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RESUMEN

El estriado dorsal (DS) es una estructura clave en la memoria de procedimiento. La
consolidacion es metabdlicamente demandante, pero necesaria para la
estabilizacién de la memoria. La mitocondria es la fuente de energia principal en las
neuronas y su inhibicion tiene efectos negativos en la plasticidad neuronal. Por lo
tanto, se propuso que la inhibicién mitocondrial en el DS durante la consolidacion de
una tarea de procedimiento perjudicaria su retencién. Ratas Wistar (machos, 250-
300 g) con canulas implantadas en el DS se entrenaron en la tarea del laberinto
acuatico de Morris con clave e inmediatamente después se les administrd
bilateralmente 0.5 pyL de rotenona (0.8 o 1.2 pg/uL), un inhibidor del complejo |
mitocondrial, o vehiculo. Se realiz6 una prueba de retencion de la tarea 48 horas
después. Se analizé la presencia de la proteina Arc, marcador de actividad neuronal,
en los DS de los sujetos mediante western blot. Se exploré la interacciéon entre el
receptor de glucocorticoides y la rotenona durante la consolidacion de la misma tarea
administrando secuencialmente, en el DS, 0.5 pL de RU-486 (10 ng/uL) y rotenona
(0.8 pg/uL). Paralelamente, se analizo la inhibicion mitocondrial en cortes de estriado
tratados con rotenona (500 nM) mediante tincion fluorescente. Se determiné que la
administracion de rotenona disminuyo el potencial de membrana mitocondrial, que la
inhibiciéon del complejo | mitocondrial en el DS facilité la consolidacion de la tarea de
procedimiento, que esta facilitacion no indujo cambios en la expresion de Arc durante
la evocacién de la tarea y que el efecto facilitador de la rotenona no parece estar
mediado por el receptor de glucocorticoides.



1. ANTECEDENTES

1.1. Conceptos generales de aprendizaje y memoria

En neurociencia, el aprendizaje puede definirse operacionalmente como un cambio
conductual derivado de la experiencia. En este sentido, la memoria se entiende como
la conservacién del aprendizaje para su uso en el futuro (Josselyn y Tonegawa,
2020). El desarrollo de la memoria se suele conceptualizar como un fenébmeno
multifacético que comprende tres etapas: codificacion, consolidacion y evocacion
(Asok y col., 2019). Este proceso requiere de alteraciones duraderas, fisicas y
quimicas, del sistema nervioso (Dudai y Morris, 2013; Okano y col., 2000). Al cimulo
de cambios provocados por el aprendizaje se le denomina engrama, el cual es la
unidad basica de la memoria y uno de los objetos de estudio principales en la

neurobiologia de la memoria (Ryan y Frankland, 2022).
1.1.1. Etapas de la memoria

La codificacién es el primer paso en la formacién de la memoria, consiste en la
transformacién de los estimulos ambientales a una forma que puede ser procesada
por el cerebro. La biofisica de esta etapa es un tema de discusién actual (Tonegawa
y col., 2015, 2018), pero se puede decir que la codificacion implica la excitacion de
redes neuronales que interpretan la informacidn sensorial y la proyectan hacia
diversas regiones cerebrales que la almacenan simultaneamente (Berger y col.,
2012; Guskjolen y Cembrowski, 2023).

La memoria recientemente codificada, llamada de corto plazo, es temporal, labil,
altamente sensible a interferencias y de decaimiento rapido (Nadery col., 2000). Para
que el engrama perdure, este debe someterse a un proceso cognitivo de
estabilizacién denominado consolidacién (Alberini y col., 2006; Dudai, 2012). Se
reconocen dos tipos de consolidacion: sinaptica y sistémica. La consolidacion
sinaptica comprende cambios en el circuito neuronal focalizados en la sinapsis y los
nodos celulares (Dudai y col., 2015). Dentro de las primeras horas posteriores a un

estimulo, se activan diferentes cascadas de sefalizacibn que provocan
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modificaciones postraduccionales, cambios en la expresién génica y la sintesis
proteica que alteran la plasticidad sinaptica (Takehara-Nishiuchi, 2021). La
consolidacion sistémica, por su parte, es un proceso de mayor duracion que puede
requerir de semanas o meses, dependiendo de la especie, el sistema de memoria y
la tarea (Dudai y col., 2015). En ella, la estructura principal de almacenamiento
cambia a fin de estabilizar la memoria (Sehgal y col., 2013). Este fendmeno se ha
observado experimentalmente en hipocampo, quien cede preeminencia al sistema
neocortical en el alojamiento de memoria hasta que la informacién se vuelve
mayormente independiente de hipocampo (Squire y col.,, 2015; Sutherland y
McNaughton, 2000). Aquella memoria que es sometida al proceso de consolidacion
es considerada de largo plazo, es decir, informacién que perdura en el tiempo y es

menos susceptible a alteraciones (Alberini y col., 2006; Dudai y Morris, 2000).

El proceso de consolidacion puede ser intervenido por diversos factores como:
trauma cerebral, choques electroconvulsivos, inhibidores de la sintesis proteica y
varios farmacos (Alberini, 2005), por lo que se ha vuelto un punto de interés para el
analisis de la formacion de memoria. Se han desarrollado multiples tratamientos
conductuales y farmacolégicos que se administran durante el periodo critico de

consolidacion para facilitar o deteriorar este proceso (McGaugh, 2000).

Una memoria consolidada puede ser accedida mediante la evocacion, la cual ocurre
mediante la interaccion de estimulos internos, estimulos externos y el engrama. En
otras palabras, la evocacion puede entenderse como la expresion conductual del
engrama inducida por estimulos, los cuales pueden ser producidos por voluntad o

espontaneamente (Frankland y col., 2019).
1.1.2. Evaluacién de la memoria

La formacion del engrama puede valorarse desde diferentes angulos. El
acercamiento conductual clasico consiste en la evaluacion de los sujetos en un
tiempo determinado después de su entrenamiento en una tarea, en donde se

correlaciona el desempeno con la calidad de adquisicion o consolidacién del
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aprendizaje (Amin y Malik, 2013; Dudai, 2004). El advenimiento de nuevas técnicas
experimentales ha permitido el analisis de la formaciéon de la memoria desde
perspectivas celulares y moleculares. Estudios in vivo e in vitro han mostrado que,
minutos después de la estimulacion neuronal, se activa la transcripcion de un grupo
de genes, denominado genes de expresion temprana (IEG, por sus siglas en inglés),
que regulan la sintesis de proteinas y la transcripciéon de genes secundarios, clave
para la formacién de la memoria (Minatohara y col., 2016). Se ha vinculado la
expresion diferencial de IEGs en regiones especificas del cerebro con el desempeiio
de diversas tareas conductuales como el laberinto acuatico de Morris (MWM, por sus
siglas en inglés) y el condicionamiento de miedo al contexto, (Mamiya y col., 2009),
por lo que son comunmente utilizados como marcadores de actividad neuronal (Chia
y Otto, 2013).

El gen de la proteina asociada al citoesqueleto regulada por actividad (Arc) es un
IEG esencial para la adquisicion y la consolidacién de memoria (Epstein y Finkbeiner,
2018), su expresién es dinamica, incrementando y decayendo rapidamente después
de instantes de actividad neuronal elevada o la exposicion a un estimulo novedoso,
de tal modo que su mayor actividad se encuentra durante la primera hora de su
estimulacién (Das y col., 2023; Wall y col., 2018). La expresion de Arc se ha vinculado
con la potenciacion a largo plazo de sinapsis en cultivos celulares, donde se ha
observado que su sintesis es necesaria para el fortalecimiento de conexiones
neuronales (Messaoudi y col., 2007). Asimismo, estudios in vivo han mostrado que
la expresion de Arc es esencial para la formacion de memorias a largo plazo (Plath y
col., 2006) y que afecciones bioquimicas como el desacoplamiento mitocondrial en
neuronas corticales tiene efectos en los niveles de sintesis de la proteina y en la
formacion de la memoria (Liu y col.,, 2015) Generalmente, se ha asociado a la
expresion de Arc con etapas tempranas de aprendizaje (Guzowski y col., 2000; Ploski
y col., 2008), sin embargo, se ha observado que presenta un patrén de expresion

similar durante la evocacion (Nakayama y col., 2015; Ramirez-Amaya y col., 2005).



1.1.3. Sistemas de memoria

La memoria es un proceso cognitivo basto, que comprende toda la informacién que
se almacena en el cerebro, por este motivo, se han desarrollado diferentes maneras
de clasificarla (Reber, 2013). El sistema de organizacion mejor estudiado es el
derivado de las observaciones del paciente H.M., a quien se le practico una
lobectomia bitemporal (Scoville y Milner, 1957). El paciente H.M. era capaz de
desempenar habilidades mecanicas, pero incapaz de recordar eventos previos a la
cirugia y de consolidar nueva informacién a largo plazo. La pérdida selectiva de
facultades hizo notar la disgregacion de la memoria en diferentes sistemas
fisiolégicos (Squire y Dede, 2015). Este suceso impuls6 el desarrollo de
investigaciones en modelos animales, como los experimentos de doble disociacion,
en los que dos areas del cerebro se analizaban simultaneamente (Ferbinteanu,
2019). Estos estudios mostraron que las lesiones del I6bulo temporal medial (MTL,
por sus siglas en inglés) causaban una pérdida selectiva de la capacidad de
consolidar memorias nuevas sobre hechos y eventos (Mayford y col., 2012). Al
mismo tiempo, se encontré que existia otro tipo de memoria que no era afectada por
dafios al MTL, la memoria implicita o de procedimiento, que se adquiria fuera de la
conciencia (Reber, 2008). La organizacion taxonémica de la memoria se realizé con
relacion al MTL, aquella que dependia principalmente de esta estructura se
denomind declarativa, mientras que aquella que no lo era, se llamo6 no declarativa
(Squire, 2004).

El MTL se compone por el hipocampo y las areas corticales circundantes. Estas
estructuras se encuentran organizadas jerarquicamente, de tal manera que las areas
corticales codifican la informacion proveniente de los estimulos ambientales y el
hipocampo forma asociaciones entre ellos (Squire y Dede, 2015). Esta relacion
puede observarse en el caso de las células de lugar en hipocampo, las cuales
procesan la informacion sensorial proveniente de la corteza (O'Keefe y Dostrovsky,
1971) para producir un mapa cognitivo del entorno que permite al sujeto navegar el
ambiente (O'Keefe y Nadel, 1979).



La memoria no declarativa es un término general que comprende un grupo
heterogéneo de capacidades como: habilidades motoras, imprimacion, habitos,
sensibilizacion y habituacion, por lo que no depende de un unico sistema cohesivo
de memoria (Henke, 2010). Se piensa que la informacion se almacena en las
regiones asociadas con el procesamiento de estimulos o la produccion de
respuestas, lo que causa que este tipo de memoria opere fuera de la consciencia
(Reber, 2013). Las principales estructuras asociadas con la memoria no declarativa
son el estriado (parte de los ganglios basales), el cerebelo y la neocorteza (Batterink
y col., 2019). La repeticion es clave para el desarrollo de esta memoria, como se
observoé en estudios de aprendizaje motor, en donde la reiteracion de la tarea causo
un incremento en actividad de la corteza motora, los ganglios basales y el cerebelo,
que, a su vez, se correlacioné con un mejor desempefio (Reber, 2013). Se ha
sugerido la existencia de dos subsistemas en la memoria no declarativa, el
corticoestriatal y el corticocerebeloso, que actuan en conjunto en un inicio, pero se
disocian durante la automatizacion de la respuesta, predominando el sistema

corticoestriatal (Doyon, 2008).

Los sistemas de memoria operan de manera independiente y paralela para
almacenar informacion y modular la conducta. La forma en la que trabajan en
conjunto sigue siendo investigada (Squire y Dede, 2015), pero son capaces de
cooperar y competir entre si durante la formacién de la memoria, existiendo tareas

en las que es indispensable la participacion de ambos (Albouy y col., 2013).



Sistemas de
memoria

Declarativa

No declarativa

Imprimaciéon  De procedimiento  Aprendizaje asociativo:  Aprendizaje no asociativo: Hechos Eventos

(habilidades condicionamiento habituacion y sensibilizacion (semantica) (episodico)
y habitos) clasico y operante

Respuesta  Musculatura
emocional esquelética

Neocorteza Estriado Amigdala Cerebelo Arco reflejo Lébulo mediotemporal

Estriado Neocorteza

Hipocampo

Amigdala
Cerebelo Lébulo

mediotemporal

Arco reflejo

Figura 1. Organizacion anatoémica de los sistemas de memoria. Modificado de
Kandel y col. (2021).

1.2. Estriado y aprendizaje

Se ha encontrado que el estriado juega un papel central en la entrada de informacién
a los ganglios basales, ya que procesa e integra estimulos provenientes de las
cortezas cerebrales y los dirige hacia regiones talamicas para el control de la
ejecucion motora (Bosch-Bouju y col., 2013). Particularmente, se ha demostrado que
el estriado dorsal (DS, por sus siglas en inglés) participa en el aprendizaje y ejecucion
de habilidades motoras (Willuhn y Steiner, 2009; Yin y col., 2009).

El estriado se ha vinculado con el aprendizaje asociativo, el cual relaciona estimulos,
acciones y recompensas para provocar un comportamiento (Liljieholm y O'Doherty,
2012). Este se divide en condicionamiento clasico y operante. El clasico o pavloviano,
asocia un estimulo neutro con una respuesta incondicionada (conducta producida

comunmente por un estimulo incondicionado) para convertirla en una respuesta
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condicionada. Al condicionarse, el estimulo neutro se convierte en un estimulo
condicionado (O'Doherty y col., 2017). Ejemplos de este tipo de condicionamiento
son las tareas de condicionamiento de miedo al contexto y al tono, donde se asocia
un choque eléctrico con un contexto, luz o tono. Posteriormente, el contexto o el
estimulo, ahora condicionado, generan una respuesta condicionada, en este caso la
conducta de congelamiento (lzquierdo y col., 2016). El condicionamiento operante o
instrumental, vincula la conducta con sus consecuencias mediante su asociacion con
un reforzador, positivo o negativo que incrementa la probabilidad de la conducta, o
un castigo, que disminuye la probabilidad de ocurrencia (Bgbel, 2020). Ejemplos de
este tipo de condicionamiento son las tareas de rotarod, el MWM vy el laberinto de
Tolman (Innos y Hickey, 2021; Izquierdo y col., 2006; Siller-Pérez y col., 2017;). En
este ultimo, se asocia el giro hacia una direccion predeterminada para alcanzar un
reforzador apetitivo, aumentado asi, gradualmente, la conducta de giro (Fuentes-
Ibafez y col., 2021).

El condicionamiento operante se subdivide en aprendizaje dirigido a objetivos y
aprendizaje del habito. Cuando una accion tiene un propdsito concreto y el resultado
es positivo, este comportamiento tiende a repetirse, denominandose aprendizaje
dirigido a objetivos (Kreitzer y Malenka, 2008). Gradualmente, se adquiere la
asociacién estimulo-respuesta y el reforzamiento constante por medio de la practica
provoca que se convierta en un habito: secuencias motoras inflexibles motivadas por
un estimulo, que pueden ejecutarse inconscientemente disminuyendo el esfuerzo

cognitivo del organismo (Gasbarri y col., 2014).

Lesiones en los ganglios basales, principalmente en el estriado, irrumpen el
desempeno del aprendizaje operante, aunque las capacidades motoras parecen no
resultar afectadas, la adquisicion de tareas si lo es (Peak y col., 2019; Yin y Knowlton,
2006). McDonald y White (1993) realizaron un experimento de triple disociacion y
atribuyeron a la amigdala, el hipocampo y el estriado, la adquisicién de diferentes
tipos de informacion. La lesion electrolitica o neurotoxica del DS deterioro la



adquisicién de la tarea de premio fijo, una actividad dependiente de la asociacién

estimulo-respuesta.

Al igual que las lesiones, la intervencién farmacologica del DS se ha implementado
para irrumpir durante la formacién de memorias operantes (Gardner y col., 2020). La
manipulacion con glutamato del hipocampo y el estriado se probd para observar la
accion simultanea y competitiva de los sistemas de memoria (Packard, 1999).
Packard (1999) utilizé la tarea de laberinto en cruz conocida por su funcionalidad
para evaluar el uso de aprendizajes dependientes de lugar, caracteristico
principalmente al comienzo del entrenamiento, o de respuesta, dominante en la etapa
tardia. La administracion de glutamato en el estriado provocoé una aparicion temprana
del aprendizaje de respuesta y se mantuvo dominante hasta la conclusion del
entrenamiento. Por el contrario, la manipulacién del hipocampo produjo un efecto

antagonico.

Una de las tareas mas utilizadas durante los primeros afios de estudio, y hasta la
actualidad, es el MWM (lIzquierdo y col., 2006; Othman y col., 2022), que permite
estudiar la memoria implicita y explicita (Izquierdo y col., 2006). La tarea del MWM
se realiza en un contexto aversivo para los sujetos, por lo que se detonan
mecanismos enddgenos motivados por estrés, modulados por catecolaminas y
glucocorticoides, corticosterona en roedores (Roozendaal y McGaugh, 2011; Sandi,
2003).

Los glucocorticoides son producidos por el sistema de estrés eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal (Chrousos, 2009) y secretados siguiendo el ciclo circadiano en
animales diurno (Shirazi y col., 2015) con una regulacién opuesta en animales
nocturnos (Chung y col., 2011). Al ser moléculas liposolubles, atraviesan la barrera
cerebral, se unen a receptores especificos, mineralocorticoides o glucocorticoides,
se translocan al nucleo y estimulan o reprimen la expresién de genes (Meijer y col.,
2018) para modular la codificacion y la formacion de memorias a largo plazo (Klier y
Buratto, 2020). Se ha observado que su efecto en la memoria es dependiente de la

etapa de la memoria, la dosis y el tiempo de exposicion (Quirarte y col., 2009;
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Schwabe y col., 2022) y que, a su vez, puede ser revertido por antagonistas del
receptor de glucocorticoides, como el RU-486 (de Kloet y col., 2018; Medina y col.,
2007).

McDonald y White (1994) estudiaron la memoria entrenando animales en dos
versiones de la tarea del MWM, una version con resolucion espacial, vinculada al
fornix, y otra version con resolucion procedimental, vinculada al DS. Al dafiar el DS
de los roedores observaron que estos utilizaban predominantemente una resolucion
espacial. Mientras que al lesionar el fornix se desarrollaba una estrategia
procedimental, demostrando la necesidad de un estriado intacto para desarrollar esta

estrategia.

El estriado se divide anatomicamente en ventral y dorsal. Se ha observado que estas
areas colaboran en la direccion de diferentes comportamientos (Haber, 2016). El
estriado ventral esta conformado por el nucleo accumbens, una porcién estriada del
tubérculo olfatorio y la extensién ventromedial del nucleo caudado y el putamen. El
DS se compone del nucleo caudado y el putamen, separados por la capsula interna,
en primates, mientras que, en los roedores, no existe esta division denominandose

comunmente complejo caudado-putamen (Gonzales y Smith, 2015).

ElI DS es funcionalmente heterogéneo, se encuentra segmentado en medial y lateral.
El estriado dorsomedial se asocia con el aprendizaje dirigido a objetivos, mientras
que el estriado dorsolateral se vincula con el aprendizaje del habito (Goodman y
Packard, 2018). Este hecho se ha comprobado por medio de lesion o inactivacion del
estriado dorsomedial, observandose una deficiencia en la adquisicion del aprendizaje
dirigido a objetivos, compensada con la formacion del habito (Yin y col., 2005). De la
misma manera, la manipulacién del estriado dorsolateral previene la ejecucion de
habitos, prevaleciendo el aprendizaje dirigido a objetivos aun después de un
entrenamiento prolongado (Malvaez y Wassum, 2018). Esta diferencia de
funcionalidad es atribuida a la diferente recepcion de proyecciones de regiones
corticales y subcorticales. El estriado dorsolateral recibe informacién de la corteza

motora y de la region somatosensorial. El estriado dorsomedial percibe datos de las
9



areas corticales frontales asociativas, como la corteza orbitofrontal (Lipton y col.,
2019).

Para establecer comunicacién con otras estructuras cerebrales el estriado contiene
neuronas de proyeccion. Las neuronas espinosas medianas abarcan entre el 90 y 95
% del total de neuronas, utilizan el acido gamma-aminobutirico (GABA, por sus siglas
en inglés) como su principal neurotransmisor y se subdividen en dos grandes grupos
(Bolam y col.,, 2000). Las neuronas espinosas medianas nigroestriatales se
caracterizan por su alta expresion de receptores dopamina D1 y muscarinicos M4,
se proyectan al globo palido interno y la sustancia negra pars reticulata. En contraste,
las neuronas espinosas medianas estriatopalidales, expresan receptores dopamina
D2 y adenosina A2A, y trazan su actividad hacia el globo palido externo (Kreitzer y
Malenka, 2008).

En un grupo mas reducido de células caracteristicas del estriado se encuentran las
interneuronas, las cuales se clasifican en colinérgicas y GABAérgicas,
distinguiéndose entre si por su diferente expresion de enzimas y neuropéptidos.
Estas reciben aferencias de la corteza cerebral, el talamo y el tronco encefalico
(Basile y col., 2021).

1.3. Mitocondria

La mitocondria es un organelo altamente especializado cuya funcion principal es la
produccion de energia (Padamsey y Rochefort, 2023), se conforma por dos
membranas, las cuales delimitan cuatro componentes distintos, la membrana
externa, el espacio intermembranal, la membrana interna y la matriz (McBride y col.,
2006). La membrana interna se encuentra doblada en forma de crestas, las cuales
contienen la maquinaria molecular necesaria para acoplar la sintesis de ATP a la
fosforilacién oxidativa, (OXPHOS, por su nombre en inglés) mediante la generacion
de un gradiente de protones a través de la cadena de transporte de electrones
(L6pez-Doménech vy Kittler, 2023). Se estima que la OXPHOS es responsable de

alrededor de 30 de las 32 moléculas de ATP generadas por cada ciclo de glicélisis
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(Zielke y col., 2009), por lo que es la fuente energética principal de las células,
especialmente las cerebrales, quienes tienen demandas energéticas elevadas y son
incapaces de almacenar moléculas de alta energia, como glucdégeno y lipidos
(Schonfeld y Reiser, 2013; Vilchez y col., 2007).

La cadena de transporte de electrones se ubica en la membrana interna de la
mitocondria y se conforma por cinco complejos proteicos: NADH deshidrogenasa
(complejo 1), succinato deshidrogenasa (complejo Il), ubiquinol-citocromo-c
reductasa (complejo lll), citocromo oxidasa (complejo IV) y ATP sintasa (complejo V).
Los complejos | y Il extraen dos electrones a través de la oxidacion de las coenzimas
NADH (nicotinamida adenina dinucleétido) y FADHz (flavin adenin dinucleétido),
respectivamente, para energizar la respiracion celular. Los complejos I, Il y IV
emplean estos electrones para bombear protones hacia el espacio intermembranal y
generar un gradiente electroquimico. Los complejos | y Ill bombean cuatro protones
con la energia de dos electrones, mientras que el complejo IV bombea dos protones
y transfiere los electrones al oxigeno, su aceptor final, mediante la sintesis de agua.
Por ultimo, el complejo V usa el gradiente electroquimico para la formacion de ATP.
(Mattson y col., 2008; Mazat y col., 2013).

En condiciones normales, 1-5 % del oxigeno de la respiracion celular no se
transforma en agua, sino que se convierte en especies reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés; Wei y col., 2001), por lo que se estima que gran parte de las
ROS intracelulares son producidas por mitocondria. La produccién de radicales de
superoéxido ocurre en dos puntos discretos de la cadena de transporte, en el complejo
| y el complejo Il (Finkel y Holbrook, 2000). Adicionalmente a sus actividades
energéticas, la mitocondria desarrolla otras funciones homeostaticas celulares como
amortiguar los niveles intracelulares de Ca?*, regular las vias de muerte celular y

alojar numerosas vias biosintéticas (Eisner y col., 2018; Spinelli y Haigis, 2018).

La actividad mitocondrial puede ser regulada por diferentes factores, entre los que
se encuentra el estrés, el cual causa alteraciones sistémicas a partir de los receptores

de glucocorticoides (GR). Se ha mostrado que la exposicion de neuronas a
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glucocorticoides causa la translocacién de los GRs a la membrana mitocondrial y que
el ADN mitocondrial tiene secuencias parcialmente homologas a elementos de
respuesta a glucocorticoides (Kokkinopoulou y Moutsatsou, 2021; Sharma y col.,
2021). Se ha reportado que los glucocorticoides tienen un efecto bifasico en la
dinamica mitocondrial de las neuronas, de tal modo que, dosis bajas potencian
diferentes aspectos de la funcion mitocondrial como la OXPHOS, el potencial de
membrana y la capacidad de amortiguamiento de calcio. La dosis altas y cronicas,
por otro lado, tienen efectos atenuantes sobre estos mismos elementos (Du y col.,
2009; Katyare y col., 2003).

1.3.1. Mitocondria y plasticidad neuronal

La plasticidad neuronal refiere a la capacidad del cerebro de someterse a cambios
fisioldgicos en respuesta a un estimulo, lo cual es fundamental en el aprendizaje y la
memoria. Este proceso conlleva el ajuste de intensidad, conectividad y estructura de
redes cerebrales (Cheng y col., 2010). La intensidad sinaptica puede incrementar
(potenciacion a largo plazo) o reducirse (depresion a largo plazo) dependiendo del
contexto neuronal y el origen del estimulo (Oswald y col., 2018). Las sinapsis son los
puntos de comunicacion electroquimica entre neuronas, compuestas por una
neurona presinaptica y una postsinaptica, separadas por un espacio extracelular. En
una sinapsis quimica, la neurona presinaptica libera vesiculas acarreadoras de
neurotransmisores al espacio extracelular en respuesta a un influjo de Ca?* causado
por un potencial de accién. Los neurotransmisores se unen a receptores en la
neurona postsinaptica, quienes inducen la generacion de un nuevo potencial de
accion que desencadena interacciones con otras neuronas (Di Maio, 2008).
Mantener los gradientes electroquimicos, asi como liberar y reciclar vesiculas
sinapticas son procesos energéticamente demandantes, que deben realizarse en
regiones especificas del soma neural en intervalos de tiempo estrictos. Asimismo, la
regulacion en los niveles de Ca?* es indispensable para la sefializacion (Devine y
Kittler, 2018). La mitocondria es capaz de atender a estas demandas especificas de

la sinapsis, gracias a sus funciones metabdlicas.
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Las mitocondrias neuronales forman una red dinamica y adaptable, con amplia
variabilidad en tamafo y forma (Misgeld y Schwarz, 2017). Estudios de imagenes de
células vivas in vitro e in vivo han mostrado que su configuracion espacial varia
continuamente (Sheng, 2017). Se piensa que su distribucion es contextual y que se
encuentra regulada por las demandas metabdlicas de la neurona (Obashi y Okabe,
2013). Se ha mostrado que axones presinapticos presentan abundancia de
mitocondrias (Hollenbeck y Saxton, 2005) y se ha propuesto que estas proveen el
ATP necesario para el reciclaje de vesiculas sinapticas (Harris y col., 2012).
Particularmente, un modelo knock-out en Drosophila de Drp1, proteina clave en el
reclutamiento mitocondrial, mostré que la falta de mitocondrias en la sinapsis
resultaba en la decaida de la neurotransmision durante estimulacién elevada debido
al déficit de movilizacion de vesiculas de reserva derivado de restriccion de ATP
(Verstreken y col., 2005). La energia provista por las mitocondrias es indispensable
para la remodelaciéon de los circuitos neuronales mediante el establecimiento y
eliminacion de sinapsis. Estudios realizados en Drosophila mostraron que la
presencia de mitocondrias en espinas dendriticas es esencial para su morfogénesis
y el mantenimiento de sinapsis (Li y col., 2004). Por otro lado, en cultivos de
hipocampo, se mostré que la activacion local de la via mitocondrial de apoptosis
mediante caspasas participa en el podado de espinas postsinapticas (Erturk y col.,
2014).

La generacion energética en mitocondria mediante OXPHOS conlleva la produccion
secundaria de ROS, la cual se ha asociado con peroxidacion de la membrana lipidica,
oxidacion proteica y dano en acidos nucleicos (Rogers, 2020), asi como el desarrollo
de neuropatias, por lo que las células cuentan con mecanismos para su
neutralizacion (Angelova y Abramov, 2018). Sin embargo, se ha reconocido que las
ROS participan en la regulacién de vias de sefalizacion importantes (Oswald y col.,
2018). Mediante estudios sobre potenciacion a largo plazo en rebanada de
hipocampo se observo que la elevacion de ROS facilita la potenciacion, mientras que
la adicion de concentraciones altas de antioxidantes (Klann, 1998) y la desregulacion
de la produccién de ROS la impide (Thiels y col., 2000), lo que sugiere que la
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potenciacion a largo plazo requiere de la presencia moderada de ROS. No se
conocen todos los elementos que son afectados por la presencia de ROS, pero se
ha reportado que modulan la expresion de los receptores de GABA, AMPA y NMDA
(Accardi y col., 2014; Esteras y col., 2022).

Ademas de sus funciones energéticas, la mitocondria es un componente importante
en el control de la sefializacion por Ca2*. Durante periodos de excitacion neuronal, la
mitocondria amortigua la entrada de Ca?* a la célula, primero, mediante el secuestro
de iones calcio a su matriz y, después por su emision controlada que mantiene la
concentracion citosélica constante (Walters y Usachev, 2023). Se ha mostrado
experimentalmente que la regulacion mitocondrial de Ca?* modula la sefalizacion
sinaptica, controlando la propagacion inicial de vesiculas y reduciendo la frecuencia
de corrientes excitatorias postsinapticas espontaneas, asi como la liberacion

asincronica de neurotransmisores (David y Barrett, 2003; Kwon y col., 2016).
1.3.2. Actividad mitocondrial y memoria

Diferentes lineas de evidencia han expuesto la relacién entre la actividad mitocondrial
y la memoria. Un estudio genético en ratas desarrollados por Roubertoux y col.
(2003) mostré que los polimorfismos SNP (Single Nucleotide Polymorphism) en
genes mitocondriales codificantes de proteinas impactaban significativamente las
habilidades cognitivas de los sujetos, particularmente en la velocidad de aprendizaje
y la adquisicion de las tareas de Krushinsky, laberinto radial y MWM. La comparacion
de material genético indicé que los puntos de divergencia se encontraban en
regiones asociadas con los complejos | y IV mitocondrial, por o que se propuso que

las variaciones en desempefio se derivaban de cambios en la respiracién celular.

En estudios en las etapas de formacién de la memoria, se ha encontrado que las
neuronas incrementan su demanda energética durante la consolidacion y que la
restriccion de los sistemas de abastecimiento de ATP tiene efectos nocivos para la
formacion de la memoria, como se observo en la investigacion en pollos realizada

por Gibbs y Ng (1984), en donde la administracion intracraneal de 2,4-dinitrofenol
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(DNP), un desacoplador de la fosforilacion oxidativa, durante el periodo de
consolidacion (5-25 min posteriores al aprendizaje) tuvo un efecto negativo en la
retencion de la tarea de evitacion inhibitoria. El trabajo realizado por O'Dowd y col.
(1994) reafirmo la importancia del abastecimiento energético en la consolidacion
cuando obtuvo resultados similares a Gibbs y Ng (1984), en el mismo modelo
experimental, después de administrar farmacos que obstruian el ciclo de glicdlisis.
Por el contrario, investigaciones con azul de metileno, acelerador de la respiracion
celular mediante su interaccion con el citocromo C, mostraron que su administracion
en dosis bajas inmediatamente después del entrenamiento facilitaba la adquisiciéon
de la tarea de tablero perforado (Callaway y col., 2004) y de reconocimiento de objeto
(Rihay col., 2005). Interesantemente, la administracion de dosis mayores de azul de
metileno ha tenido efectos neuronales negativos, o que se ha vinculado con el

aumento en la produccién de ROS mitocondriales (Rojas y col., 2012).

Amplia evidencia muestra el vinculo entre las maladaptaciones energéticas y el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, en donde se ha propuesto que la
sobreproduccion de ROS es uno de los factores contribuyentes a su aparicion (Bhat
y col., 2015). Se ha mostrado que la exposicion prolongada a altas concentraciones
de agentes inhibidores del complejo | (rotenona) y complejo Il (acido 3-
nitropropidénico)  generan  sintomatologias analogas a  enfermedades
neurodegenerativas, Parkinson y Huntington, respectivamente, entre las que
sobresale el impedimento cognitivo (Ibarra-Gutiérrez y col., 2023; Upadhayay y col.,
2023). La administracion de antioxidantes, como la melatonina, ha ayudado a
conservar la memoria y a reducir el dafio neural causado por la obstruccién de la
OXPHOS (Mu y col., 2011).

Acorde con la informacién expuesta, se propuso que la inhibicion mitocondrial en el
estriado durante la consolidacion de una tarea de procedimiento perjudicaria su
retencion. Para probar esta hipoétesis, se entrend grupos de ratas en la tarea del
MWM con clave e inmediatamente después se administré localmente un inhibidor del

complejo | mitocondrial (rotenona) o vehiculo en el DS. Se evalu6 la memoria 48
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horas después. Adicionalmente, se indago sobre la participacion de la sefializacion
por glucocorticoides en la actividad mitocondrial durante la consolidacion mediante
la administracion secuencial de un inhibidor del GR (RU-486) y rotenona en sujetos
entrenados en el MWM con clave. Paralelamente se estudi6 el efecto ex vivo de la

exposicion a rotenona sobre el potencial de membrana mitocondrial.
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2. OBJETIVOS

2.1. General

Determinar el efecto de la inhibicion mitocondrial del estriado dorsal durante la

consolidacion de una memoria de procedimiento

2.2. Especificos

e Evaluar el efecto de la inhibicion del complejo | mitocondrial en el estriado dorsal
sobre la consolidacion de la tarea del laberinto acuatico de Morris con clave

e Asociar los cambios en expresion de Arc en el estriado dorsal derivados de la
inhibicion del complejo | mitocondrial durante la consolidacion

e Evaluar la accion conjunta de los receptores de glucocorticoides y la inhibicidon
mitocondrial en la consolidacion de la tarea del laberinto acuatico de Morris con
clave

e Analizar mediante fluorescencia los cambios en el potencial de membrana
mitocondrial derivados de la exposicion a un inhibidor del complejo | mitocondrial

de rebanadas de estriado dorsal
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3. METODOLOGIA

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con los

lineamientos del Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la Universidad

Nacional Autonoma de México (013) y de la Universidad Autbnoma de Querétaro

(CBQ23/123) para el uso de animales experimentales, acordes con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 (2001) y las normas estipuladas en la Guide for the

Care and Use of Laboratory Animals (National Research Council, 2011).

3.1. Materiales
3.1.1. Reactivos

3.1.1.1. Cirugia estereotaxica

1) Pentobarbital sédico (Aranda Laboratorios)
2) Atropina (Pisa)

3) Adrenalina (Pisa)

4) Xilocaina (Pisa)

5) Solucion salina 0.9 % (Pisa)

6) Tintura de yodo (Jaloma)

3.1.1.2. Preparacioén de farmaco y administraciéon

1) DMSO (Sigma-Aldrich)

2) PEG (Sigma-Aldrich)

3) Rotenona (Enzo Life Sciences, ALX-350-360)
4) Solucién salina 0.9 % (Pisa)

5) RU-486 (Sigma-Aldrich, 84371-65-3)

6) Etanol absoluto (J.T. Baker)

3.1.1.3. Procesamiento de tejido

1) Isopentano (Sigma-Aldrich)
2) Etanol absoluto (J.T. Baker)
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3) Etanol 96 % (Nieto Hermanos)

4) Acetato de violeta de cresilo (Sigma-Aldrich)

5) Permount (Fisher Scientific)

6) Xileno (JT Baker)

7) Acido acético glacial (Productos Quimicos Monterrey)

8) Agua desionizada
3.1.1.4. Western blot

1) Buffer de lisis (Abcam #ab152163)

2) Reactivo de Bradford (Bio-Rad)

3) 2-Mercaptoetanol (Bio-Rad Laboratories)

4) Buffer Laemmli (Bio-Rad Laboratories)

5) Leche descremada (Bio-Rad Laboratories)

6) TBS (Tris-Buffer Salina; Bio-Rad Laboratories)

7) Agente quimioluminiscente (ECL, GE Healthcare)
8) Anticuerpo anti-Arc, conejo (Abcam, #ab183183)
9) Anticuerpo anti-GAPDH, conejo (Invitrogen, #MA5-31976)
10)Anticuerpo anti-conejo, cabra (Abcam, #ab6721)
11)TRIS-HCI (ThermoFisher)

12)Acrilamida (Bio-Rad Laboratories)

13)TEMED (Bio-Rad Laboratories)

14)SDS (Bio-Rad Laboratories)
15)Tetrametiletilendiamina (Bio-Rad Laboratories)
16)Persulfato de amonio (Sigma-Aldrich)
17)Solucién reveladora (Carestream)

18)Soluciodn fijadora (Carestream)
3.1.1.5. Analisis de actividad mitocondrial

1) Cloruro de sodio (Sigma-Aldrich)
2) Cloruro de potasio (Sigma-Aldrich)
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3) Bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich)

4) Cloruro de calcio (Sigma-Aldrich)

5) Glucosa (Sigma-Aldrich)

6) Cloruro de magnesio (Sigma-Aldrich)

7) HEPES (Thermofisher)

8) Mitotracker Red CMXRos (Thermofisher, M7512)
9) Paraformaldehido (Sigma-Aldrich)

10)Sacarosa (Sigma-Aldrich)

11)Negro de Sudan (Sigma-Aldrich)

12)SYTOX Green (ThermoFisher, S7020)

3.2. Método
3.2.1. Sujetos

Se emplearon ratas Wistar macho (250-350 g al momento de cirugia) obtenidas del
bioterio del Instituto de Neurobiologia, de la Universidad Nacional Autbnoma de
México. Los sujetos fueron albergados en cajas de alojamiento individual (45.5 cm x
25.1 cm x 19.5 cm) en el bioterio del laboratorio con condiciones controladas de
temperatura (22 °C), humedad (60-70 %), un ciclo de 12 h de luz/oscuridad (07:00-
19:00 h, luz) y acceso ad libitum a agua y alimento (dieta para roedores, LabDiet).
Se cambio el agua de los bebederos una vez por semana. Las cajas de alojamiento
se cambiaron los lunes y jueves. Las cajas de alojamiento fueron etiquetadas con el
nombre del experimentador responsable, el numero experimental correspondiente,
la fecha y peso del animal al llegar al bioterio. Los animales fueron identificados con

su numero experimental escrito en su cola con marcador indeleble.

3.2.2. Manipulacion

Los animales fueron manipulados durante dos dias, en sesiones de 5 min, previo a
la cirugia, con la finalidad de familiarizar a los animales con el experimentador. Antes
del entrenamiento, las ratas recibieron tres sesiones de manipulacion en dias

consecutivos, para asegurar el bienestar del animal y la limpieza de las canulas.
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3.2.3. Cirugia estereotaxica

Los sujetos fueron anestesiados mediante una inyeccidén intraperitoneal de
pentobarbital sédico (50 mg/kg) e inmediatamente después recibieron una inyeccion
intraperitoneal de atropina (0.4 mg/kg) para regular su respiraciéon. Los sujetos
anestesiados fueron montados en un aparato esterotaxico (Stoelting Co., IL) y se
insertaron canulas (11 mm, calibre 23) bilateralmente en el DS siguiendo las
coordenadas indicadas por Paxinos y Watson (2007): anteroposterior (AP): + 0.4 mm
de bregma, mediolateral (ML) £ 3.2 mm y dorsoventral (DV): + 4.2 mm debajo de la
superficie craneal. Se insertaron estiletes (11 mm de longitud) en cada canula para
conservarlas libres de obstrucciones. Los estiletes solo fueron retirados durante las
sesiones de manipulacion y la administracién de sustancias. Las ratas tuvieron un
periodo de recuperacion de seis dias antes de iniciar con los procedimientos

conductuales.

3.2.4. Entrenamiento

Las ratas fueron entrenadas en la tarea del MWM con clave. El aparato se compuso
por un tanque plastico de 1.54 m de diametro y 0.60 m de altura. El tanque se llen6
con agua (25 = 2 °C) a una profundidad de 21 cm. Se introdujo una plataforma dentro
del laberinto, sujeta a una clave, un cilindro de madera afranjado con cinta verde y
blanca. Para evitar que los sujetos se auxiliaran de otros indicadores visuales, se

rodeo al tanque con una cortina negra.

Durante el entrenamiento de la tarea los sujetos debieron aprender a escapar del
laberinto a través de la localizacion de la plataforma. La sesién de entrenamiento
consistié en 8 ensayos, donde se colocé a la rata en el agua mirando hacia la pared
del tanque, en el cuadrante opuesto a la plataforma y a una distancia constante de
ella. En cada ensayo, la plataforma fue cambiada de posicion semialeatoriamente a
uno de cuatro cuadrantes imaginarios. Cada ensayo duré un maximo de 60 s, con
espacios de descanso de 30 s entre ellos. Una vez que la rata llegaba a la plataforma,

se contaban 10 s antes de extraerla. Si la rata no lograba ubicar la plataforma en el
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tiempo establecido, el experimentador la guiaba a ella y dejaba que transcurrieran
los 10 s correspondientes. Mediante un software de deteccion, ANY-MAZE (ver 4.82,
Stoelting Co.), se registro el tiempo de llegada a la plataforma (latencia de escape),

la distancia recorrida y la velocidad de nado.
3.2.5. Prueba de retencion

Transcurridas 48 h después de la sesion de entrenamiento, se efectud una prueba
de retencién. Se realizaron 4 ensayos en condiciones idénticas al entrenamiento,
donde se midieron los mismos parametros. Unicamente los datos del primer ensayo
fueron utilizados como referencia para la retencion. Las mediciones subsecuentes se
emplearon como indicador del nivel de retencién de la tarea. Una menor latencia de

escape se considerd6 como una mejor memoria de retencion de la tarea.
3.2.6. Preparacién de farmacos y administraciéon

Para inhibir la actividad mitocondrial, se administro rotenona diluida en una solucion
1:1:2.6 de dimetilsulféxido (DMSO), polietilenglicol y solucién salina (modificado de
Mulcahy y col., 2011). La dosis fueron 0.8 pg/uL (ROT 0.8 pg), 1.2 ug/pL (ROT 1.2
Mg) y vehiculo (ROT VEH).

La administracion bilateral de la rotenona o vehiculo en el DS se realizd
inmediatamente después del entrenamiento. Se insertaron inyectores que
sobresalian 1 mm de la punta de la canula y se infundié un volumen de 0.5 pL por
hemisferio a una velocidad de 0.5 pL/min mediante una bomba de microinfusién
automatizada (WPI, modelo 220i). Los inyectores permanecieron colocados durante

60 s adicionales, antes de ser retirados para garantizar la infusion del farmaco.

Para estudiar la interaccion del receptor de glucocorticoides y la rotenona, se preparo
una solucion de RU-486, de acuerdo con el protocolo de estudios previos (Medina y
col., 2007; Sanchez-Resendis y col., 2012). Se prepardé un stock disolviendo 5 mg de
RU-486 en 3.33 ml de etanol absoluto. Esta preparacion se aislé de la luz y se
conservé a - 20 °C. A partir del stock se prepardé una dilucion de RU-486 a una
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concentracion de 10 ng/uL. Para el vehiculo de RU-486, se realizé una dilucion de
solucién salina y etanol al 2 %. Los tratamientos fueron RU-486 10 ng / yL con
rotenona 0.8 pug/pL (RU 10 ng / ROT 0.8 pg) y vehiculo de RU-486 con rotenona 0.8
Mg/pl (RU VEH / ROT 0.8 pg).

La administracion bilateral de RU-486 o su vehiculo y rotenona (0.8 ug/uL) en el DS
se realizé inmediatamente después del entrenamiento. Se infundié un volumen de
0.5 pyL de RU-486 (10 ng/uL) o vehiculo a una velocidad de 0.5 pL/min, por
hemisferio, 5 min después se administré 0.5 uL de rotenona (0.8 pg/uL) bajo las
mismas condiciones. Para ambos tratamientos, los inyectores permanecieron
colocados durante 60 s adicionales antes de ser retirados, para garantizar la infusion

del farmaco.

3.2.7. Procesamiento de tejido

Los sujetos fueron sacrificados por decapitacion 1 h después de la prueba de
retencion. Los cerebros fueron extraidos y congelados por 1 min con isopentano
(CsH12), mantenido a temperatura fria con hielo seco (COz2), en un intervalo de 3-4
min después de la decapitacién. Para confirmar la insercion correcta de las canulas,
se realizaron cortes coronales (50 um de grosor) de la regién correspondiente al DS,
los cuales fueron tenidos con la técnica de Nissl (Paul y col., 2008) y analizados bajo
un microscopio de luz. Solo se consideraron los resultados de aquellas ratas que
presentaron ambas canulas en la posicidon correcta. Adicionalmente, se recolectoé una
muestra de tejido de DS de ambos hemisferios y se congeld para su analisis posterior

por medio de western blot.

Para la prueba de actividad mitocondrial, se emplearon 4 animales que
permanecieron en su caja de alojo hasta el momento del sacrificio. Inmediatamente
después de la extraccion del cerebro, se tomd una rebanada correspondiente al DS
para su marcaje con fluoréforos para el analisis del potencial de membrana

mitocondrial.
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3.2.8. Preparacion de gel de poliacrilamida

El gel de poliacrilamida al 10 % que se utilizé en la electroforesis se compone de dos
elementos, el gel resolvedor y el gel concentrador. El gel resolvedor se preparé en la
base del marco de electroforesis y se elaboré con 4.04 ml de H20, 2.5 ml de TRIS-
HCI 1.5 M (pH 8.8), 3.3 ml de acrilamida (30 % acrilamida, 2.67 % N’-N’-Bismetilen-
acrilamida) y 100 yL SDS 10 %. Se inicio la polimerizacion con 5 yL de TEMED
(tetrametiletilendiamina) y 50 pL de persulfato de amonio al 10 %. El gel se solidificd
a los 15 min, aproximadamente. Sobre el gel resolvedor se agregaron las soluciones
para preparar el gel concentrador: 3.05 ml de H20, 1.25 ml de TRIS-HCI 0.5 M (pH
6.8), 0.65 ml de acrilamida (30 % acrilamida, 2.67 % N’-N’-Bismetilen-acrilamida) y
50 pyL SDS 10%. Se inici6 la polimerizacion con 5 pyL de TEMED
(tetrametiletilendiamina) y 25 pL de persulfato de amonio al 10 %. La polimerizacién

tomo 15 min.

3.2.9. Western blot

Se seleccionaron aleatoriamente seis muestras de tejido de DS por grupo de
tratamiento. Se agregaron 100 yL de buffer de lisis a cada muestra de tejido de DS y
se le procesé mediante un homogeneizador. Las muestras fueron centrifugadas a
3500 rpm por 15 min, posteriormente, se recuperé el sobrenadante, se le colocé en
un tubo limpio y se resuspendi6é en 50 pL de buffer de lisis al 10 %. Cada tubo fue
mezclado por 60 s en un vértex. Se calcul6 la concentracion proteica total con el
meétodo de Bradford de los extractos (Bradford, 1976) y se determind el volumen
necesario en cada caso para la preparacion de muestras de 10 ug de proteina. Para
llevar a cabo la electroforesis, las muestras se prepararon mediante la mezcla de
sobrenadante y buffer de carga (47.5 % buffer Laemmli, 5 % 2-mercaptoetanol) y se
trataron a bafio maria en ebullicion por 5 min. Las muestras se cargaron en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10 %, en donde se dejaron correr a 60 V por el gel
concentrador y a 100 V en el gel resolvedor. Posteriormente, las proteinas fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa a 20 V por 30 min en un sistema

semiseco. Las membranas fueron bloqueadas con leche descremada al 5 % por 2 h.
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El marcaje con anticuerpo primario de conejo se realizé incubando por una noche
con anticuerpos anti-ARC (1:1500) y anti-GAPDH (1:2000). Se eliminé el excedente
mediante lavados con Tris-buffered saline 1X (TBS1X, por sus siglas en inglés) y se
le incub6é con anticuerpo secundario cabra anti-conejo (1:3000). Finalmente, se

agrego el agente quimioluminiscente (ECL) para el revelado.

Se utilizd6 el software Image Lab para el analisis de resultados mediante
densitometria. Para la comparacion de resultados, se establecieron unidades
arbitrarias dividiendo la densidad Optica de la banda de Arc entre la densidad de
banda de su control de carga (GAPDH). Asimismo, se normalizaron los valores de

densitometria de los sujetos tratados con rotenona entre los del grupo vehiculo.
3.2.10. Analisis de actividad mitocondrial

Inmediatamente después del sacrificio las rebanadas fueron equilibradas con
solucion RINGER (155 mM NacCl, 4.5 mM KCI, 1.9 mM NaHCOs, 2.4 mM CaClz, 10
mM glucosa, 2 mM MgClz2, 5 mM HEPES) a temperatura ambiente por 30 min. En un
cuarto oscuro, con oxigenacién y temperatura (37 °C) constantes, se les incub6 con
0.5 uM MitoTracker Red CMXRos por 1 h diluido en solucion RINGER con rotenona
(500 nM; Kimura y col., 2012), realizando el tratamiento con rotenona de manera
contrabalanceada en uno de los hemisferios muestreados. Una vez marcado el tejido
con los fluoréforos, se colocd en paraformaldehido al 4 % y se le dejo fijar por un dia.
Los cortes fueron subsecuentemente procesados en un tren de 10, 20 y 30 %
sacarosa por 24 h en cada concentracion y, posteriormente fueron crioseccionados
(16 pm). Los tejidos fueron tefidos con Negro de Sudan (0.01 % en 70 % etanol) y
contra tefnidos con SYTOX Green (600 nM) para el marcaje nuclear. Los lavados se

realizaron con TBS1X.
3.2.11. Microscopia confocal y analisis de imagenes

Se tomaron micrografias del DS tefido con MitoTracker Red mediante un

microscopio confocal LSM 780 (Carl Zeiss), con una magnificacion de 40X y plano
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focal unico. Se realizaron tres cortes por hemisferio, se tomaron seis micrografias
por hemisferio, generando un total de 12 micrografias por sujeto. La configuracién de
brillo y contraste, asi como el analisis de la imagen se realiz6 mediante el software
Imaged. El método de cuantificacion de células positivas consistid en un analisis
semiautomatico, donde la sefial nuclear se utilizo como mascara de area (Miura y
Sladoje, 2020; Paul-Gilloteaux y col., 2021) la cual fue agrandada para determinar el
valor promedio de fluorescencia en cada célula. Una vez recopilada la informacion
en una base de datos, se selecciond una célula patrén como referencia de valor
positivo, que se compard con todas las imagenes. Aquellas células con lecturas
superiores a la célula patron fueron consideradas positivas. La célula patron siempre
fue tomada de imagenes del hemisferio control (sin tratamiento) para asegurar que

se referenciaba el valor basal del marcaje.

3.2.12. Desecho de residuos peligrosos

La recoleccién y separacién de los residuos biolégico-infecciosos producidos como
cadaveres, materiales de curacion, materiales desechables, materiales absorbentes
y objetos punzocortantes; se realizdé de acuerdo con las condiciones estipuladas en
la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 (2003). La disposicién
final de los residuos estuvo a cargo del Instituto de Neurobiologia de la Universidad

Nacional Auténoma de México.

3.2.13. Analisis estadistico

Para determinar la normalidad y homogeneidad de varianzas se realizo la prueba
Shapiro-Wilks. Para el analisis conductual, se emplearon las latencias de escape del
MWM vy la velocidad de nado. Los datos de entrenamiento fueron valorados a través
de un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, para comparar entre grupos. El
desempeno durante la prueba de retencion se analizé a través de un ANOVA de una
via. Cuando fue requerido, se aplicd una prueba post hoc de Tukey. La proporcion
de células positivas en el andlisis de actividad mitocondrial se compard con el

hemisferio control mediante una prueba de t de Student no pareada. Los datos
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obtenidos mediante western blot fueron sometidos a la prueba de t de una sola
muestra. Los analisis estadisticos fueron realizados con el sofware Prism-GraphPad
(ver 8.0.2, Dotmatics). Se consideré como significativo una p < 0.05 para todas las

pruebas.
3.3. Diseino experimental

Para el estudio conductual del efecto del tratamiento de rotenona (ROT) sobre la
consolidacion, se formaron tres grupos independientes de ratas entrenadas de
manera idéntica en la tarea del MWM en una sesion de 8 ensayos. Las variables
dependientes que se evaluaron fueron latencia de escape (s) y velocidad de nado
(cm/s). Cada sujeto recibi6 de manera semi aleatoria uno de los tratamientos
(variable independiente) ROT VEH, ROT 0.8 ug o ROT 1.2 pg. La prueba se realiz6
en condiciones idénticas al entrenamiento en cuatro ensayos. Durante la prueba se
evaluaron los mismos parametros que en el entrenamiento. Se considerd una
disminucién de latencia de escape como una indicacion de adquisicion de la tarea.

El disefio de grupos se resume en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Diseno de grupos conductuales experimento 1
Grupo ‘ Tratamiento n minima

ROT VEH Vehiculo de rotenona 9
ROT 0.8 ug Rotenona 0.8 pg/uL 9
ROT 1.2 ug Rotenona 1.2 pg/uL 9

Para el andlisis de niveles de Arc mediante western blot se formaron aleatoriamente
triadas que comprendian un sujeto con cada tratamiento: ROT VEH, ROT 0.8 pg y
ROT 1.2 ug. La variable dependiente que se evalué fue la densidad o6ptica de las
bandas. La densidad 6ptica de Arc fue normalizada con su respectivo control de
carga, GAPDH. EIl valor normalizado de los sujetos tratados con ROT fue
normalizado con el VEH correspondiente a su triada. Los resultados se presentaron

en veces de cambio de expresion de Arc contra GAPDH en relacion con el VEH.
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Para evaluar la interaccion de la inhibicion del complejo | mitocondrial con la
sefalizacion mediante glucocorticoides, se formaron dos grupos con base en el
disefio del experimento conductual con rotenona. El entrenamiento fue idéntico. Se
considerd el mismo tamafio de grupo y las variables dependientes. Cada sujeto
recibié de manera semi aleatoria uno de los tratamientos RU 10 ng + ROT 0.8 ug o
RU VEH + ROT 0.8 ug. Se realizé una prueba de cuatro ensayos. Durante la prueba
se evaluaron los mismos parametros. La disminucién de la latencia de escape fue

indicador de la retencion de la tarea. El disefio de grupos se resume en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Diseno de grupos conductuales experimento 2

Tratamiento n minima
RU VEH / ROT 0.8 ug Vehiculo de RU-486 y Rotenona 0.8 ug/uL 9
RU 10 ng/ ROT 0.8 ug RU-486 10 ng/ uL y Rotenona 0.8 ug/uL 9

Para el analisis de actividad mitocondrial se traté de forma contrabalanceada un
hemisferio de cada sujeto con rotenona 500 nM en buffer mientras que el otro se
mantuvo en buffer sin tratamiento. La variable dependiente evaluada fue la
fluorescencia por célula. La célula positiva basal fue seleccionada arbitrariamente de
un hemisferio sin tratamiento y se empled para clasificar todas las células de los
sujetos como positiva o negativa. Los resultados se presentaron como porcentaje de

células positivas en ambos grupos.
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4. RESULTADOS

4.1. Analisis histolégico

Se analizaron los cerebros de las ratas sometidas a pruebas conductuales y solo los
sujetos con canulas localizadas en el DS (Paxinos y Watson, 2007) fueron usados
para el analisis estadistico y la interpretacion de resultados. La Figura 2 es un
esquema representativo de la distribucién de las puntas de los inyectores en los
cerebros de los sujetos (N = 55). Se excluyeron ocho sujetos que presentaron
inserciones de los inyectores fuera del DS y siete que, de acuerdo con las

observaciones del experimentador, recibieron infusiones incompletas del tratamiento.

A
—'?%fél'

Figura 2. Diagrama de posicionamiento de puntas de microinyector. Coordenadas
en milimetros desde bregma. Diagramas recuperados de Paxinos y Watson (2007).
n = 55.

4.2. Efecto de la inhibicion de la actividad mitocondrial del estriado dorsal

durante la consolidacion

A fin de conocer la participacion de la mitocondria del DS durante la consolidacién de
una memoria de procedimiento, se inhibid la transferencia de electrones del complejo

| mitocondrial mediante rotenona. Se entrend a ratas en la tarea del MWM con clave
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e inmediatamente después se les administré rotenona (0.8 o 1.2 ug/uL) o vehiculo.
Se compararon las latencias de escape de los grupos a lo largo del entrenamiento
(Figura 3A) mediante un ANOVA de dos vias. Se determind que el factor ensayo
influyé en el desempefio de los sujetos (F (7, 248) = 23.44, p < 0.001) y se comprob6
la adquisicion de la tarea a través de una comparacioén post hoc que indicé que la
latencia de escape del primer ensayo era diferente a la del ultimo en todos los grupos
(p < 0.001, en todas las comparaciones). Por otro lado, el analisis del factor
tratamiento, mostré que este no influy6 en el desempefio de los sujetos (F (2, 248) =
242, p = 0.09), es decir, los grupos adquirieron la tarea de forma comparable.
Finalmente, no se observo diferencia significativa en la interaccion de los factores (F
(14, 248) = 0.68, p = 0.79).

La latencia de escape podria variar en funcién de la velocidad de nado, ademas de
la adquisiciéon de la tarea (Figura 3B). Para controlar esta posibilidad, se realizé un
ANOVA de dos vias a la velocidad de nado. Se encontré que ni el tratamiento, ni el
ensayo eran fuentes significativas de variacion (F (2, 248) = 2.98, p = 0.05y F (7,
248) = 0.83, p = 0.57, respectivamente). No se encontrd diferencia significativa en la
interaccion (F (14, 248) = 0.68, p = 0.79).
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Figura 3. Entrenamiento experimento 1. A: Latencia de escape de los grupos
experimentales. Existe diferencia significativa entre el primer y ultimo ensayo en
todos los grupos (p < 0.001). B: Velocidad de nado. No se reporto diferencia
significativa entre grupos o ensayos (p > 0.05, en ambos casos). Para todos los
grupos se grafico la media + EE de cada ensayo. n = 11-12
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En la prueba de retencion se compararon las latencias de escape (Figura 4) mediante
un ANOVA de una via, el cual mostré que el tratamiento tuvo un efecto sobre el
desempenfio de los sujetos (F (2, 31) = 4.24, p = 0.02). El analisis post hoc mostro
que los grupos ROT 0.8 pyg y ROT 1.2 ug presentaron latencias de escape
significativamente mas bajas en comparacién al grupo VEH (p = 0.04 y 0.04,
respectivamente), lo cual indica una mejor retencion. EI mismo analisis no encontro
diferencia significativa entre ambas dosis de rotenona (p = 0.94), lo que sugiere que

su efecto sobre la consolidacion no es dosis-dependiente dentro del rango

presentado.
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Figura 4. Prueba de retencion 48 h después experimento 1. Los grupos ROT 0.8 ug
y ROT 1.2 pg tuvieron una latencia de escape significativamente menor a VEH (p =
0.043 y 0.041, respectivamente). Para todos los grupos se graficé la media + EE.
Los circulos representan valores individuales. *: p < 0.05 con respecto a ROT VEH.
n=11-12
El dia de la prueba, se realizaron cuatro ensayos (Figura 5A) para corroborar la
consistencia en el desempeno de los sujetos. Un ANOVA de dos vias encontré que
tanto el tratamiento, como el ensayo no eran fuentes significativas de variacion (F (2,
124)=0.32,p=0.32y F (3, 124) = 0.52, p = 0.52, respectivamente), pero se reportd
una interaccién significativa entre factores (F (6, 124) = 3.11, p = 0.01). El analisis
post hoc indicé que el grupo VEH tuvo una diferencia significativa entre su primera y
cuarta latencia (p = 0.004). Los grupos ROT 0.8 pg y 1.2 pyg no presentaron

diferencias significativas entre los ensayos del dia de prueba (p > 0.05 en todos los
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casos). Estos resultados sugieren que los grupos con tratamiento ROT alcanzaron
su maximo desempefio durante la sesion de entrenamiento, mientras que el grupo

VEH continu6 adquiriendo la tarea durante la prueba.

EI ANOVA de dos vias aplicado a la velocidad de nado durante la prueba (Figura 5B)
no report6 efecto del tratamiento, ni del ensayo (F (2, 124) = 0.10, p=0.90y F (3,
124) = 0.37, p = 0.77, respectivamente), tampoco se encontrd interaccion entre
factores (F (6, 124) = 0.45, p = 0.84) por lo que la diferencia en el desempefio es
debido a la adquisicion de la tarea.
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Figura 5. Ensayos 1-4 de retencion experimento 1. A: El grupo VEH mejoré
significativamente su desempefio del primer al cuarto ensayo de la prueba (p =
0.004), ambos grupos ROT se mantuvieron constantes (p > 0.05). B: La velocidad
de nado no vario significativamente entre ensayos, ni grupos (0.774 y 0.902,
respectivamente). Para todos los grupos se grafico la media + EE de cada ensayo.
*. p < 0.05 contra el ensayo 1 del grupo VEH. n = 11-12

4.3. Presencia de Arc en el estriado dorsal durante la prueba de retencion

Para evaluar el efecto de la administracion de rotenona en la actividad neuronal, se
examinaron los niveles proteicos totales de Arc en el DS de los sujetos entrenados
en el MWM con clave a través de la técnica de western blot en condiciones
desnaturalizantes. El analisis mediante la prueba de t de Student de una sola muestra
de los resultados normalizados de densitometria (Figura 6) mostré que la expresion

de Arc en el grupo ROT 0.8 pg no era significativamente diferente a un valor teérico
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de 100 % (t (5) = 0.26, p = 0.80), igualmente ROT 1.2 ug no fue diferente de la media
(t (4)=0.74, p = 0.50). Estos resultados sugieren que los tratamientos con rotenona
dentro del rango empleado no influyeron de forma significativa en los niveles

proteicos de Arc en el estriado durante la evocacion.
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Figura 6. Densitometria de Arc en estriado. Los animales fueron sacrificados 1 h
despues de la prueba. A: Niveles de Arc total normalizados a GAPDH. B: Blots
representativos. DO: Densidad Optica. Para todos los grupos se grafico la media *
EE.n=5
4.4. Andlisis de la accion conjunta de la actividad mitocondrial y los receptores

de glucocorticoides

Para evaluar una posible interaccién entre la sefializacién mediante glucocorticoides
y la inhibicién del complejo | en la consolidacion de la memoria, se administro
conjuntamente un inhibidor de receptores de glucocorticoides (mifepristona, RU-486)
inmediatamente después del entrenamiento de la tarea del MWM con clave y 5 min
después rotenona (0.8 pg/uL). EI ANOVA de dos vias de las latencias de escape de

los sujetos durante el entrenamiento (Figura 7A) mostré diferencias significativas en
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el factor ensayo (F (7, 128) = 11.10, p < 0.001), mientras que en el tratamiento no (F
(1, 128) = 2.56, p = 0.11). No se reporto interaccion entre los factores (F (7, 128) =
1.05, p = 0.40). Se comprob¢ la adquisicién de la tarea mediante una comparacion
post hoc de Tukey, en la que se reportoé que la latencia de escape del primer ensayo
era significativamente diferente a la del octavo ensayo (p < 0.001, en ambas

comparaciones).
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Figura 7. Entrenamiento experimento 2. A: Latencia de escape promedio de grupos
experimentales. Existe diferencia significativa entre el primer y ultimo ensayo en
todos los grupos (p < 0.001). B: Velocidad de nado promedio. No hay diferencia
significativa entre grupos o ensayos (p > 0.05, en ambos casos). Para todos los

grupos se grafico la media + EE de cada ensayo. n =9

ElI ANOVA de dos vias de las velocidades de nado (Figura 7B) mostré que tanto el

tratamiento como el ensayo no fueron distintos durante el entrenamiento (F (1, 128)
=0.01,p=092y F (7, 128) = 0.44, p = 0.88, respectivamente) y que no existia
interaccién entre los factores (F (7, 128) = 0.52, p = 0.82). Esto indica que la variacion
en la latencia se debe a la adquisicion de la tarea y no a la velocidad de

desplazamiento de los sujetos.
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Figura 8. Prueba de retencion de experimento 2. No se reportd una diferencia
significativa en la latencia de escape entre los grupos (p = 0.682). Para todos los
grupos se graficd la media £ EE. Los circulos representan valores individuales. n =
9

Las latencias de retencién (Figura 8) fueron comparadas mediante una prueba de t
de Student no pareada. Se determindé que los grupos no eran significativamente
diferentes entre si, (t (16) = 0.17, p = 0.68), lo que sugiere que el efecto facilitador
durante la consolidacion del tratamiento con rotenona en el DS no se encuentra

mediado por los receptores de glucocorticoides.

EI ANOVA de dos vias de los 4 ensayos del dia de la prueba (Figura 9A), mostré que
no hubo diferencias significativas en los factores ensayo y tratamiento (F (3, 64) =
092, p =043y F (1, 64) = 0.79, p = 0.38, respectivamente) y que no existio
interaccion entre estos (F (3, 64) = 0.59, p = 0.63). La estabilizacion de la latencia de
escape de los grupos sugiere que ambos alcanzaron su maximo desempeio en la
tarea. Un ANOVA de dos vias de la velocidad de nado de estas pruebas (Figura 9B),
tampoco mostré diferencias significativas en el factor ensayo o tratamiento (F (3,64)
=112, p =035y F (1,64) = 2.20, p = 0.14, respectivamente) asi como en la
interaccion (F (3,64) = 0.65, p = 0.59), por lo que se puede afirmar que el desempeno
similar de los grupos es debido a que adquirieron la tarea en grado comparable y no

por variaciones en sus habilidades motoras.
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Figura 9. Ensayos 1-4 de retencion experimento 2. A: No se report6 diferencia
significativa en la latencia de escape en funcién del ensayo o el grupo (p = 0.434 y
0.377, respectivamente). B: La velocidad de nado no vario significativamente entre

ensayos, ni grupos (0.774 y 0.902, respectivamente). Para todos los grupos se

grafico la media + EE de cada ensayo. n =9

4.5. Analisis del potencial de membrana mitocondrial en presencia de rotenona

Para corroborar el efecto de la rotenona sobre el complejo | mitocondrial en el DS,
se analizo el potencial de membrana ex vivo, mediante la incubacién simultanea de
muestras de tejido con rotenona (500 nM) y MitoTracker Red. Las micrografias

obtenidas (Figura 10B, C) fueron analizadas por medio del software ImageJ.

El potencial de membrana mitocondrial (AWm) fue valorado a través de la
determinacién de la proporcién de células positivas MitoTracker Red/total de numero
de células en el DS (Figura 10 A), realizando las comparaciones estadisticas
respecto al grupo intacto. El grupo tratado ROT (500 nM) disminuyo la cantidad de
células positivas totales de forma significativa respecto al grupo intacto (¢t (5) = 2.30,
p = 0.03). Esto sugiere que el inhibidor del complejo | mitocondrial disminuyd
significativamente el AWm, en células de DS de ratas intactas.
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Figura 10. Analisis de actividad mitocondrial en el DS. A: La proporcion de células
positivas de ROT (500 nM) disminuy6 significativamente respecto al grupo intacto
(p = 0.035). B-C: Micrografias representativas de cortes coronales de DS en ratas,
intacto (B) y tratado con 500 nM rotenona (C) con MitoTracker Red. Rojo: Mito
Tracker red, Azul: SYTOX green. Se graficé media + EE. Los circulos representan
valores individuales. *: p < 0.05 con respecto al intacto. n = 3-4
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5. DISCUSION

Los hallazgos presentados en este trabajo de investigacion indican que el bloqueo
parcial de la respiracion celular, a través de la administracién intracerebral de
rotenona en el DS, facilitd la consolidacion de una tarea de procedimiento (Figura 4).
Estos resultados son contrarios a los planteados en la hipotesis del proyecto y a lo
reportado en investigaciones similares, en donde se encontré que la obstruccion del
metabolismo energético cerebral tiene efectos nocivos para la consolidacion del
aprendizaje (Gibbs y Ng, 1984; O'Dowd y col., 1994), pero es importante remarcar
que estos experimentos intervinieron la energizacion celular en puntos metabdlicos
distintos. O'Dowd y col. (1994) trabajaron en un paso previo a la fosforilacion
oxidativa, obstruyendo la glicdlisis, mientras que el equipo de Gibbs y Ng (1984)
deterioro el gradiente electroquimico mitocondrial a través del secuestro de protones
del espacio intermembranal. Es posible que el sitio particular de accion de la
rotenona, el complejo | mitocondrial, sea la razén por la que se encontré el efecto

facilitador de la memoria.

El complejo | mitocondrial cumple dos funciones en la OXPHOS: extrae electrones
oxidando a la coenzima NADH y usa esta energia para el bombeo de protones al
espacio intermembranal para la formacién de un gradiente electroquimico (Mattson
y col., 2008). La obstruccion del complejo | causa una disminucion en la capacidad
celular de sintesis de ATP, como pudo observarse en el analisis de actividad
mitocondrial (Figura 10A), en donde la administracion de rotenona en el estriado
causo un decremento significativo en el potencial de membrana de las muestras. Sin
embargo, esta obstruccion no implica el desacoplamiento total de la respiracion
celular, ya que la mitocondria cuenta con sitios alternos para la extraccién de
electrones (complejo 1) y para el bombeo de protones (complejos Il y IV; Zhao y col.,
2019), por lo que queda la posibilidad de que las células empleen mecanismos

compensatorios en sitios metabdlicos previos o posteriores al complejo .

Un estudio en cultivos de astrocitos reporté que la administraciéon de rotenona

incrementod tres veces su tasa glicolitica (Bittner y col., 2010), lo que sugiere que las
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células responden al decremento en su eficiencia energética a través del aumento
de su metabolizacién de glucosa. El malfuncionamiento congénito del complejo | esta
vinculado con neuropatias como el sindrome de Leigh (Smeitink y col., 2004) y su
mutacion espontanea se ha asociado con el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson (Bhat y col., 2015), sin
embargo, en ambos casos, la sintomatologia patolégica se manifiesta después de un
periodo prolongado de ineficiencia del complejo. Los sujetos en este trabajo
solamente presentaron una inhibicién temporal del complejo |, en dosis que no han
reportado danos neuronales severos, ni disminucidn en habilidades motoras
(Mulcahy y col.,, 2011), por lo que cabe la posibilidad de que los resultados
conductuales de facilitacién durante la consolidacién deriven de un metabolismo

temporalmente acelerado a razén de la exposicion a rotenona.

El efecto facilitador del tratamiento con rotenona, probablemente se relaciona con las
dosis bajas que se administraron (0.8 y 1.2 ug/pL), ya que se han reportado efectos
nocivos a la viabilidad celular después de la administracion intracerebral de
concentraciones mayores de rotenona (>3.6 pg/uL; Mulcahy y col., 2011). Se ha
identificado que este farmaco induce la expresion de citocinas proinflamatorias en
tejido cerebral (Sharma y col., 2018), disminuye la estabilidad de microtubulos en
hipocampo (Bisbal y col., 2018), inhibe la autofagia (Jang y col., 2016) e incrementa
la produccion de ROS (Radad y col., 2006). Es probable que, si la dosis administrada
incrementara o se volviera cronica, el beneficio sobre la consolidacién desapareceria,
0 incluso, se revertiria, como se observa en protocolos de modelos experimentales
de la enfermedad de Parkinson, en donde la administracion regular de rotenona
genera deficiencias cognitivas (Innos y Hickey, 2021), sin embargo, es necesario
explorar esta posibilidad experimentalmente.

El bloqueo del complejo | mitocondrial causaria, teéricamente, la acumulacion de
NADH, lo cual se ha observado en humanos. En estudios sobre pacientes con
deficiencias en la respiracion celular, se reporté que el 80 % de los sujetos con

mutaciones en el complejo | presentaba un incremento significativo en la proporcién
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de lactato/piruvato, indicativo de un aumento en la proporcion NADH/NAD+ (Munnich
y col., 1996). Se ha observado experimentalmente que la administracion directa de
NADH en neuronas estimula la expresion de IEGs, como c-Fos y Arc, asi como la
fosforilacion de Erk 1/2, lo que correlaciona a esta coenzima con la plasticidad
neuronal (Liu y col., 2021; Yang y col., 2014). La facilitacion en la consolidaciéon que
se observa en los grupos tratados con rotenona podria ser resultado de la
estimulacién de la plasticidad neuronal derivada de la acumulacién temporal de
NADH. Los estudios de western blot, realizados en este trabajo (Figura 6), no
mostraron diferencias significativas en la expresion de Arc durante el periodo de
prueba, lo que indica que no hay un incremento en la actividad neuronal durante la
evocacion causado por el tratamiento con rotenona, no obstante, se mantiene la
posibilidad de que evaluaciones inmediatamente posteriores a la inyeccion
intracerebral de rotenona muestren incrementos en Arc en los grupos tratados con
rotenona, similares a los reportados en la literatura (Guzowski y col., 2000; Ploski y
col., 2008).

La tarea del MWM se realiza en un contexto aversivo, lo cual induce la liberacion de
glucocorticoides, hormonas ampliamente relacionadas con la modulacion del
proceso de memoria de informacion con componentes emocionales (Choi y col.,
2018; Roozendaal, 2000). Se ha reportado que los glucocorticoides, corticosterona
en roedores, llevan a cabo sus efectos sobre la memoria principalmente a través del
GR y se ha mostrado experimentalmente que la administracion de antagonistas al
GR, como RU-486, bloquea su efecto de facilitacion o deterioro sobre la memoria
(Roozendaal, 2002). Puntualmente, se ha reportado que la administracion de RU-
486 en DS después del entrenamiento bloquea el efecto facilitador de la
consolidacion de la corticosterona (Fuentes-lbafiez y col., 2021; Sanchez-Resendis
y col., 2012). Al mismo tiempo, se ha reportado que los glucocorticoides inducen la
translocacién de GRs hacia mitocondrias cerebrales (Kokkinopoulou y Moutsatsou,
2021) y que la exposicion momentanea a concentraciones bajas y altas de
glucocorticoides tiene efectos positivos en la funcion mitocondrial de célula corticales,
particularmente en la OXPHOS y el amortiguamiento de los niveles de Ca?* (Du y
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col., 2009). Por estos motivos, se determind prudente explorar una posible
interaccion entre los glucocorticoides y la inhibicion del complejo | mitocondrial en la

consolidacion de la memoiria.

No se observaron diferencias significativas en el desempefio de los grupos durante
la prueba (Figura 8), lo que indica que el bloqueo de los GRs no inhibe el efecto
facilitador de la rotenona. Este resultado puede explicarse desde diferentes
perspectivas, por un lado, la accién de los glucocorticoides sobre la actividad
mitocondrial durante la consolidacion puede ocurrir independientemente de sus
receptores. Estudios en neuronas hipotalamicas mostraron que la corticosterona
disminuye la produccién de ATP de forma independiente del receptor de
glucocorticoides y que es atribuible a la inhibicion directa del complejo | mitocondrial
(Fujita y col., 2009). Por otro lado, un estudio en corteza prefrontal y cerebelo de fetos
bovinos mostré que la administracion de cortisol incrementaba la OXPHOS
dependiente del complejo Il, sin efectos significativos en el complejo | mitocondrial
(Davies y col., 2022), lo que sugiere que la mayor interaccion entre la sefalizacion
mediante glucocorticoides y el suministro energético mitocondrial es a través del
complejo Il. Finalmente, estudios en hipocampo, mostraron que la exposicion aguda
a estrés causoé una disminucioén significativa en los niveles de expresion de genes de
los complejos de la cadena de transporte de electrones, particularmente los del
complejo | mitocondrial (ND-1, ND-3 y ND-6; Hunter y col., 2016), por lo que es
posible que la accién del GR sea analoga a la de la rotenona y por eso no se observa

un cambio en la conducta al inhibir su accién.

Los resultados conductuales muestran que los grupos adquirieron la tarea de manera
comparable antes del tratamiento (Figura 3A, 7A). Estudios previos muestran que el
MWM recluta al DS (Akirav y col., 2004; Baldi y col., 2003; Morris, 1984) y que el
estriado es una estructura clave para las memorias de procedimiento por lo que los
hallazgos obtenidos muestran una modulacién sobre la memoria de procedimiento.
Por otro lado, ya que la administracion de los farmacos se realizd6 después del

entrenamiento, durante la consolidacion de la memoria, se pueden descartar efectos
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inespecificos de los tratamientos sobre motivacion o la motricidad. Al analizar
estadisticamente la velocidad de nado (Figura 3B y 7B), no se encontraron
diferencias significativas entre grupos, concordando con los resultados obtenidos por

Mulcahy y col. (2011) en un rango de dosis similar.

El volumen de farmaco administrado en este experimento fue efectivo para provocar
facilitacion en el desempefio. Antecedentes de estudios farmacologicos en el DS han
utilizado esta medida (Goodman y Packard, 2014; Lozano y col., 2013; Siller-Pérez
y col., 2017), sin embargo, una cantidad mayor ha sido probada en otros estudios
(Medinay col., 2007; Quirarte y col., 2009). Esto podria iniciar una nueva indagacion,
estudiar el efecto del incremento del volumen de administracion. De igual manera,
debido a que el DS se divide en dos regiones y su funcionalidad es heterogénea
(Goodman y Packard, 2018), la inhibicion del complejo | mitocondrial podria ser
dirigida a una region especifica del estriado, el estriado dorsolateral, la cual se
encuentra estrechamente relacionada a la memoria de procedimiento (Yin vy
Knowtton, 2004; Yin y col., 2009). Otros resultados también podrian surgir al realizar

la inyeccion en un intervalo de tiempo diferente.

La medicion de IEGs como Arc ha sido util para evaluar actividad neuronal
relacionada a plasticidad derivada de procesos mnemonicos (Daberkow y col., 2007;
Gardner y col., 2016). Su expresion es importante en diferentes etapas de formacién
de la memoria principalmente durante la consolidacion (Plath y col., 2006) pero
también en la evocacién (Nakayama y col., 2015; Ramirez-Amaya y col., 2005).
Debido a que durante la evocacion ocurre la reactivacion de los conjuntos neuronales
implicados en la consolidacion (Frankland y col., 2019), el analisis de expresion de
Arc después de la evocacion se considerd como referencia de los posibles cambios

plasticos ocurridos durante la consolidacion.

No se encontraron diferencias significativas al analizar la expresién de Arc durante la
evocacion (Figura 6A), sin embargo, esta temporalidad experimental permitio
maximizar los recursos provistos. La comprension de la actividad neuronal inducida
por el comportamiento también podria ser estudiada durante el proceso de
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consolidacion, ya que se conoce la relevancia de Arc en esta etapa (Epstein y
Finkbeiner, 2018), mientras que, a nivel genético, se podria explorar el efecto de la
rotenona sobre la expresion de otros IEGs como c-Fos o EGR-1 (Minatohara y col.,
2016). En el aspecto técnico, la elaboracion de western blot permiti6 un analisis
semicuantitativo de la proteina situada en el DS, sin embargo, el uso de otras
técnicas, como inmunohistoquimica, permitiria observar la proteina sobre el tejido
diferenciando la expresion en las subregiones del DS, particularmente en el estriado

dorsolateral.

Finalmente, estos hallazgos sugieren que la inhibicidn transitoria del complejo |
mitocondrial facilita el proceso de consolidacion de la memoria, particularmente del
tipo de procedimiento. La relacion de la mitocondria con la memoria es un tema poco
explorado y el presente trabajo aporta evidencia de la complejidad de esta relacion.
El conocimiento profundo de esta relaciéon podria contribuir en el entendimiento de la
patogénesis de las enfermedades de Parkinson y Huntington, quienes presentan
deficiencias mitocondriales en etapas tempranas. Este estudio podria ampliarse a
través del uso de farmacos alternativos con mayor especificidad a las neuronas o

con mecanismo distinto de obstruccion de la OXPHOS.
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6. CONCLUSIONES

1) La inhibicion del complejo | mitocondrial en el estriado dorsal por rotenona facilitd
la consolidacion de la tarea del laberinto acuatico de Morris con clave.

2) La administracion intracerebral de rotenona no altero los niveles proteicos de Arc
en el estriado dorsal durante la evocacion de la tarea del laberinto acuatico de
Morris con clave.

3) La facilitacion de la consolidacion de la tarea del laberinto acuatico de Morris con
clave por rotenona no parece estar mediada por el receptor de glucocorticoides

del estriado dorsal.
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