.05 (figura

17).

- { Con formato: Fuente: Negrita

)

- [ Con formato: Fuente: Negrita

J

1.25 cm, Interlineado: Doble

Con formato: Sangria: Primera linea:

|




FIRST DERIVATIVE OF ABRSORPTION

Figura 16. Espectro de EPR de higado y cerebro a temperatura ambiente, en banda X, a los 12
dias de tratamiento con corticosterona. A pesar de las diferencias en el area bajo la curva entre el
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Tabla 4.

Nuamero relativo de radicales libres en higado y cerebro de ratas a los 12 dias de

estimulacién con VEH o CORT.
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PICO | AB(g) B(g) g Tnte /g tejido | TRATAMIENTO | - - { Con formato: Fuente: Negrta
mT mT
2 0.18+0.00 | 323.8+0.00 2.0063£0.000 | 76.58+4.54 VEH L { Con formato: Centrado
0.20+0.02 | 323.7+0.77 2.0066+0.000 | 70.69+5.52 CORT ) { Con formato: Centrado
Cerebro Banda X
PICO | AB(g) B(g) g | Inte/gtejido | TRATAMIENTO | - {con formato: Fuente: Negria
mT mT
2 0.32.5+0.02 323.00+0.0 2.0093+0.000 | 182.36+6.42 VEH
2 0.412+0.012 | 323.05+0.02 | 2.010+£0.000 | 626.74+22.42 CORT
3 0.475+0.025 323.5+0.168 | 2.0068+0.000 | 148.72+6.47 VEH
3 0.5+0.0 323.62+0.025 | 2.0069+0.000 | 578.84+6.67 CORT
| Con formato: Fuente:

de medidas repetidas no arrojo diferencia significativa entre los grupos (F1e0 =
0.383, P > 0.05). Tampoco se encontraron diferencias significativas en el tiempo
(minutos después de la aplicacion de VEH o CORT) en el que se llevé a cabo la
medicion respecto al tratamiento (Fs 0= 0.264, P > 0.05). La interaccién entre los

factores no resulto ser significativa (Fs 0= 1.315, P > 0.05 (Figura 18).,

= valor del cam
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Figura 18, Respuesta de inmovilidad de la rata. Efecto de la administracién sistémica repetida de - { Con formato: Fuente: 10 pto ]

CORT y VEH por 12 dias, sobre la RI. Los valores son el promedio de + error estandar. n = 6. (*) P
< 0.05.

<« - -~ | Con formato: Sangria: Primera linea:
0cm

5.2.10 Actividad locomotora el dia 12

La figura 19 muestra la media de la DT de las ratas VEH y con CORT. No
hubo diferencia estadistica debida al tratamiento, el resultado de la prueba de
ANOVA de dos vias fueron (F15s = 1.033, P > 0.33), la interaccion que hubo
debida al tiempo fue significativa (Fs 55 = 14.988, P < 0.001). La comparacion post
hoc SNK muestra una distancia menor recorrida por la rata administrada con
CORT a los 7 minutos. Resultados similares no significativos debidos al
tratamiento se encontraron en la medicion del tiempo de ambulacién movimientos
no ambulatorios y tiempo de reposo. Figura 19 a, 19b, 19¢c y 19d, con valores de
ANOVA (F155=1.280, P > 0.284), (F158 = 1.163, P > 0.306), (F158 =1.596, P > 0.235)
respectivamente y con una significancia debida a los tiempos de medicién) en (b)
(F158 = 18.813, P < 0.001) c) (F158 = 9.806, P < 0.001) (d)(F1s8 = 17.143, P <
0.001) respectivamente. La interaccion entre los factores fue como sigue a) (Fess =
2.526, P < 0.001), b) (Fess = 2.06, P > 0.05), ¢) (Fsss = 1.61, P > 0.05), d) (Fe5s =
1.753, P < 0.05), respectivamente. La comparacion post hoc muestra que las
ratas administradas con CORT tienen mayor tiempo de ambulacion, menor tiempo

no ambulatorio, y mayor tiempo de reposo.
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Figura 19. Actividad locomotora de la rata. Efecto de la administracion sistémica repetida de CORT
y VEH sobre a) distancia recorrida (DT), b) tiempo de ambulacién (TA).c) tiempo de actividades no
ambulatorias d) tiempo de reposo. Los valores son el promedio de n = 6 + error estandar. (*) P <

0.05.

5.2.12 Prueba de ansiedad en el laberinto elevado

El tiempo de permanencia en el brazo abierto disminuyé de manera

significativa en las ratas inyectadas con CORT a los 12 dias comparadas con sus

controles (T 14 =2.782, P < 0.05) y el nimero de entradas a el brazo abierto no fue

significativamente diferente entre los grupos (T 14 =-0.326, P > 0.05).
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Figura 20. La media (+ S.E.M) del indice de tiempo de permanencia y numero de entradas en el
brazo abierto, las ratas se colocaron en el centro del laberinto y la prueba duro 5 minutos. Las ratas
que se sometieron al experimento habian sido tratadas con VEH o CORT 12 dias. a) Tiempo de



permanencia en brazo abierto b) nimero de entradas al brazo abierto. indice = a/(a + ¢). Donde a
= brazo abierto (tiempo o N° de entradas) ¢ = brazo cerrado (tiempo o N° de entradas).

5.2.13 Prueba de nado forzado

En la prueba de nado forzado, al medir el tiempo de inactividad de las ratas
tratadas con CORT demuestran que fue mayor, comparada con las ratas
inyectadas con VEH. (T (11) =-2.316; P < 0.05) (Figura 21a). La comparacion del
tiempo de nado demostré una disminucién de este en las ratas tratadas con CORT
(T 19=-3.219; P < 0.05) (Figura 21b). Finalmente en el tiempo de escalamiento no

hubo diferencia entre los grupos (T (12)=-0.307; P< 0.05) (Figura 21c).
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Figura 21. La media (+ SEM) del tiempo de: a) reposo b) nado c) escalamiento de ratas

administradas con VEH o CORT por 12 dias. Los efectos fueron significativos. Uno, las ratas

inyectadas con CORT estan mas tiempo inactivas que las VEH (*) (T (11)=-2.316; P<0.05).Las
| ratas administradas con CORT estan menos tiempo nadando comparado con las VEH).
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VI DISCUSION

Experimento |

Aunque los mecanismos neuronales subyacentes exactos de la respuesta
de inmovilidad (RI) no estan claros, probablemente involucra la activacion de
varios sistemas. Una parte de estos mecanismos incluye vias motoras inhibidoras
descendentes de la formacion reticular bulbar y pontina (MPRF) a las
motoneuronas espinales (Klemm, 1989, 2001). Nuestros resultados indican que
entre las estructuras de MPRF estudiadas, el nucleo pontis oralis (PnO) parece
estar modulando el RI, porque la CORT administrada dentro del nucleo incrementa
la duracion del RI. Por otra parte, este aumento en el Rl parece estar mediado por
ambos tipos de receptores de corticosteroides ya que el pretratamiento en PnO
con antagonistas MR o GR bloquea los efectos de la CORT. Nuestros resultados

también mostraron que el area del lemnisco medial (mla) y el rafe paramedial



(PMR) no parecen estar participando en la modulacion de CORT de la RIl. La
actividad locomotora de las ratas también se incrementd por la microinyeccion de
CORT sodlo en PnO, y este efecto también fue bloqueado por los antagonistas de
MR o GR.

El incremento en la duracion de la respuesta de inmovilidad causada por
estimulos estresantes ha sido descrito en varias especies (Carli y cols., 1981;
Faure y cols., 2003; Henning, 1978; Miranda y cols., 2006; Wilson y Kaspar, 1994;
Zamudio y cols., 2009). Los estimulos estresantes activan el eje hipotalamo-
pituitario-adrenal (HPA), concluyendo en la secreciéon de glucocorticoides (CORT
en roedores) de la corteza suprarrenal en el sistema circulatorio, los
glucocorticoides pasan facilmente la barrera hematoencefélica y se unen a los
receptores de esteroides. En consecuencia, los glucocorticoides ejercen efectos
sobre el cerebro para regular algunas conductas, incluyendo la actividad
locomotora, la respuesta de miedo, la memoria y el aprendizaje (De Quervain y
cols., 1998; Skorzewska y cols., 2006; Sandi y cols., 1996; Tenk y cols., 2006).
Recientemente, se ha informado que la inyeccion sistémica de CORT aumenta la
duracion de la Rl (Zamudio y cols., 2009). Asi, la CORT liberado por estimulos
estresantes puede alterar la actividad neuronal de algunas areas cerebrales que
controlan la RlI, por ejemplo, la amigdala, MPRF y el hipocampo. En este sentido,
se ha demostrado que los glucocorticoides modifican la excitabilidad neuronal de
la amigdala (Duvarci y Paré, 2007), el hipocampo (Joéls y Dee Kloet, 1991), y la
formacion reticular pontina (Dubrosvsky y cols., 1985). Nuestros datos apoyan la
idea de que, en situaciones de estrés, la PnO (como parte de la MPRF) es

activada por CORT para ampliar la duracién de la RI. Esto podria explicar en



parte, el aumento de la conducta de inmovilidad observada en animales
estresados.

A nuestro entender, la PnO no ha sido relacionada directamente con el
fendmeno del RI, sin embargo, en estudios electrofisioldgicos en los conejos, la
actividad neuronal de algunas regiones del MPRF (PnO incluido) mostré un
incremento consistente durante el Rl (Klemm, 2001). Se ha pensado que la
formacion reticular del tallo cerebral actia como un sistema de alerta, por lo tanto,
PnO podrian influir en Rl de una manera no especifica. El Rl se ha asociado con
el estado de alerta (Gallup Jr. y cols., 1980; Hatton y cols., 1975, Klemm, 2001.) y
puede ser modulado por estructuras como la neocorteza y el sistema limbico
(Klemm, 2001; Zamudio y cols., 2009). Durante el estado de alerta, estructuras
como la amigdala y el hipocampo estan activas y se ha reportado un papel
modulador del Rl para estas regiones limbicas (Davies y cols., 2002; Flores y
cols., 2005; Leite-Panissi y Menescal-de Oliveira- de 2002, Leite-Panissi y cols.,
2006; Woodruff y cols., 1975). Vertes (1982) inform6 que las células en el PnO
descargan selectivamente durante la activacion conductual y la alerta, y se ha
descrito que las neuronas colinérgicas del PnO ventral activan neuronas
noradrenérgicas del locus coeruleus (Fenik y cols., 2005). Nuestra hipotesis es
que la CORT en el PnO produce un estado de hiper alerta que a su vez facilita la
iniciacion y sostenimiento de la RI. Interesantemente, un ritmo theta del
hipocampo se ha registrado durante la RI (Harper, 1971; Rakshit y Klemm, 1980) y
se considera un correlato muy conocido del estado de alerta (Vertes, 1982). El
ritmo theta del hipocampo también esta presente en los movimientos oculares

rapidos (REM) y se produce a través de la activaciéon de las neuronas en la PnO



(Datta y Mac Lean, 2007). EI PnO también juega un papel importante en el control
de los estados de comportamiento de la vigilia y en el suefio REM (Xi y cols.,
2004). Por el contrario, el nucleo del rafe medio (RM) esta directamente implicada
en la desincronizacion del EEG del hipocampo (Vertes, 1981; Vertes y Kocsis,
1997). Verdes y cols., (1999), mostraron que el nucleo de rafé medio (PMR
incluido) proyecta ampliamente a estructuras del cerebro anterior, lo que sugiere
una influencia moduladora significativa, especialmente en el septo-hipocampo en
el control de la actividad EEG del hipocampo. Estos hallazgos podrian explicar, en
nuestro estudio, la falta del efecto de la CORT sobre Rl cuando se administro en
PMR. Si las neuronas de PMR fueron activadas por CORT entonces, la
interrupcién del ritmo theta del hipocampo evitarian cualquier estado alerta en las
ratas. En el caso de (mla), constituyen un haz de fibras compactas, por lo tanto,
no esperabamos ningun efecto de la CORT debido a la ausencia de cuerpos
neuronales en esta region (mla). La Rl y el suefio REM comparten algunas
caracteristicas neurofisiolégicos y de comportamiento: inmovilidad,
electroencefalograma activado (EEG), el ritmo theta del hipocampo, y algunas
respuestas autonémicas. Sin embargo, también hay algunas diferencias: durante
el RIl, no se observa el suefio MOR y atonia muscular. Por otra parte, el Rl se
activa y se mantiene por la estimulacién sensorial estresante. En suma, el PnO
podria ser considerado como un sustrato neuronal comun para algunas
expresiones del Rl y el sueiio MOR. En este sentido, se ha propuesto que algunos
sistemas de tallo cerebral implicadas en la generacion de suefio REM también se
utilizan como mecanismos efectores en la Rl (Overeem vy cols., 2002).

En este estudio, la CORT en PnO también aumenta las respuestas motoras



(conductas locomotoras y estereotipadas) en un entorno de campo abierto
novedoso. En un informe anterior (Marin y cols., 2007) se mostré un incremento
tanto en los niveles plasmaticos de CORT como en la actividad locomotora de
ratones sometidos a un ambiente nuevo. Por otro lado, el bloqueo agudo de la
secrecion de CORT por metirapone redujo la actividad locomotora en un pasillo
circular (Marinelli y cols., 1997). Estas observaciones estan de acuerdo con varios
informes anteriores, donde la administracion sistémica de CORT aumenté Ia
respuesta motora a la novedad (Sandi y cols., 1996; Skoérzewska y cols., 2006;
Tenk y cols., 2006). En este trabajo, parte de los efectos de la CORT sobre la
actividad motora en los animales, también puede explicarse por el estado de hiper
alerta causada por la CORT en PnO. La administracion de CORT en PnO
aumenté tanto la Rl como la motilidad en respuesta a la novedad, dos
comportamientos aparentemente opuesta. Esto puede sonar paraddjico, pero la Rl
se considera una "respuesta de inmovilidad activa " (Klemm, 1989). No es un
estado de paralisis flaccida con pérdida del tono muscular. En cambio, durante el
RI el tono muscular se conserva para mantener posturas relativamente
incomodas, y hay claros signos de vigilancia (Gallup Jr, 1974; Klemm, 2001). Por
lo tanto, en condiciones de hiper alerta, los animales pueden responder con la
inmovilidad o hipermotilidad dependiendo de la estimulacién sensorial especifica
de que estan recibiendo. En este sentido, dentro de la cascada de respuestas
defensivas, Rl es considerado como el ultimo recurso para sobrevivir. En
respuesta a la creciente proximidad de un depredador, la respuesta inicial de
congelacion de la presa es seguido por huida, cuando la fuga no es posible, la

presa se pondra en contacto con el depredador se inicia la lucha, y el ultimo paso



en esta secuencia es la Rl (Bracha, 2004; Marx y cols., 2008). Por lo tanto, la
secrecion de CORT podria correlacionarse directamente con la proximidad al
depredador. Desde esta perspectiva, nuestros resultados son consistentes con un
papel modulador positivo de CORT en algunas de las respuestas defensivas e
involucra a PnO como parte de esos mecanismos.

A pesar de la baja expresion de los receptores de glucocorticoides en la
protuberancia (Aronsson y cols., 1988: Joéls y de Kloet, 1994), su presencia
funcional se ha evidenciado en estudios electrofisiologicos: las neuronas en el tallo
cerebral, en particular, en los nucleos del rafé (Avanzino y cols., 1984) o la regién
pontina (Dubrosky y cols., 1985) fueron excitadas por la aplicacién local de CORT.
Nuestros resultados conductuales ademas revelan la presencia de receptores a
corticosteroides funcionales en el puente, concretamente en el PnO. La alta
afinidad a MR se debi6 a la ocupacion de los niveles basales de glucocorticoides
(antes de la microinyeccion de CORT), y la baja afinidad de GRs se activo
después de la administracion de CORT (De Kloet y cols., 2005). Por lo tanto,
parece probable que los efectos de CORT en PnO podrian ser sobre todo debidos
a la ocupacién de GRs, con un papel permisivo para MRs. Esta cooperacién entre
MR y GR ha sido reportada en las neuronas piramidales de CA1 en ratas (Karst y
cols., 1993, 1994), La conductancia al Ca* y la corriente entrante de rectificacion
de K" (Iq) fueron pequefias con activacion predominante de MRs y aumentaron
cuando GRs fueron adicionalmente activados. La activacién GRs por si sola no
fue suficiente para producir grandes corrientes de Ca o para mejorar la amplitud

de (Ig).



La administracion de CORT en PnO aument6 tanto la actividad motora
como la RI con una latencia aparente corta y con efecto de larga duracion (120
minutos) que sugiere la participacion de los receptores a corticosteroides tanto
membranales como intracelulares. Por otra parte, en el presente estudio el
bloqueo de la CORT por los antagonistas de los receptores intracelulares podria
indicar que s6lo MR y GR median las acciones de CORT en PnO, pero, hay
pruebas de que en algunos casos, los receptores membranales a corticosteroides
pueden ser bloqueados. Por ejemplo Hua y Chen (1989), demostraron que las
hormonas corticosteroides inducen un aumento rapido de conductancia
postsinaptica, los efectos de los esteroides fueron bloqueados con eficacia por la
MIFEP, un antagonista de los GRs intracelulares. Diferentes aproximaciones

experimentales son necesarias para abordar estas cuestiones.

En conclusion los resultados demuestran que la R, asi como la actividad«- - - 7 con formato: Justificado, Sangria:
Primera linea: 1.25 cm

motora puede ser potenciada tras la microinyeccion de CORT en el PnO. Estos
datos sugieren que la CORT, en situaciones de estrés, puede llegar al PnO para
modular algunas de las respuestas de defensa de los animales. El papel de CORT
en otras estructuras neurales relacionadas con la modulacion del RI, como el
cuerpo estriado, nucleo accumbens, amigdala, hipocampo, hipotalamo, sustancia

gris periacueductal y la region parabraquial no se puede descartar.

- - - {Con formato: lzquierda

Experimento I



La exposicidén continua de estimulos estresantes provoca un incremento de
CORT plasmatica, evento modelado mediante la administracion repetida de
CORT. Se ha descrito un proceso de desregulacion del eje HPA inducido por
niveles elevados de CORT modificando la liberacién de CORT y la cantidad de
receptores a los GCs en el cerebro. Los efectos dafiinos de elevados niveles de
CORT pueden inducir dafo neuronal a nivel central en diferentes areas del
cerebro como el hipocampo, efecto probablemente mediado por un incremento en
la formacion de RL. En este trabajo se puso en evidencia que la administracion
sistémica de CORT provocd cambios en la conducta de la rata. Los cambios mas
importantes estan relacionados con la conducta parecida a la depresion y la
ansiedad, alteraciones que se correlacionan con una disminucién en la actividad
locomotora y como se ha reportado con la desregulacién en el eje HPA y la
secrecion de serotonina. La CORT a nivel sistémico indujo disminucion del peso
corporal de la rata y el peso de las glandulas adrenales. La deteccion de los
niveles de RL producidos, arrojo un incremento de RL en cerebro por el método
directo.

Respecto a la estimulacién repetida del eje HPA se ha reportado que
produce dafios en cerebro, como regulacion a la baja de receptores (GR), dafio en
la capacidad del hipocampo para controlar la retroalimentacion negativa de
glucocorticoides. Lo anterior incrementa la secrecion de glucocorticoides vy
promoueve cambios neuronales en hipocampo y amigdala, asi como disminucién
de neurogénesis y remodelacion dendritica en CA3 (Gregus, 2005). En el presente
trabajo la administracion exégena de CORT, indujo disminucion en el peso de la

glandulas adrenales, en este sentido se ha reportado que la susceptibilidad a ser



afectado por el estrés o la administracion de CORT y la forma de manejarse es
diferente entre los tejidos (Sahin, 2007) ya que musculo, higado y cerebro no
fueron afectados. La estimulacion repetida con CORT probablemente provoco
atrofia de la glandula al disminuir su estimulacién, con niveles bajos de ACTH,
provocando una disminucion en el peso de esta glandula. Este efecto no se
pueden demostrar en las ratas cronicamente estresadas ya que los niveles de
ACTH son elevados y la secrecion de CORT se eleva al menos 3 horas, en tanto
que en la administracion repetida de CORT, método que nosotros empleamos,
dura por lo menos 24 Hrs. (Galea y cols., 1997; Sousa y cols., 1998).

Nuestros resultados confirman los obtenidos por otros grupos de
investigadores que han encontrado un comportamiento similar a la depresion
mayor en las ratas; aunque con una dosis mayor de CORT (20 y 40 mg / kg de
peso corporal; Johnson y cols. 2006; Brotto y cols., 2001; Gregus y cols., 2005),
que el utilizado en el presente estudio. Por otra parte, Zhao y cols., (2008)
encontraron que con 20 mg / kg de peso corporal de tratamiento CORT, el efecto
sobre inactividad en la prueba de nado forzado era dependiente del tiempo.

Los efectos de las inyecciones de CORT en la prueba de nado forzada
fueron claros. La prueba de nado forzado es la prueba mas utilizada y validada
para valorar la conducta de la depresion en ratas. El sustento para su validez
proviene de los hallazgos que indican que la prueba es sensible a las acciones de
las principales clases de farmacos antidepresivos (Lucki, 1997; Porsolt y cols.,
1978). Ademas, los tratamientos antidepresivos que son efectivos en los seres
humanos incluyen a los antidepresivos atipicos, privacion del suefio (REM), y la

terapia electroconvulsiva, y en el modelo utilizando, en la rata se manifiesta como



disminucién de la inmovilidad en la pruebas de nado forzado, mientras que los
compuestos que aumentan la depresién en seres humanos incrementan la
inmovilidad en la prueba de nado forzado (Porsolt, 1978). En este trabajo, las ratas
mostraron un aumento de inmovilidad debida a la administracion repetida de
CORT vy reduccion del tiempo de nado en comparacién con las ratas del VEH, los
cuales son los comportamientos normales que se utilizan para inferir mayor
"depresion” en ratas (Brotto y cols., 2001; Porsolt y cols., 1978; Porsolt y cols.,
1977). Es importante destacar que estos cambios en la conducta no se debieron a
los niveles de alteracion de la actividad debido a que las ratas con CORT en lo
general no mostraron diferencias significativas en los niveles de actividad
locomotora en la prueba de campo abierto y tampoco hubo diferencia significativa
en los valores del RI entre lasa ratas VEH y con CORT.

En el experimento | tanto la actividad locomotora como la Rl aumentaron y
demostramos el papel que tuvieron los receptores GR y MR. La administracion
repetida de CORT, en este caso, indujo una regulacion a la baja de los receptores
disminuyendo la manifestaciéon del Rl y de la actividad locomotora tanto en
intensidad como en duracion.

El aumento en la depresion observado en las ratas CORT es coherente con
el hecho de que las ratas también mostraron disminucién de la ganancia de peso
al final del tratamiento, coincidentemente la medicién se realiz6 a los 12 dias de
tratamiento, dia en el que se observa diferencia significativa en el peso, consumo
de alimento y agua disminuido, ademas se ha reportado que la administracion

repetida de CORT disminuye el comportamiento sexual en ratas macho (Gorzalka,



1998). Ambos (disminucion de peso corporal y conducta sexual) son sintoma de
depresion que pueden observarse en seres humanos.

Hay una serie de mecanismos por los que la administracién repetida de
CORT podria modificar la conducta parecida a la depresion en ratas. Las
evidencias de un papel de la serotonina provienen del hecho de que la
administracion repetida de CORT incrementa la inmovilidad mientras que
disminuye el tiempo de natacion en la prueba de nado forzado. Los antidepresivos
que actuan sobre el sistema de la serotonina reducen la inmovilidad y aumentan
el tiempo de natacién (Lucki, 1997). La posibilidad de modificar el funcionamiento
de la serotonina tras las inyecciones repetidas de CORT es consistente con otros
hallazgos que indican que la administracion exdgena cronicas de CORT altera el
funcionamiento serotonérgico y la expresion de 5-HT A y de los receptores 5-
HT2A en ratas macho (Dickinson y cols., 1985; Fernandez y cols., 1997; Gorzalka
y Hanson 1998; Karten y cols., 1999).

También es posible que la inyeccion repetida de CORT incremente la
conducta parecida a la depresion en el nado forzado a través de las alteraciones
morfoldégicas y/o neuroquimicas en hipocampo, la amigdala, y corteza prefrontal
(Jacobs y cols., 2000; Vyas y cols., 2002).

El estrés también, puede inducir ansiedad. La ansiedad generalizada se
define como un estado de malestar caracterizado por intranquilidad, expectacién
aprehensiva y aumento de la vigilancia en ausencia de un estimulo
desencadenante. Con frecuencia se manifiestan también reacciones autonomicas

como sudoracion, taquicardia, tension muscular, temblor e insomnio, entre otros



(Kaplan, 1991). En roedores, el estado de ansiedad esta directamente asociado
con el comportamiento defensivo.

Las pruebas experimentales que apoyan un efecto ansiogénico de los
glucocorticoides sobre un posible efecto ansiolitico parecen ser sélidas, Korte y
cols., (1995) ha observado un bloqueo de la ansiedad causada por el miedo
condicionado, valorado por el comportamiento de los animales en un laberinto en
cruz , mediante la administracion intracerebroventricular de antagonistas de los
MR y GR (Korte, 1995). En otro trabajo se ha demostrado que el estrés por
restriccion de movimiento indujo efectos ansiogénicos que fueron bloqueados por
la inhibicién de la sintesis de glucocorticoides con metirapona y mimetizados por la
administracion sistémica de CORT (Calvo y cols., 1998). El posible efecto
ansiogénico de los glucocorticoides podria tener como lugar de accion la amigdala
central (Shepard, 2000).

Nuestros resultados apoyan la idea del efecto ansiogénico de la CORT vy
son congruentes con la disminucion observada de la actividad locomotora en la
prueba de campo abierto. La aplicacién de ansioliticos induce una desinhibicion de
las tendencias naturales de exploracién en los ratones (Jacqueline, 1985). En
reportes anteriores se demuestran que la adrenalectomia indujo disminucién de la
actividad exploratoria en las ratas, efecto que fue revertido por la administracion
de CORT (Valdehuis y cols., 1982). De hecho, 5 mg / kg de CORT indujo un
aumento significativo en la actividad motora y los estereotipos evaluado en 7,5 y
15 minutos después de la administracion unica (Sandi y cols., 1996).

Es de destacarse el doble efecto de la CORT, la administracion repetida de

CORT i.p por 12 dias tuvo un efecto ansiogénico, en tanto que la administracion



aguda intrapontino tuvo un efecto ansiolitico, los efectos sin embargo pueden
indicar una participacion de nucleos cerebrales en los que el PnO esta
involucrado, y no necesariamente el PnO esta el centro de regulacion de la
conducta parecida a la ansiedad.

La exposicion a CORT, conduce a una acumulacion gradual de efecto
neuronal deletéreo, resultando eventualmente en disfuncion cerebral asociada con
la edad, particularmente en el hipocampo (Landfield y cols., 1978).

Por otra parte, se ha reportado que la exposiciéon a glucocorticoides (GC) o
el estrés pueden conducir a dafio oxidativo en diferentes tejidos y que los
diferentes tipos de estrés pueden provocar aumento de lipoperoxidacion en el
cerebro (Normal y cols., 2008; Fontella y cols., 2005; Zafir y Bono 2009), sangre
(Sahin y cols., 2004), y el higado (Sahin y cols., 2007). Lo que indica una tasa
elevada de estrés oxidativo, que es un indice de la sobreproduccién de RL.

La medicion de RL por la técnica de resonancia paramagnética electronica
(EPR) es una técnica directa de deteccion de RL, Todos los espectros muestran
un pico a los 344 mT que corresponden a valor de (g) de alrededor de 2.000, pero
con caracteristicas especificas en cada uno de los tejidos que se midieron, en el
caso del higado se detect6 un pico caracteristico de RL con un valor de g = 2,029
, otros picos con valores de (g) por debajo y por encima de este y que podrian ser
debido a metales como zinc o cobre. El estrés modifica la distribucion de Zn, Fe y
Ca. Zn es un componente importante en muchas enzimas, esta involucrado en el
sistema de defensa antioxidante. La disminuciéon en Fe y Zn en la sangre de
animales estresados refleja la transferencia de Fe y Zn de la sangre a otros

organos blanco que son afectados por el estrés. (Teng, 2008).



En el caso del cerebro tiene un pico en un valor de g = 2.003 y que es una
sefial Unica que demuestra la presencia de RL. Las mediciones del area bajo la
curva y que corresponden a la cantidad de radicales libres presentes en las
muestras, reflejaron una diferencia significativa entre VEH y CORT en las
muestras de cerebro y sin cambio en las muestras de higado.

La medicién de TBARS no corresponde con los niveles de RL encontrados
con la técnica de EPR en el cerebro. Los resultados de las mediciones de TBARS
no arrojan diferencia significativa entre VEH y CORT de las muestras de los
tejidos que se midieron en ningun caso. Este ultimo dato contrasta con lo
reportado por Zafir y Banu (2009) quienes si encuentra diferencias significativas
inducidas por el estrés el los valores de TBARS medidos en ratones. Quizas,
estas diferencias se deba a el modelo de estrés que se utilizé con ratas, a la
utilizacion de una dosis mayor a la que nosotros utilizamos (5 mg / kg) y al tiempo
de exposicidn al evento estresante.

Los valores de la actividad de la SOD en sangre aumentaron de manera
significativa a los 12 dias en las ratas CORT, comparadas con las VEH, resultado
consistente con lo reportado por Oishi y cols.,, (1999). Los valores de
antioxidantes totales fueron significativamente menores en las ratas CORT
comparadas con las VEH. Juntos los resultados indican que a nivel sistémico el
mecanismo antioxidante mantienen un equilibrio con el sistema prooxidante ya
que los valores de TBARS fueron iguales en las ratas CORT y las VEH, aunque
el aumento de la actividad de la SOD indica un incremento en la lipoperoxidacién
al final no se refleja en una diferencia. El balance descrito a nivel sistémico

seguramente no es correspondiente en el cerebro, los resultados del EPR reflejan



un incremento en los nivele de RL en las ratas CORT comparadas a las VEH. Sin
embargo, datos de la actividad antioxidante de CAT y SOD podrian ayudar a
describir el estado de RL en las areas cerebrales relacionadas con las conductas
que se midieron en este trabajo. La CAT y la SOD son las enzimas antioxidantes
mas importantes en respuesta a tratamientos antidepresivos (Zafir y Banu, 2009).
La medicion de los RL con la técnica de EPR y TBARS se realizd en
hipocampo por tener una presencia importante de receptores para GC. Los GC
disminuyen el transporte de glucosa en las neuronas del hipocampo, se piensa
que esta disminucion conduce a una desenergizacion modesta y reduce la tasa
metabdlica y el consumo de 0, en estas células (Tombaugh y cols., 1992). En
relacion a la glucosa plasmatica no se ha encontrado aumento en el presente
estudio, de acuerdo con los resultados de Bowes y cols., (1996), que utilizan el
mismo modelo de la administracién repetida de CORT. Sin embargo, son
contradictorios con otros estudios que encuentran un aumento de la glucosa
plasmatica (Nirmal y cols. 2007; Yan-Hua y cols., 2005.) y disminucion (Djordjevic
y cols., 2010.) bajo diferentes modelos de estrés. A pesar de que los GC tienen
un efecto bien conocido de hiperglucemia, de hecho aumentan los niveles de
insulina también (Bowes y cols., 1996.). Por lo tanto, un mayor nivel de insulina
podria explicar la falta de efecto hiperglucemiante esperado en el presente
estudio. Este resultado también puedo haberse debido a la disminucion en la
activacioén de los receptores a GCs. Se ha demostrado que las estimulacién de los
receptores a GCs incrementa la ingesta, nuestros resultados demuestran una
disminucién en el consumo de alimento (Cusin y cols., 2007), por lo tanto las

evidencias apuntan a una caida de los receptores a GCs con las siguientes



consecuencias, menor consumo, la actividad locomotora disminuida y aumento del
tiempo de reposo en campo abierto, disminuyendo la actividad exploratoria y
conductas de acicalamiento etc. con el propédsito de mantener las reservas de
combustible. Este analisis pudiera contradecir los resultados de conducta en el
sentido que el incremento de inmovilidad y disminucién en eltiempo de nado en la
prueba de nado forzado pudiera explicarse por el mismo mecanismo, es decir,
adaptacion a una disminucién en el consumo de alimento y ahorro de energia.
Algunas de las alteraciones provocadas por la CORT han sido diferentes a
lo esperado, pero en el caso del higado no se encontraron diferencias
significativas en el valor de formacion de radicales libres porque ademas de que la
dosis fue baja, a diferencia de los trabajos en los que se describen efectos, el
higado esta protegido, ademas del sistema antioxidantes enzimatico, por
metalotioneinas. y se ha reportado que los GC inducen la sintesis de
metalotioneinas (MT) (Hernandez, 2000; Jacob, 1999). Se ha demostrado que las
MTs reduce la peroxidacion lipidica en ratas estresadas (Ping y cols., 2005), asi
como lo hace la dexametasona (Méndez-Armenta y cols., 2003). La mayor
concentracién de MT se encuentra en el higado. Los residuos de cisteina de las
MTs puede capturar peligrosos radicales oxidantes como el superéxido y radicales
hidroxilo (Kumari, 1998). La capacidad de las MTs para capturar los radicales

hidroxilo, es 300 veces mayor que la de glutation (Li, 2004).

Discusion general



El cerebro es el 6rgano del cuerpo que, para proteger la integridad del
organismo, interpreta determinadas experiencias y las distingue como amenaza o
no, luego elabora las respuestas fisiologicas y la conducta para cada situacion.
Ademas del hipotadlamo y el tallo cerebral, los cuales son esenciales para la
respuesta del sistema nervioso auténomo y neuroendocrino a los agentes
estresantes, areas mas altas del cerebro juega un papel clave en los proceso de
memoria, ansiedad y toma de decisiones. Todas estas areas cerebrales son
blanco del estrés y de las hormonas que él moviliza.

Lo que se ha estudiado mas y se conoce mejor en este sentido, es el
hipocampo, y éste junto con el nucleo paraventricular del hipotalamo y la
amigdala, son las areas cerebrales, y también la corteza prefrontal, donde se
expresan abundantemente, los receptores de corticoides; tanto los receptores de
glucocorticoides (GR) como los de mineralocorticoides (MR).=

MR y GR, como hemos mencionado, juegan un papel importante en el
hipocampo regulando el eje (HPA). En el area hipocampal, con sus altas
concentraciones de GR y MR, es particularmente sensible a los efectos
potencialmente perjudiciales de los corticosteroides.

En el estrés crénico persiste un incremento de glucocorticoides en el
plasma, y esos niveles altos regulan a la baja la expresion de los receptores GR
en hipocampo y no se produce bien la retroalimentacion negativa, y asi el eje no
se bloquea y los glucocorticoides circulantes continuaran altos. En este trabajo se
ha encontrado que dichos sucesos tienen como consecuencia el descenso de los
recursos energéticos del organismo por la accién catabdlica de los

glucocorticoides y el aumento del estrés oxidativo en algunos tejidos, (ademas de



producir la supresion de las respuesta inmunes), con todo lo cual se perturba la
adaptacion al estrés.
Los mecanismos moleculares que subyacen a los efectos de regulaciéon de

la sefalizacién de corticosteroides aun no se han identificado,,

La CORT opera a través de los MR y los GR, los cuales pertenecen a la+-- *{

familia de receptores nucleares que se unen a los elementos de respuesta en el
ADN, modificando asi la actividad de genes (Funder, 2007) (Lu y cols., 2010). Uno
de los primeros genes estimulados transcripcionalmente por las hormonas del
estrés es el de las cinasas del suero inducible por los glucocorticoides (SGK)
(Webster, 1993), una familia de cinasas de serinal/treonina que consta de tres
isoformas. Los estudios realizados en Ovocitos de Xenopus han encontrado que
SGK pueden activar ciertos canales idnicos (Lang y cols., 2006). Sin embargo, los
blancos celulares y el significado funcional de SGKs en el sistema nervioso central
estan lejos de ser entendidos. Recientemente se ha descubierto que in vivo el
estrés agudo induce una potenciacién prolongada de AMPAR mediada por las
corrientes sinapticas en neuronas piramidales PFC (Yuen y cols., 2009).
Evidencias recientes sugieren que la CORT influye en la neurofisiologia de células
limbicas, modificando la transmisién sinaptica y los canales idnicos (Joéls y cols.,
2009). Por ejemplo, se ha encontrado que la CORT aumenta la amplitud de la
corriente excitatoria postsinaptica miniatura (mMEPSC) mediada por receptores
AMPA vy la superficie de la expresion de las subunidades GIuR1 y GIluR2

el contenido sinaptica de subunidades GIuR2 de AMPA (Groc, 2008).
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Andemas del hipocampo, la CORT tiene un potente impacto sobre la
funcion de varias regiones libicas clave que incluyen, la corteza prefrontal (PFC)
determinado que los GR y MR provocan cambios en la actividad neuronal
dependiendo de la regién. Por ejemplo, en las células piramidales CA1, la CORT
cambia lentamente la corriente de Ca2+ y la transmision a glutamato pero las

células granulares dentadas parecen ser resistentes.

Desde hace algunos afios se ha especulado mucho acerca de la posibilidad
de que los efectos conductuales rapidos de la CORT sean a través de una via de
sefalizacion con receptores membranales. Estudios inmunohistoquimicos han
demostrado que MR esta presente principalmente en el compartimiento nuclear
ademas de su localizacion membranal en células de rifidn. Se ha propuesto que
parte de los MRs de cerebro, pueden transportarse del nucleo citoplasmico a la
membrana celular, el transporte de receptores de esteroides no es algo nuevo, la

incorporacion de fracciones pequeinas de receptores de estrogenos (<10%) en la

receptores puede involucrar un rearreglo de proteinas chaperonas, como
proteinas de golpe de calor (Karst y Joéls., 2005). Estudios recientes muestran
que la CORT ademas ejerce efectos rapidos no gendmicos dependientes de MR

en CAl del hipocampo (por ejemplo, incrementa la frecuencia de la corriente de
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postinaptica excitatoria miniatura (mMEPSCs). Otros estudios ha demostrado que la
CORT incrementa la frecuencia pero no la amplitud de mEPSC de las células del

giro dentado. (Pasricha y cols., 2011).

Se sabe muy poco de la presencia de receptores glucocorticoides a nivel ///{Con formato: Color de fuente: Negro ]
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del tallo cerebral, nosotros hemos podido demostrar la activacién de los receptores
a MR y GR con la microinyeccion a nivel del PnO. El mecanismo a través del cual
se estan ejerciendo los efectos derivados de la union de la CORT a dichos
receptores, pueden explicarse a la luz de lo que se ha encontrado en otras areas

del cerebro mejor estudiadas como el hipocampo Karts y Joéls., (2005) estableci¢,
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trascripcion de genes, residen también en las membranas de las neuronas de la
region CA1 del hipocampo en donde los MR, fijando los glucocorticoides, realizan

acciones rapidas no-gendémicas. La actuacion de MR por la llegada de

sinaptica y la transmision excitatoria. Lo que se concluye es que la activaciéon de
estos receptores membranales MR en el hipocampo (y probablemente en el PnO),
por la llegada de glucocorticoides, amplifica la transmision cerebral de los
procesos que subyacen en situaciones de alerta: atencion, vigilancia y valoracion
de la situacion.

El hiper estado de alerta que presenta la rata al ser estimulada con una
microinyeccion de CORT es una respuesta transitoria determinada por el

incremento en los niveles de CORT, lo cual implica una modificacion en la facilidad
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para unirse a los receptores, siendo mayor para MR en reposo y modificandose al
aumentar los niveles de CORT.

Las respuestas de conducta a las situaciones nuevas dependen del tipo de

receptor involucrada, y de la fase que se considere, y también de la clase de - { con formato: Color de fuente: Negro
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informacion que proporciona la experiencia nueva. Los estudios en rata han
mostrado que la activacion de los receptores GR promueve el almacenamiento y
la consolidacion de nueva informacion, mientras que la activacion de MR no

parece mediar los efectos de glucocorticoides referente al almacenamiento de

informacién, sino, preferentemente, media procesos de valoracién y de eleccién de - - { con formato: Color de fuente: Negro
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