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I. Resumen

Los glucocorticoides facilitan la consolidacion de la memoria (Medina et al., 2007; Quirarte
et al., 2009), mediante la activacién de los receptores a glucocorticoides (GR), los cuales
actuan como un factor de transcripcion para la expresion de proteinas de novo y la
activacién de vias de sefalizacion (Kumar & Calhoun, 2008). Si bien se conocen los
efectos de los GR en la plasticidad neuronal y en los procesos de consolidacién, el
espectro total de su funcion aun esta lejos de ser comprendido. Se ha reportado que los
GR tiene la capacidad de translocarse en las mitocondrias del cerebro (Moutsatsou et al.,
2001), en las cuales actua como un factor de transcripcién y potencia su actividad (Du,
McEwen, & Maniji, 2009a), siendo la actividad mitocondrial un factor primordial para la
plasticidad neuronal y la memoria, es importante estudiar la relacion de la translocacion del
GR y la actividad mitocondrial en un contexto de aprendizaje. En este trabajo estudiamos
la relacién de la translocacidn de los receptores a glucocorticoides en las mitocondrias y el
potencial de membrana mitocondrial con el proceso de consolidacion de la memoria, en el
estriado dorsal de ratas entrenadas en el laberinto acuatico con clave, también se estudi6
un grupo de nado que se expuso al laberinto acuatico sin las plataforma ni la pista y un
grupo intacto que se mantuvo en su caja-habitacion hasta el momento del sacrificio. Los
resultados mostraron que la translocacion de los receptores a glucocorticoides y el
potencial de membrana mitocondrial del estriado presentan un pico alto en la temporalidad
de 1.5 horas asociada al entrenamiento en la tarea del laberinto acuatico con clave, esto
sugiere que la translocacion de los GR tiene una convergencia funcional con el potencial

de membrana mitocondrial durante el proceso de consolidacion de la memoria.



Il. Abstract

Glucocorticoids enhance memory consolidation (Medina et al., 2007; Quirarte et al., 2009),
through the activation of the glucocorticoid receptors (GRs), which act as transcription
factors that induce de novo protein expression and the activation of diverse signaling
pathways (Kumar & Calhoun, 2008). The role of GR in neural plasticity and memory
consolidation are well known, however the whole spectrum of its functions is far from
understood. It has been shown that GR can translocate into the mitochondrion of the brain
(Moutsatsou et al., 2001), in which act as a transcription factor and enhance its activity (Du,
McEwen, & Maniji, 2009a); giving the fact that mitochondrial activity is a primary factor for
neural plasticity and memory, is important to study the relation between GR translocation
and mitochondrial activity in a learning context. We studied the relation between the
translocation of the glucocorticoid receptor into mitochondria and the mitochondrial
membrane potential of the dorsal striatum of rats trained in the cued-water maze task,
adding swim groups that were exposed to the water maze apparatus without the platform or
the cue, and an intact group that stayed in its home box until the time of sacrifice. The
results showed that both GR translocation into mitochondria and mitochondrial membrane
potential have high peak at the 1.5 hours temporality related with the cued-water maze
training, this suggests that the translocation of GR into mitochondria and the mitochondrial

membrane potential have a functional convergence during memory consolidation.



1. Introduccioén

La memoria es el proceso de almacenaje de informacion posterior a un aprendizaje. Dentro
de los distintos tipos de memoria se encuentra la memoria de procedimiento, que hace
referencia al aprendizaje de habilidades (del “como realizar tareas”) (Arciniegas, Wortzel, &
Frey, 2013). Un sustrato cerebral importante para la memoria de procedimiento es el
estriado, estructura perteneciente a los ganglios basales, que también participa en la
actividad motora.

Un aspecto que influye de manera importante a la formacién de la memoria es el estrés,
particularmente la liberacion de glucocorticoides y la posterior activacion del receptor a
glucocorticoides (GR), que se ha reportado como un factor importante para la
consolidacion de la memoria. Se sabe que la activacion de los GR en el estriado facilita la
formacion de la memoria (Medina et al., 2007; Quirarte et al., 2009).

Se ha establecido que durante la consolidacion de la memoria se requiere de una gran
cantidad de energia para que se lleven a cabo mecanismos de plasticidad neuronal. Dicha
energia se obtiene en mayor medida por la actividad del mitocondrial (Li, Okamoto,
Hayashi, & Sheng, 2004).

Evidencia reciente ha demostrado que la actividad de la mitocondria, un organelo ligado
principalmente al metabolismo celular tiene una influencia en los procesos cognitivos y
conductuales, al contribuir con la produccion de energia que estaria implicada en los
procesos moleculares que permiten los cambios plasticos necesarios para el almacenaje
de informacion y la neurotransmision. Esta actividad se ve afectada por la accion de
hormonas, particularmente los glucocorticoides, ya que estos inducen cambios funcionales

y de expresion de genes mitocondriales (Du et al., 2009a; Psarra & Sekeris, 2011).



2. Antecedentes

2.1. El aprendizaje y la memoria

2.1.1. Aprendizaje

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

Existen dos tipos fundamentales de aprendizaje. El aprendizaje no asociativo y el
aprendizaje asociativo. El primero se considera la forma mas basica del aprendizaje, y
hace referencia a la dinamica de respuesta ante la presencia, ausencia o repeticion de un
estimulo. Ejemplos claros son la habituacion, la sensibilizacion y la deshabituacion.

El aprendizaje asociativo a su vez representa un proceso de mayor complejidad. Es una
forma de modificacion conductual que implica la asociacion con un suceso, cdmo cuando
la presentacién repetida del estimulo conduce a la alteracion de la velocidad y frecuencia
de la respuesta. Los dos ejemplos mas comunes son el condicionamiento clasico y el

condicionamiento operante (Goshen-Gottstein, 2003).

2.1.2. Memoria

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

El estudio de los procesos de memoria ha permitido establecer distintas clasificaciones,
una de ellas se expresa en relacion con el tiempo, dividiendose en memoria de corto plazo
(MCP) y memoria de largo plazo (MLP). La MCP nos permite almacenar una cantidad
limitada de informacién durante un corto periodo de tiempo, se considera una memoria
relativamente fragil y vulnerable a cualquier tipo de interferencia. Por el contrario, la MLP
nos permite almacenar una gran cantidad de informacién durante un tiempo ilimitado,
siendo una memoria mas estable y duradera (Redolar-Ripoll, 2012). En este contexto, se
ha descrito que los procesos de memoria pueden fraccionarse en fases (Figura 1). El paso

inicial de estas fases se define como adquisicion, momento en que se codifica el estimulo



percibido o la memoria de un evento, luego ocurre la consolidacion, proceso por el cual
una MCP pasa a ser una MLP, lo que permite que dicha informacion pueda recuperarse,
fase que se conoce como evocacion. Es preciso hacer hincapié en el proceso de
consolidacion, concepto que hace referencia a la estabilizacién progresiva de la memoria
(Dudai, 2002), es decir, el periodo de transicion desde un estado fisioldgico inicial labil
hasta el establecimiento de una memoria duradera (Izquierdo et al., 1998), en el cual, se
establecen los cambios plasticos necesarios (expresion de receptores, numero de espinas
dendriticas, conexiones sinapticas, etc.) asi como el desencadenamiento de cascadas
moleculares que permiten que dichos cambios se vuelvan duraderos (Squire & Alvarez,
1995).

IConsolidacion
Evocacion

M9P MLP ‘

N\

Evocacion

.

Memoria

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

El estudio de la memoria tanto en pacientes amnésicos (pacientes con un deterioro en la
capacidad de almacenar informacién) como en modelos animales, ha demostrado que ésta
no se trata de una sola entidad, sino que se compone de sistemas multiples (Schacter &
Tulving, 1994). Afirmacion que implica una diferenciacién basada en el tipo de informacion
que se almacena, dividiéndose en memoria declarativa (explicita) y memoria no declarativa
(implicita).



La memoria declarativa se refiere a la memoria de hechos o eventos, mientras que la
memoria no declarativa se refiere a la generacion de habilidades o asociaciones que

pueden derivar en un aprendizaje (Squire & Knowlton, 1995).

2.1.2.1. Memoria de procedimiento

Dentro de la clasificacion de la memoria no declarativa se encuentra la memoria de
procedimiento, que se refiere al aprendizaje, almacenamiento y evocaciéon de secuencias
motoras (“‘como” llevar a cabo tareas), conceptualmente se relaciona con la accién de
realizar un movimiento intencional en respuesta a la demanda del ambiente (Arciniegas et
al., 2013), ademas de ser una memoria relativamente duradera, al ser menos susceptible
al decaimiento por el paso del tiempo (Cohen & Bacdayan, 1994).

Este tipo de memoria es dependiente de la practica o la repeticién, que mejora claramente
la ejecucidon motora. Los estudios de las bases neurobiolégicas de la memoria de
procedimiento han demostrado que las ejecuciones repetidas de una respuesta motora
producen una reorganizacion de la actividad entre las cortezas motoras y las areas de
planeacion motora (Reber, 2013).

Estos cambios han inspirado un modelo de aprendizaje motor basado en dos
componentes, el aprendizaje de habilidades motoras rapido (inmediato) y el lento
(consolidado), en los cuales hay diferentes contribuciones de los circuitos cortico-estriatal y
cortico-cerebeloso (Doyon, 2008).

Una estructura que se ha asociado fuertemente con la consolidacion de la memoria de
procedimiento es el estriado (Barnes, Kubota, Hu, Jin, & Graybiel, 2005). Estructura
perteneciente a los ganglios basales que forma parte de los circuitos involucrados en la
planeacién del movimiento, que se caracteriza por ser centro de integracién para

conexiones provenientes de la corteza cerebral (McGeorge & Faull, 1989).

2.2. El estriado

2.2.1. Localizacion

El estriado (también conocido como caudado-putamen) (Paxinos & Watson, 2005), es una

estructura cerebral que en conjunto con la sustancia nigra, el globo palido, el area ventral



tegmental y el nucleo subtalamico conforman a los ganglios basales (Rye et al., 1996)
(Figura 2).

Los ganglios basales son una region evolutivamente conservada en el prosencéfalo, que
consiste en nucleos motores que forman circuitos recurrentes, criticos para las funciones
de motivacion y planeacion motora (Kreitzer, 2009). EI componente principal de los
ganglios basales es el estriado, ya que recibe informacidon de todas las cortezas mediante
entradas glutamatérgicas (especialmente de la corteza motora primaria), integrando la
informacion y proporcionando salidas GABAérgicas que terminan principalmente en el
talamo (Figura 2). Dos de las principales vias de salida del estriado se dirigen al globo

palido (GP) y la sustancia nigra pars reticulata (SNr) (Gerfen, 1992).

Coliculo
superior

"Nicleo
subtalamico

Figura 2. Representacion de la localizacion del estriado. El estriado recibe informacién proveniente de la
corteza y manda conexiones que por una via directa pasa a la sustancia nigra reticulata (SNr) y por una via
indirecta pasa por el globo palido (GP) y el ndcleo subtaldmico para llegar al SNr que a su vez envia
informacion al tdlamo, al nucleo penduculopontino (PPN) y la eminencia pretalamica (EP). Modificada de
Gerfen (1992).

2.2.2. Neuroquimica

Si bien el estriado parece estructuralmente uniforme, tiene una composicién quimica bien
diferenciada, hecho que ha sido corroborado mediante el uso de marcadores
neuroquimicos. Ciertos marcadores han evidenciado secciones diferenciadas
denominadas parches, mientras que otros marcadores expresan una matriz que se

encuentra rodeando a los parches (Herkenham & Pert, 1981).
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Los parches también denominados estriosomas, representan el ~10% del volumen estriatal,
y se distinguen por una unioén densa del receptor y-opioide, una actividad resaltable para
marcadores de sustancia P y una actividad escasa para marcadores colinérgicos como
acetilcolinesterasa (Bolam, 1zzo, & Graybiel, 1988; Graybiel & Ragsdale, 1978; Herkenham
& Pert, 1981).

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

La organizacion en mosaico de los parches y la matriz permite a su vez una diferenciacion
en la conectividad el estriado, ya que si bien las neuronas tanto del parche como la matriz
proyectan a la sustancia nigra, las neuronas de los parches proporcionan entradas a
células dopaminérgicas, particularmente al nivel ventral de la pars compacta y las islas de
células dopaminérgicas en la pars reticulata, mientras que las neuronas de la matriz
proporcionan entradas a la ubicacion de las neuronas GABAérgicas en la sustancia negra
pars reticulata (Gerfen, 1992).

En cuanto a su neuromodulacién se sabe que su actividad es controlada por los sistemas
de neurotransmision de dopamina y acetilcolina, provenientes de las entradas del area
ventral-tegmental y los circuitos locales, respectivamente. Ambos sistemas de
neurotransmisién se han asociado primariamente con la funcién normal de los ganglios
basales, la actividad motora, los procesos emotivos y la memoria (Schultz, 2007; Zhou,
Wilson, & Dani, 2002).

2.2.3. Anatomia

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

Por su parte las interneuronas sin espinas se distribuyen en una cantidad mucho menor y
pueden clasificarse en interneuronas medianas GABAérgicas e interneuronas grandes

colinérgicas (Kawaguchi, Wilson, Augood, & Emson, 1995).
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Las interneuronas medianas GABAérgicas pueden diferenciarse histoquimicamente en 3
subtipos que son: (1) parvalbumina-positivas, (2) somatostatina-positivas, Neuropéptido Y,
sintetasa de 6xido nitrico-positivas, y (3) calretinina-positivas.

En una categoria fisioldgica, estos tipos de células también pueden clasificarse en cuanto a
sus patrones de disparo de potenciales de accion. Las células parvalbumina-positivas
presentan tasas de disparo rapido de manera sostenida, por lo que también pueden ser
nombradas como interneuronas de disparo rapido, “fast spiking” (FS, por sus siglas en
inglés). Mientras que las somatostatina-positivas y las calretinina-positivas, tienen tasas
menores de disparo, por lo que son conocidas como interneuronas de umbral bajo (LTS)
(Tepper & Bolam, 2004).

2.2.4. Conectividad

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

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

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

El estriado puede también dividirse en regiones funcionalmente diferenciadas por las
regiones que conecta: el estriado dorsal, que se divide en estriado dorsomedial que recibe
las entradas de las cortezas asociativas, el estriado dorsolateral que recibe entradas de la
corteza sensitivo-motora, y el estriado ventral que recibe entradas glutamatérgicas de la
corteza frontal y las regiones limbicas (Brog, Salyapongse, Deutch, & Zahm, 1993; Nicola,
2007). Por su parte, las conexiones de salida del estriado pueden clasificarse en una via
directa y una via indirecta en funcién de sus relevos. La via directa, el estriado proyecta al
globo palido interno, el cual, envia proyecciones directas al talamo. Por su parte, en la via
indirecta proyecta al globo palido externo que manda conexiones al nucleo subtalamico,
que se conecta a su vez con globo palido interno, que finalmente se conecta con el talamo
(Soriano-Mas & Guillazo-Blanch, 2007).

12



2.2.5. Funciones

Debido a la capacidad del estriado para integrar y modular informacion proveniente de
diferentes areas de la corteza se le ha asociado con las funciones de planeacién en
actividad motora, asi como el aprendizaje motor o0 memoria de procedimiento, asi como
aspectos motivacionales. También se la ha relacionado con los tipos de memoria que
requieren la adquisicion de una respuesta motora, o la capacidad de constituir
asociaciones entre una respuesta instrumental y una recompensa (Balleine, Delgado, &
Hikosaka, 2007). Su activacion es vital para que se dé una mejora en la ejecucién de una
tarea después de la repeticidon de ensayos (Reber, 2013).Se ha reportado ademas, que
esta estructura representa un sistema de memoria independiente, que se encarga de
procesar el aprendizaje de habitos estimulo-respuesta (E-R) (Packard & McGaugh, 1992;
White, 1989). Esta afirmacién ha sido corroborada mediante herramientas farmacologicas y
de registro in vivo de la actividad neuronal. En los cuales, se ha reportado que la
administracion local de un antagonista al receptor NMDA inhibe el aprendizaje dirigido a un
objetivo, mientras que lesiones excitotdxicas producen deterioro en el aprendizaje de
habitos (Hilario, Clouse, Yin, & Costa, 2007; Yin, Knowlton, & Balleine, 2004). Asimismo, se
han observado cambios en los patrones de disparo neuronal en ratas, durante el
aprendizaje relacionado a una tarea dirigida a un objetivo y en tareas de condicionamiento
clasico (Day et al., 2006; Tan et al., 2007).

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

Existe también evidencia de una diferenciacion funcional de las propias regiones del
estriado. Se ha propuesto que el estriado dorsal desempefa un papel importante en la
consolidacion de la memoria espacial (De Leonibus, Oliverio, & Mele, 2005). A su vez, se
ha descrito que las lesiones en el estriado dorsolateral y dorsomedial deterioran la
adquisicion de memoria de tipo no asociativo, como memoria de procedimiento, y el

aprendizaje dirigido a un objetivo (Yin et al., 2004; Yin, Knowlton, & Balleine, 2005).
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Mientras que el estriado ventral participa en el procesamiento del aprendizaje asociativo de

condicionamiento clasico (Day, Roitman, Wightman, & Carelli, 2007).

2.3. El estrés y la memoria

Un aspecto de gran influencia en la consolidacion de la memoria es el estrés. El estrés se
define como un estado en el cual un estimulo produce una alteraciéon en la homeostasis
corporal, lo que conlleva una cascada de eventos fisioldégicos que influyen en procesos
cognitivos, como el aprendizaje y la memoria (Chrousos & Gold, 1992). Existen evidencias
experimentales que indican que las experiencias emocionales suelen recordarse con una
viveza e intensidad particular y que pueden mantenerse en la memoria por largos periodos
(McGaugh & Roozendaal, 2002). McGaugh (1983) propuso que los procesos enddgenos
activados por la experiencia pueden servir para regular la consolidacion de las mismas,
influenciado por hormonas liberadas desde la corteza adrenal (catecolaminas vy
glucocorticoides) (Roozendaal & McGaugh, 2011; Sandi, 2003).

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

Una prueba de ello es el trabajo de Jefferys, Copolov, Irby y Funder (1983) quienes
describieron un papel primordial de los glucocorticoides en la tarea de nado forzado al
remover las glandulas adrenales. Los resultados, mostraron un deterioro en la conducta de
inmovilidad en las ratas sin la corteza adrenal. De manera interesante, esta conducta se
recuperaba con la administracion de agonistas a glucocorticoides como la dexametasona o
la misma corticosterona.

Otra estructura relacionada con en este proceso es el estriado, al ser una de las
estructuras diana de los glucocorticoides durante la modulacidn de la memoria. Medina et
al. (2007) reportaron que la administracion de corticosterona (10 ng) directamente en el
estriado dorsal inmediatamente después del aprendizaje, provocaba un efecto facilitador
en la consolidacion de la memoria en la tarea de evitacion inhibitoria (Figura 3),
demostrando ademas la importancia del GR en la consolidacion de la memoria, ya que al
administrar el antagonista (RU 486) no se observo una facilitacion en la consolidacion de la

tarea.
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Figura 3. Medianas de retencion de ratas entrenadas en la tarea de evitacion inhibitoria de los grupos a lo
que se les administré corticosterona (5, 10, 20, 30, 60 ng) directamente en el estriado dorsal inmediatamente
después del entrenamiento. Las ratas a las que se les administré la dosis de 10 ng mostraron una facilitaciéon
en la consolidacion de la tarea, presentaron latencias de retencion altas en comparacion con el grupo
vehiculo. Cx10 es un grupo control al que se le administré corticosterona (10ng) en la corteza parietal.
Modificada de Medina et al. (2007).

La influencia del estrés en la consolidacién de la memoria también se ha observado en
paradigmas conductuales en los que se estudia la memoria de procedimiento. Quirarte et
al. (2009) reportaron que la administracién de corticosterona (5 ng) en el estriado dorsal
inmediatamente después del entrenamiento en el laberinto acuatico de Morrris en su
version de procedimiento (laberinto acuatico con clave), resultaba en una facilitacion en la
consolidacion de la memoria de esta tarea (Figura 4).

Posteriormente, Lozano, Serafin, Prado-Alcala, Roozendaal y Quirarte (2013) utilizaron la
tarea de laberinto de Morris en su versién espacial y el laberinto acuatico con clave (de
procedimiento) para estudiar el efecto de diferentes concentraciones de corticosterona (5,
10, 20 ng/kg) administrada en el estriado dorsomedial inmediatamente después del
entrenamiento. Reportaron un efecto de facilitacién en la consolidacién de esta tarea,
confirmando asi la importancia de esta estructura para la consolidacion de la memoria de

procedimiento.
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Figura 4. Promedio de las latencias de escape de ratas entrenadas en el laberinto acuatico con clave, a las
que se les administré corticosterona (2, 5 y 10 ng) en el estriado dorsal inmediatamente después del
entrenamiento. Los animales a los que se les administr6é la dosis de 5 ng mostraron una facilitacion en la
consolidacion de la memoria de esta tarea al mostrar latencias de escape menores al grupo vehiculo.
Modificada de Quirarte et al. (2009).

2.4. Mecanismo de liberacion de los glucocorticoides

La exposicidbn ante un evento estresante activa un circuito neuroendocrino altamente
conservado en los animales, el eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) (de Kloet, Joels, &
Holsboer, 2005) (Figura 5). El hipotalamo, especificamente el nucleo paraventricular, cuyas
neuronas constituyen un centro de integracion de influencias procedentes de diversos
sistemas de neurotransmision provenientes de diversas areas cerebrales como la corteza
prefrontal y el hipocampo, se encarga de producir la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) cuya funcién es estimular la regién de la pituitaria anterior (Sandi, 2003). Ante esta
influencia, la pituitaria anterior libera la hormona adrenocorticotropina (ACTH), que es
transportada en la circulacién hacia la corteza de las glandulas adrenales. En la zona
fascicular se sintetizan y liberan los glucocorticoides a la sangre, donde participan en la
respuesta al estrés y en la conservacion de la homeostasis, mediante respuestas internas
como le regulacion de niveles de glucosa, presion sanguinea, respuesta inmunoldgica, y la
induccion de un gran cantidad de respuestas moduladoras en el cerebro (Olson, Marc,
Grude, McManus, & Kellermann, 2011; Sandi, 2003).
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Figura 5. Eje hipotalamo-pituitaria-adrenal de rata. El sistema comienza con la liberacion de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) del hipotalamo, que dara lugar a la liberacién de corticotropina (ACTH) en
la pituitaria, asimismo ACTH provocara la liberacién de glucocorticoides en la corteza de la glandula adrenal.
Por sus siglas en inglés: PFC (corteza prefrontal), HIPP (hipocampo), AMY (amigdala), HYP (hipotalamo), LC
(locus coeruleus), ANS (sistema nervioso auténomo). Modificada de Joéls, Pu, Wiegert, Oitzl y Krugers
(2006).

Los glucocorticoides (cortisol en humanos, corticosterona en ratas) tienen propiedades que
les permiten ser una influencia central en la consolidacion de las experiencias estresantes,
una de ellas es su naturaleza altamente lipofilica, que les permite difundirse a todo el
cerebro al atravesar facilmente la barrera hematoencefalica (Kroll et al., 2009).

Una vez en el cerebro se unen a receptores especificos. Los glucocorticoides se unen
particularmente a dos tipos de receptores: los receptores mineralocorticoides (MRs) y los
receptores a glucocorticoides (GRs) (de Kloet, 1991).

Los MR y los GR difieren principalmente en su afinidad y distribucion. La afinidad de la
corticosterona a los MR es aproximadamente 10 veces mas alta que los GR. Esta
diferencia causa que los MR se encuentren ocupados o saturados (entre 70 y 80%) por los
glucocorticoides liberados bajo condiciones basales, mientras que la ocupacion de los GR
no suele pasar del 10%. Sin embargo, en presencia de un estresor y al elevarse la
concentracion de glucocorticoides, la activacion del GR aumenta considerablemente y ha
mostrado ser clave para la respuesta ante eventos estresantes (Sandi, 2003).
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2.5. Receptor a glucocorticoides (GR)
2.5.1. Estructura

E GR es una fosfoproteina que forma parte de la familia de los NRHs (receptores
nucleares hormonales, por sus siglas en inglés) de la cual dependen la mayoria de los
efectos bioldgicos de los glucocorticoides (Popoli, Yan, McEwen, & Sanacora, 2012). El
GR consta de un arreglo estructural de dominio comun en los NRHSs, el cual consiste en la
division de la secuencia primaria en un dominio N- terminal (NTD), un dominio central
dedos de zinc de union a DNA (DBD) y un domino C-terminal de union a ligando (LBD),
que contiene un subdominio de funcién de activacion (AF2) que se encarga de regular la
transcripcion (Bledsoe et al., 2002) (Figura 6).

La union de un ligando al domino LBD promueve un cambio conformacional del
subdominio AF2 (regularmente en la hélice 12) que resulta en la exposicion de la superficie

de la proteina para interaccionar con otras proteinas de corregulacion (Heck et al., 1994).

Gen del receptor a glucocorticoides

- sss#d w  H % F

Receptor a glucocorticoides Alfa

NTB -Hm

1 421 486 528

Receptor a glucocorticoides Beta

NTB -H-Elm

1 421 486 528

Figura 6. Representacion de la estructura del receptor a glucocorticoides (GR) en sus isoformas alfa y beta.
Su estructura se divide en los dominios N-terminal (NTB), unién al DNA (DBD) y unién a ligando (LBD),
ademas de una region de bisagra (H). Se muestra ademas el gen que codifica para el GR. Modificada de
Gruver-Yates y Cidlowski (2013).

2.5.2. Activacion

El GR se encuentra en su forma inactiva en el citoplasma, unido a un complejo

heteromérico formado por una variedad de proteinas como HSP90, HSP70, FKBPs, entre
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otras (Davies, Ning, & Sanchez, 2002). La union de la hormona provoca un cambio
conformacional del GR, que tendra como resultado un desensamble del complejo.

El receptor entonces puede participar en diferentes zonas celulares al entrar en
comunicacion con diversas cascadas de sefializacion; siendo una de sus caracteristicas
mas importantes su capacidad para translocarse en el nucleo, dénde interactua con puntos
criticos de regulacion de la transcripcion conocidos como elementos de respuesta a
glucocorticoides (GREs) (Kumar & Calhoun, 2008).

2.5.3. Funciones

El GR se expresa practicamente en todas las regiones del cerebro, mostrando a su vez
una clara diferenciacion en cuanto a su concentracion. Asi se mostréo en el trabajo
realizado por Morimoto, Morita, Ozawa, Yokoyama, y Kawata (1996), por medio de
hibridacién in situ, la presencia del receptor del GR en casi todas las estructuras
cerebrales. Regiones como CA1, CA2 y el giro dentado del hipocampo, el nucleo
paraventricular del hipotalamo y el nucleo central de la amigdala, destacan por una
presencia elevada del receptor. Por su parte, el estriado mostré una densidad moderada
pero constante en sus distintas subregiones.

Se ha reportado que el GR regula una amplia variedad de procesos celulares, mediante
efectos no gendmicos, al activar cascadas de senalizacion o modificando la accién de otros
neuromoduladores como el glutamato (Popoli et al., 2012) y por medio de efectos
genomicos, al unirse directamente al DNA o con interacciones proteina-proteina con otros
factores de transcripcion (Heck et al., 1994; Yamamoto, 1985).

Como ya se ha mencionado, la actividad de los glucocorticoides tiene efectos en todo el
cuerpo. Una de las funciones mas estudiadas del GR, es su aportacién en la respuesta de
inflamacion, teniendo un efecto antiinflamatorio que se basa en la inhibicion de la
transcripcion de numerosos genes que codifican proteinas proinflamatorias, entre las que
se incluyen numerosas citosinas como las interleucinas (IL), y el factor de necrosis tumoral,
entre otros (Adcock, 2000). También se ha reportado que participa en la apoptosis, ya que
puede activar la muerte celular a través de la induccion de los miembros de la familia Bcl-2,
tales como Bim, Bid y Bad (Lu, Collins, Grissom, & Cidlowski, 2007), asi como también la
represion de los miembros anti-apoptéticos, tales como Bcl-2, MCL-1 y Bcl-xL (Chauhan,
Leach, Kunz, Bloom, & Miesfeld, 2003).
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Otra funcién particularmente relevante es su participacion en la dinamica celular durante la
consolidacion de la memoria, ya que ademas de funcionar como un factor de transcripcion
se encarga de reclutar otras maquinarias transcripcionales como co-activadores y co-
represores para modular positiva o negativamente la transcripcion de genes de gran
relevancia para este proceso, como la proteina cinasa serina/treonina sgk1, el receptor
adrenérgico B2 y el receptor neuronal de serotonina (5-HT1A) (Cornett, Hiller, Jacobi, Cao,
& McGraw, 1998; Itani, Liu, Cornish, Campbell, & Thomas, 2002; Nakabayashi et al., 2001;
Rogatsky et al., 2003).

2.6. Las mitocondrias

Un componente esencial de la célula son las mitocondrias, al ser la fuente de energia para
la mayoria de las funciones celulares y un centro de sefalizacion metabdlica. En cada

célula existe una gran cantidad de mitocondrias (de 100 a 10000) (Taanman, 1999).

2.6.1. Morfologia

Las mitocondrias se encuentran en el citoplasma celular y se caracterizan por tener un
sistema de doble membrana, compuesto de una membrana externa y una interna, que
separan tres espacios bien definidos: el citosol, el espacio intermembranal y la matriz
mitocondrial. Ademas, una de sus caracteristicas principales es que cuentan con varias
repeticiones de su propio genoma, que es circular y contiene una cadena pesada y una
ligera, en éstas se produce una expresion abundante de genes que codifican para 13
proteinas (Robin & Wong, 1988), la mayoria asociadas a la fosforilacion oxidativa, proceso
fundamental para la sintesis de ATP (Taanman, 1999).

Las funciones de la mitocondria suelen asociarse mayormente a los procesos de
respiracion celular, produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en
inglés), apoptosis, almacén de Ca?* asociado a la actividad neuronal y plasticidad

neuronal.

2.6.2. Dinamica

Las mitocondrias pueden localizarse en cualquier parte de la célula ya que no se

encuentran estaticas, por lo que pueden transportarse hacia las zonas celulares que
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requieran potenciar su actividad metabdlica. Ademas, las mitocondrias pueden fusionarse
con otras mitocondrias para formar redes reticulares (Karbowski & Youle, 2003). De esta
manera, constituyen un sistema dinamico en continua adaptaciéon a las necesidades
celulares. Sin embargo, estas no pueden ser generadas de nuevo, sino que proliferan por
el crecimiento y la division de los organelos preexistentes. Esto se logra mediante los
cambios en la forma y posicién, que se dan a través de los procesos de fision y fusion
(Liesa, Palacin, & Zorzano, 2009).

El proceso de fusion permite el intercambio en el contenido de ambas mitocondrias. De
este modo, si una mitocondria ha sufrido mutaciones en su material genético o ha
acumulado demasiados radicales libres de oxigeno (uno de los principales causantes del
envejecimiento celular), estas caracteristicas negativas se aminoran. Otra funcion de la
fusidén en la disipacion del incremento del potencial de membrana mitocondrial durante la
produccion de ATP, permitiendo a la mitocondria volver a estados basales (Suen, Norris, &
Youle, 2008). Por su parte la fision, es el proceso por el cual se dividen las mitocondrias,
creando copias de si mismas que incluso pueden tener tamafos y caracteristicas
diferentes, lo que facilita en gran medida su transporte. La separacion permite a la célula
distribuir y reorganizar su compleja red de mitocondrias para adaptarla a las necesidades
celulares que varian constantemente (Knott, Perkins, Schwarzenbacher, & Bossy-Wetzel,
2008).

2.6.3. Actividad mitocondrial

2.6.3.1. Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo regulador esencial que interviene en la homeostasis tisular
y en el desarrollo normal, al eliminar las células innecesarias. La mayoria de estimulos que
conducen a la apoptosis convergen en la mitocondria y provocan una permeabilizacion de
su membrana externa. Con la permeabilizacién se liberan una serie de proteinas que
activan enzimas efectoras denominadas caspasas (Hengartner, 2000). Se ha propuesto
que la regulacién de la apoptosis por parte de la mitocondria se puede dar por dos vias.
Una via extrinseca hace referencia a la comunicacion de las mitocondrias con el medio
citoplasmatico, en el cual, la union de ligandos a receptores como TNF-R1 y DR3
desencadena la activacion de las caspasas y una cascada de reacciones que finalizan con

la muerte celular. La otra via, es la via intrinseca en la cual un proceso latente de
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transporte de la mitocondria conocido como permeabilidad transicional mitocondrial se
traduce en la permeabilizacion de la membrana mitocondrial a iones que incluyen el calcio.
Se ha propuesto que esta permeabilidad mitocondrial aumentada permite la salida del
citocromo C de la mitocondria para que éste actie como un agente pro-apoptético
(Verhagen et al., 2000).

2.6.3.2. Dinamica del calcio

Existe amplia evidencia de la capacidad de las mitocondrias para captar iones de calcio
(Ca?*) del medio citoplasmatico. El mecanismo que permite el paso de estos cationes por
la membrana mitocondrial externa ocurre a través de los canales anionicos dependientes
de voltaje (VDAC, por sus siglas en inglés) (Simamura, Shimada, Hatta, & Hirai, 2008).
VDAC es un canal de gran conductancia activado por voltaje, con alta probabilidad de
apertura y poco selectivo por aniones en bajos potenciales transmembrana, pero que
cambian su selectividad por cationes cuando aumentan los potenciales transmembrana
(Colombini). En cuanto al trafico de Ca?* a través de la membrana mitocondrial interna, se
puede dar por dos procesos, uno electroforético, por uniporte, que transporta Ca?* por el
gradiente eléctrico establecido por la cadena respiratoria y uno de intercambio sodio-calcio
(Na+/Ca?*) que ocurre principalmente en células musculares y neuronales (Rizzuto,
Bernardi, & Pozzan, 2000). Otra funcion importante del Ca?* en las mitocondrias es la
modulacién del ciclo de acidos tricarboxilicos. Cambios en sus concentraciones producen
la activacibn de las enzimas piruvato deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenasa
dependiente de NAD* y oxoglutarato deshidrogenasa, esenciales para el ciclo y que
conllevan a la produccion de ATP, este proceso activado por calcio representa una de las
respuestas de las mitocondrias ante situaciones de demanda metabdlica (McCormack,
Halestrap, & Denton, 1990).

Las funciones y los mecanismos de la entrada de Ca?* en la mitocondria siguen siendo un
tema de debate, sin embargo, se ha asociado su entrada con el mantenimiento de los
niveles basales del cation en el citoplasma, y en el caso de las células neuronales se ha
demostrado que la entrada de calcio en las mitocondrias de las sinapsis influye en el
restablecimiento del potencial de membrana una vez ocurrido un potencial de accién
(Billups & Forsythe, 2002).
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2.6.3.3. Produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

El término especies reactivas de oxigeno (ROS por si siglas en inglés) es usado para
describir una variedad de moléculas, algunas son radicales libres (especies quimicas con
un electron desapareado), derivadas de oxigeno molecular (Turrens, 1997).

Las ROS regulan una gran variedad de procesos celulares, como la secrecién y accién de
la insulina, la produccion de hormona de crecimiento, la activacion de citocinas (participan
en la comunicacion entre células), la union de las proteinas G a sus receptores, la
regulacion de la transcripcion, la regulacion de los transportadores inter e intracelulares,
ademas de que influyen en la acciébn de canales i6nicos (Bartosz, 2009). Debe
mencionarse que el desequilibrio en la cantidad de ROS causa un efecto llamado estrés
oxidativo, que resulta nocivo para los organismos, dafiando los constituyentes celulares e
incluso favoreciendo la muerte celular.

La mitocondria es el principal productor de especies reactivas de oxigeno (ion superdxido)
durante los procesos normales oxidativos del metabolismo, principalmente a través de las
reacciones de Oxido-reduccidn que ocurren en los complejos de transferencia de
electrones y que tienen al oxigeno como el ultimo aceptor de electrones (Macedo-Marquez,
2012).

2.6.3.4. Produccién de ATP

En las mitocondrias se desarrollan distintas reacciones bioquimicas catabdlicas que liberan
importantes cantidades de energia, la cual se almacena en moléculas ATP (adenosin-
trifosfato); en los organismos aerdbicos mas del 90% del ATP proviene de la accion de las
mitocondrias (Rodriguez, 2006). EI ATP es una molécula relativamente simple, formada
por una ribosa, una adenina y tres fosfatos. Su produccion proviene principalmente de la
oxidacion de la glucosa, la cual se produce en dos etapas. La primera se conoce como
glicdlisis la cual ocurre en el citoplasma y se refiere a la oxidacién de la glucosa para
formar acido piravico y una pequena cantidad de ATP (Nelson & Cox, 2004). La segunda
fase, tiene lugar en la mitocondria y se divide en dos partes, el ciclo de Krebs y el
transporte de electrones o fosforilacion oxidativa.

La fosforilacién oxidativa es la culminacion del metabolismo productor de energia en los

organismos aerdbicos. Todos los pasos oxidativos en la degradacién de glucidos, grasas y
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aminoacidos convergen en esta etapa de la respiracion celular en la que la energia de
oxidacion impulsa la sintesis de ATP (Arboleda & Sanchez, 2008).

El sistema dedicado al transporte de los electrones esta compuesto por 4 complejos
enzimaticos fijos y dos transportadores de electrones moviles: el complejo | o NADH
deshidrogenasa que contiene flavina mononucledtido (FMN), el complejo |l o succinato
deshidrogenasa, el complejo Il o citocromo bc1 y el complejo IV o citocromo ¢ oxidasa.

La oxidacion del piruvato en el ciclo de Krebs genera NADH y FADH2. De estas coenzimas
reducidas se transfieren los electrones al oxigeno a través de los cuatro complejos
transportadores de electrones y al mismo tiempo se transportan iones de hidrégeno desde
la matriz al espacio intermembranal, con la cual se genera un potencial electro-quimico
conocido como fuerza protén-motriz. Finalmente, el complejo FOF1 dirige la fuerza proton
motriz para culminar con la acciéon de la ATP-sintasa, un complejo enzimatico que se
encarga de la sintesis de ATP (Lodish, 2006).

2.6.4. Actividad mitocondrial y plasticidad neuronal

Existe numerosa evidencia de que las mitocondrias tienen funciones primordiales en la
plasticidad neuronal (Li et al., 2004) ya que, ademas de cumplir funciones energéticas en el
soma, también se encuentran en terminales presinapticas y en menor medida en espinas
dendriticas (Rowland, Irby, & Spirou, 2000).

Las mitocondrias juegan un papel activo en la regulacién del crecimiento de axones y
dendritas, en el proceso de sinaptogénesis y en las respuestas morfolégicas y funcionales
derivadas por actividad sinaptica (Bindokas, Lee, Colmers, & Miller, 1998). La funcion de
las mitocondrias en la plasticidad neuronal tiene diversos mecanismos dependientes de la
zona de la neurona en la que se encuentre (Cheng, Hou, & Mattson, 2010). En las
terminales presinapticas se encarga de proporcionar la energia para el mantenimiento y la
restauracion del potencial de membrana, mediante funciones como el secuestro de calcio,
actividad que se ha reportado como factor para que se establezca un potencial a largo
plazo (LTP por sus siglas en inglés). La LTP es un cambio funcional en la conectividad
neuronal ocasionado por el aumento de la fuerza sinaptica, lo que permite una
comunicacion constate y mas robusta entre ciertos circuitos y es, una de las caracteristicas
mas palpables de los procesos de aprendizaje y memoria (Calabresi et al., 2001). Las
mitocondrias también son capaces de modular el empaquetamiento y liberacion de

neurotransmisores, lo cual contribuye al aumento en la fuerza sinaptica.
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Las mitocondrias se encuentran también en las superficies de contacto de las neuronas
postsinapticas, tanto en el cuerpo de las dendritas y en menor medida en las espinas
dendriticas y pueden activar o regular respuestas estructurales y funcionales en estos
compartimentos (Popov, Medvedev, Davies, & Stewart, 2005), asi como proporcionar
energia para el surgimiento de nuevos contactos sinapticos. En cuanto a las mitocondrias
del soma, éstas se encargan de proporcionar la energia necesaria para numerosos
procesos bioquimicos, y también sirven como plataformas que participan en la
transferencia de informacion dentro de la neurona (Cheng et al.,, 2010). Por ultimo, las
mitocondrias de los axones son esenciales para el transporte intracelular, ya que
proporcionan la energia para el transporte anterégrado y retrogrado de diversas proteinas
y organelos de la terminal del axén hacia el soma y viceversa (Miller & Sheetz, 2004).

En este contexto, Li et al. (2004)reportaron que al agregar creatina (un acido organico
nitrogenado que activa la respiracion mitocondrial), a cultivos de células hipocampales, se
aumentaba cuantiosamente la energizacién de las mitocondrias de estas neuronas y esto
influia en la densidad de espinas dendriticas, encontrado que los cultivos con creatina
tenian una mayor densidad de espinas que los cultivos control.

Otro trabajo particularmente relevante en este aspecto es el realizado por Hara et al.
(2014), quiénes mediante reconstruccion en 3D de microscopia electronica caracterizaron
morfolégicamente las mitocondrias presentes en la corteza prefrontal (estructura asociada
al proceso de informacién de la memoria de trabajo) de monos hembra tanto jovenes como
adultas, encontrando en las adultas una mayor cantidad de mitocondrias en forma de dona,
un tipo de mitocondria que se asocia a la degradacion por estrés y la edad al ser
funcionalmente deficiente. Lo anterior correlaciona con una ejecucion deficiente en la
memoria de trabajo y la presencia de un deterioro sinaptico en monas viejas.
Interesantemente, el deterioro cognitivo podia recuperarse con la administracién de
hormonas, especificamente, los estrogenos, ya que al administrar estas hormonas a las
monas se les mejoraba la ejecucion en la tarea de memoria de trabajo y aumentaba el

numero de vesiculas ancladas a la membrana de su sinapsis.

2.6.5. Modificaciones conductuales relacionadas con las funciones mitocondriales

La actividad mitocondrial se ha asociado también a la consolidaciéon de la memoria.

Usando la tarea del laberinto acuatico de Morris, se ha reportado que la manipulacién del
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genoma mitocondrial, al generar copias cuya expresion sea ineficiente, deteriora la
memoria (Roubertoux et al., 2003). Ademas, se ha reportado que la aplicacion de
sustancias que alteren la actividad mitocondrial influye en el proceso de la consolidacién de
la memoria en la tarea de laberinto acuatico. La administracion de L-carnitina (favorece 3
oxidacion) y el a acido lipoico (cofactor de la piruvato deshidrogenasa), factores que
contribuyen a las funciones mitocondriales, provocé una facilitacion en la consolidacion de
la memoria (Liu et al., 2002). Por su parte la administracion de azida sédica, un bloqueador
selectivo del complejo Ill de la cadena de fosforilacion oxidativa, causé un deterioro en la
consolidacion de la memoria (Bennett & Rose, 1992).

Otra linea importante de investigacion en la modulacion de la conducta por medio de la
actividad mitocondrial es la que se asocia a la influencia del estrés. Hollis et al. (2015)
estudiaron ratas machos que mostraban baja ansiedad y alta ansiedad en la prueba de
laberinto de cruz elevado. Las ratas de ambos grupos fueron sometidas a una prueba de
jerarquias de dominancia, al ser puestas con otras ratas macho en la lucha por un
territorio. Se encontré que las ratas de alta ansiedad disminuian considerablemente la
conducta agresiva, y por lo tanto eran subordinadas. Esta diferencia conductual tiene un
correlato interesante con la actividad mitocondrial, ya que los animales de alta ansiedad
mostraron un deterioro en la cantidad de ATP producido, en el consumo de niveles de
oxigeno y en la expresion de proteinas de la fosforilacion oxidativa en las neuronas del
nucleo accumbens (también Illamado estriado ventral (Voorn, Vanderschuren,
Groenewegen, Robbins, & Pennartz, 2004), comprobando la participacién de esta
estructura en el procesamiento de este tipo de informacion y la influencia que tiene la
actividad mitocondrial en la modificacidon de la conducta. Siguiendo esta linea de ideas, se
ha propuesto incluso un modelo de depresion, en el cual se sugiere que cierto porcentaje
de la poblacién humana puede llegar a mostrar una actividad mitocondrial suboptima, que
vuelve al tejido nervioso susceptible a los efectos del estrés cronico, particularmente a la
accion de los glucocorticoides. En este caso, la célula no es capaz de responder
energéticamente a las exigencias de la situacion de estrés, lo que conlleva a una
plasticidad neuronal ineficiente e incluso patoldgica, caracteristica de la depresion. Sin
embargo, la influencia de los glucocorticoides es también un factor positivo; este modelo
propone que, en animales con funciones mitocondriales 6ptimas, los glucocorticoides son
un factor necesario para responder ante las demandas que representa una situacion de
estrés, al elevar las funciones mitocondriales y asi favorecer cambios plasticos (Morava &
Kozicz, 2013; Picard, Juster, & McEwen, 2014).
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2.6.6. Translocacion del receptor a glucocorticoides en mitocondria

Moutsatsou et al. (2001) reportaron la presencia del receptor a glucocorticoides en las
mitocondrias del hipocampo y corteza prefrontal (Figura 7), lo cual sugiere que la
activacion del receptor a glucocorticoides influye en la actividad mitocondrial de estructuras
del SNC relacionadas con la consolidacion de la memoria.

Figura 7. Tincién del receptor a glucocorticoides por medio de la técnica de inmunogold en el sinaptosoma
de células hipocampales. Las flechas indican la presencia el GR marcado. Modificada de Moutsatsou et al.
(2001).

Estos resultados son relevantes, ya que iniciaron un tema de estudio sobre el mecanismo
de accidén que permite la translocacion del GR en las mitocondrias y como influye en la
actividad mitocondrial de células de tejido nervioso.

Como se menciond antes, el GR forma complejos con proteinas de choque térmico como
HSP70/ 90, ademas de la proteina anti-apoptética Bag-1 (Filipovi¢, Gavrilovi¢, Dronjak, &
Radojci¢, 2005). Se ha establecido que las proteinas que tienen como destino el
translocarse en las mitocondrias requieren de proteinas chaperonas, siendo HSP70/90 la
parte del complejo que comparte esta caracteristica (Cvoro, Dundjerski, Trajkovié, & Matic,
1998). El GR se encuentra de manera inactiva formando un heterodimero con diferentes

proteinas, en las cuales se encuentra HSP 70/90, la asociacién con esta proteina entonces
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permite al GR formar un complejo con Bcl-2 que es una molécula anclada en la membrana
externa mitocondrial, que permitiria entonces el ingreso de GR a la matriz mitocondrial en
dénde funcionaria como un factor transcripcional del genoma mitocondrial (Figura 8). Por
su parte el transporte por medio de Bag-1 atenua la translocacion del GR al nucleo,
activando otras vias como ERK-1 y potenciando la funcion anti-apoptética de Bcl-2 (Cato &
Mink, 2001). Este proceso qued6 demostrado en cultivos de células corticales, en las
cuales se encontré una inmunoprecipitacién conjunta de Bcl-2 y GR, ademas de que la
aplicacion de corticosterona en los cultivos aumentaba los niveles de Bcl-2 en la
mitocondria (Du et al., 2009a).

Nucleo

Mitocondria

Figura 8. Representacion del mecanismo de translocaciéon del GR en mitocondria. Una vez que el receptor
fue activado por la corticosterona, este es transportado por HSP70/90 hasta mitocondria dénde se une a Bcl-
2 para llegar a la matriz mitocondrial. Modificada de Maldonado Bouchard y Hook (2014).

Una vez que el GR se transloca en las mitocondrias se une al genoma mitocondrial, en
sitios de union denominados GRE putativos (secuencias de nucledtidos analogas a los
elementos de respuesta a glucocorticoides del nucleo) (Demonacos et al., 1996),
influyendo en la transcripcién de diversos genes. Un trabajo que contribuye a esta
aseveracion es el realizado por Psarra y Sekeris (2011), quienes encontraron que la

administracion de dexametasona (agonista sintético al receptor a glucocorticoides) en un
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cultivo de células Hep del higado, inducia la transcripcion de la mayoria de los genes
mitocondriales, principalmente subunidades del complejo | y IV de la cadena de
fosforilacién oxidativa, ademas, este efecto se veia deteriorado cuando se le administraba

el RU 486 que es un antagonista del receptor a glucocorticoides.

2.6.7. Influencia de los glucocorticoides en la actividad mitocondrial

Se conoce que la actividad mitocondrial esta fuertemente asociada a la influencia de los
glucocorticoides. Prueba de esto es el trabajo realizado por Du et al. (2009a), quienes
estudiaron los efectos de diferentes cantidades y temporalidades en la aplicacion de
corticosterona en cultivos de neuronas corticales. Reportaron que las dosis teorizadas
como fisiologicas (100 nM) es decir las concentraciones normales en un evento estresante,
potenciaban diferentes funciones mitocondriales, como el potencial de membrana y el
secuestro de calcio (Figura 9), encontrando que tanto la translocacion del GR a las
mitocondrias como la potenciacion de la actividad mitocondrial se presentaba inicialmente
a las 1.5 horas. También se ha reportado que en células Hep del higado la activacion GR

es capaz de aumentar la produccion de ATP (Psarra & Sekeris, 2011).
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Figura 9. A la izquierda, el efecto de la administracion de corticosterona en el potencial de membrana
mitocondrial de neuronas a lo largo del tiempo (horas) cuando se le administra dosis pequefas y altas de
corticosterona. A la derecha, efecto de la administracién de corticosterona en la capacidad para captar calcio.
Modificada de Du et al. (2009b).
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Considerando la evidencia de que la actividad mitocondrial es un factor importante en la
modulacién de la plasticidad y que ha sido reportada como un aspecto influyente en
diversos tipos de conducta como el comportamiento social, la depresion y la memoria, y el
hecho de que el receptor a glucocorticoides sea capaz de translocarse en mitocondria y
potenciar sus funciones, este mecanismo podria estar involucrado en la influencia de los

glucocorticoides en la consolidacion de la memoria.

3. Justificacion

Se ha demostrado de manera contundente la relacion entre el estrés y la consolidacion de
la memoria. Particularmente por la administracion de corticosterona, ya sea de forma
sistémica, o directamente en una estructura como el estriado dorsal, que provoca
facilitacion en la consolidacién de la memoria (Medina et al., 2007; Quirarte et al., 2009).
Esta accidn se debe a la activacidon del receptor a glucocorticoides, que funciona como un
factor de transcripcion e induce la expresion de genes de novo (Kumar & Calhoun, 2008).
Sin embargo, aun no se conoce por completo la dinamica de accion de este receptor. Se
ha reportado que el receptor a glucocorticoides puede también translocarse a las
mitocondrias, donde potencia su actividad (Du et al., 2009a). Esto es importante, ya que la
actividad mitocondrial es clave para los procesos de plasticidad neuronal, por lo que este
mecanismo es un blanco idéoneo de estudio para entender la influencia de los
glucocorticoides en la consolidacién de la memoria. Cabe sefalar que a la fecha no se han
realizado experimentos ex vivo que estudien la dinamica de translocacion del receptor a
glucocorticoides en las mitocondrias de una estructura cerebral asociada a la consolidacion
de la memoria, aunque si se ha reportado su presencia en una fraccion mitocondrial del
hipocampo (Moutsatsou et al., 2001). Considerando esto, es necesario indagar el curso
temporal de la translocacion del receptor a glucocorticoides (GR) en las mitocondrias de
diferentes estructuras cerebrales cuya actividad es necesaria para la consolidacion de la
memoria, tales como el hipocampo, la amigdala o el estriado y si dicho proceso, esta
relacionado funcionalmente con la actividad mitocondrial. En el presente trabajo
planteamos abordar una posible relacion entre la actividad del GR y la actividad
mitocondrial al estudiar el curso temporal de la translocacion del receptor a

glucocorticoides en las mitocondrias y el potencial de membrana mitocondrial del estriado
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dorsal de ratas que fueron entrenadas en la tarea de laberinto acuatico en su version de
procedimiento (con clave).

Lo que nos lleva a plantearnos las siguientes preguntas de investigacion:

¢ El aprendizaje de la tarea de laberinto acuatico con clave inducira cambios en el curso
temporal de la translocacion del receptor a glucocorticoides en las mitocondrias del
estriado dorsal?

¢ El aprendizaje de la tarea de laberinto acuatico con clave inducira cambios en el

curso temporal del potencial de membrana mitocondrial del estriado dorsal?

4. Objetivos

General

Estudiar una posible relacion temporal entre la translocacion del receptor a
glucocorticoides en las mitocondrias del estriado dorsal y el potencial de membrana

mitocondrial durante la consolidacion.
Particulares
1. Estudiar la correlacion entre la translocacion del GR a las mitocondrias a lo largo del
tiempo (0.5, 1.5y 6.0 h) y el proceso de consolidacién de la memoria.

2. Comparar un posible curso temporal (0.5, 1.5 y 6.0 h) en el potencial de membrana

mitocondrial del estriado dorsal durante la consolidacion de la memoria.

5. Hipotesis

H1: La translocacion del receptor a glucocorticoides en las mitocondrias del estriado
dorsal mostrara un curso temporal, teniendo un pico a las 1.5 horas después del

entrenamiento.
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H2: El potencial de membrana mitocondrial del estriado dorsal mostrara un curso

temporal, teniendo un pico a las 1.5 horas después del entrenamiento.

6. Método

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con los lineamientos bioéticos del
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Autdnoma de México para el uso de animales
experimentales y estuvieron acorde con la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO00-1999
(2001) y a las normas estipuladas en la “Guide for the care and use of Laboratory Animals”

(National Research Council, 2011).

6.1. Sujetos

Se utilizaron 89 ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 250 y 300 g. Se alojaron
en cajas individuales con acceso a agua y comida ad libitum con un ciclo de luz-oscuridad

de 12 horas (inicio a las 07:00 h.) y con temperatura ambiental de 21+1 °C.

6.2. Manipulacion

Las ratas fueron sometidas a 3 sesiones de manipulacion en dias consecutivos. Cada
sesion consiste en tomar y acariciar a cada rata durante 5 minutos, para que puedan
adaptarse a las manos del experimentador y asi, reducir el estrés durante los

experimentos.

6.3. Aparato

El laberinto acuatico de Morris consta de un tanque circular de plastico negro de 154 cm de
ancho y 60 cm de altura, que se encuentra elevado a una altura de 58 cm sobre el nivel del
suelo; rodeado por una cortina negra corrediza que se eleva 150 cm por encima del
tanque. El tanque se llena con agua a una temperatura de 25+ 2° C, hasta una altura de
1.5 cm por arriba de la plataforma cuadrada de acrilico transparente de 11.8 cm? por 22 cm
de alto, sobre la cual se ubica una clave visible de 12 cm de altura con franjas de cinta
adhesiva verde y blanco que contrasta con el fondo negro del tanque. Ademas, el tanque
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esta dividido imaginariamente en 4 cuadrantes empleando como referencia los puntos
cardinales.

El cuarto en el que se encuentra el tanque tiene una dimension de 236 cm x 225 cm x 242
cm, es sonoamortiguado con las paredes blancas y el techo negro. La iluminacion del
cuarto de experimentacion es provista por lamparas con un foco de 60 W. En el techo se
ubica una camara que registra la trayectoria de nado de los sujetos, dicha camara esta
conectada a una computadora y mediante el software AnyMaze se registran los
parametros de latencia de escape y distancia recorrida, durante las sesiones de

entrenamiento y prueba de retencion.

6.4. Entrenamiento

Durante el entrenamiento en el laberinto acuatico con clave (de procedimiento), cada rata
fue colocada en el laberinto del cual podian escapar al localizar una plataforma oculta
(Figura 10). Se realizaron 8 ensayos, en cada uno, se cambio la posicion de la plataforma
por los 4 cuadrantes del laberinto, asi como la posicién de salida de los sujetos, que
siempre fue contraria a la posicion de la plataforma. Cada ensayo duré un maximo de 60 s,
si en el primer ensayo la rata no encontraba la plataforma se le guiaba hasta ella, y se le
mantenia ahi por 10 s, continuando posteriormente con el resto de los ensayos. Se midid
entonces, el tiempo que les tomoé a las ratas el llegar hasta la plataforma o la latencia de
escape por cada uno de los ensayos. Se consideré como un buen aprendizaje si el ultimo

ensayo tiene una menor latencia que el primer ensayo.

Figura 10. Entrenamiento en el laberinto acuético con clave. Los sujetos se colocan en una posicion opuesta
a la plataforma que tiene una clave visible y medida que avanzan los ensayos disminuye su tiempo de
llegada a la plataforma. Modificado de McDonald, Hong y Devan (2004).
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6.5. Prueba de retencidén

La prueba de retencion de la tarea de laberinto acuatico con clave se llevd a cabo 48 h
después del entrenamiento, en ésta, los sujetos entrenados son expuestos nuevamente al
laberinto, con la plataforma oculta y la clave visible. En este caso se realizé un solo ensayo
en el que se midié la latencia de escape. Se consideré que los animales tuvieron una
buena retencidon de la memoria si la latencia de escape de la prueba era igual o menor que

el ultimo ensayo del entrenamiento.

6.6. Sacrificio y extraccién de tejidos

Los animales fueron sacrificados por decapitacion a las 0.5, 1.5, 6 6 h después del
entrenamiento. Los tiempos de sacrificio fueron elegidos basados en los antecedentes de
la translocacion del GR en mitocondrias encontrado inicialmente en mitocondrias aisladas
de higado de rata a las 0.5 horas (Demonacos et al., 1996), a las 1.5 horas en cultivos de
neuronas de corteza (Du et al., 2009a), agregando la temporalidad de 6.0 horas, la cual se
ha reportado como la ultima ventana de consolidacién de una memoria de procedimiento
(Balas, Netser, Giladi, & Karni, 2007). Una vez obtenidos los cerebros se extrajo el estriado
dorsal de ambos hemisferios (Roozendaal et al., 2009; Sekiguchi et al., 2012),
colocandolos en tubos Eppendorf y congelandolos inmediatamente con hielo seco (CO2),

para después ser almacenados a una temperatura de -70°C.

6.7. Obtencion de la fraccion mitocondrial

Para obtener la fraccion mitocondrial se homogenizaron los tejidos adicionados con 50 pl
de RIPA + COMPLETE en un sonicador, haciendo 10 repeticiones. EI homogenado
resultante fue centrifugado a 1,000 g por 10 min; posteriormente, el sobrenadante fue
centrifugado a 12,000 g por 20 min, para obtener el pellet crudo de mitocondrias
(Moutsatsou et al., 2001) al que se le agregé 70 ul de RIPA + COMPLETE, para su

posterior uso.
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6.8. Western blot

La concentracion proteica en la fraccion mitocondrial cruda fue determinada con el método
de Bradford (Bradford, 1976). Se tomaron porciones iguales de proteina (50 ug) para cada
una de las muestras, a las que después se les agrego buffer de muestra para proceder a
hervirlas por 5 min. Se cargaron las muestras en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al
10%, para llevar a cabo la electroforesis. Las proteinas fueron posteriormente transferidas
a membranas de nitrocelulosa que fueron bloqueadas con leche al 5% por 2 h, para
después ser incubadas con el anticuerpo primario para receptor a glucocorticoides total GR
H300 (Santa Cruz Biotech). Se realizaron entonces 6 lavados con TBS y TTBS, para
después incubar con el anticuerpo secundario correspondiente. Finalmente se colocaron
las membranas en el agente quimioluminiscente (ECL, Pierce) para el revelado.
Posteriormente se realizdé un stripping de las membranas, incubandolas con anticuerpo
contra porinas mitocondriales anti-VDAC (abcam) como control de carga.

Para analizar los resultados del Western blot se utilizé el software Image Lab. Con el cual
se midid la densitometria tanto de las bandas representativas del receptor a
glucocorticoides como de las de porina (VDAC). Se establecieron unidades arbitrarias
dividiendo la densidad de las bandas de receptor a glucocorticoides entre la densidad
bandas del control de carga de porinas (VDAC). A su vez, las bandas de sefal del GR

fueron normalizadas contra un grupo intacto de cada gel en el Western blot.

6.9. MitoTracker

Las ratas se entrenaron en el laberinto acuatico con clave de acuerdo al protocolo descrito
en las secciones 6.1.2, 6.1.3, 6.1.4. Se extrajo el estriado dorsal de ratas entrenadas y no
entrenadas de acuerdo al apartado 6.1.6. Los tejidos se colocaron inmediatamente
después del sacrificio en una solucion RINGER + MitoTracker red en constante
oxigenacion y en oscuridad, esto con la finalidad de que las mitocondrias se mantuvieran
vivas y fuera posible detectar su actividad. Una vez pasados 15 minutos, los tejidos fueron
fijados en paraformaldehido al 4% por 4 dias. Los tejidos fueron posteriormente
procesados en un tren de sacarosa al 10%, 20% y 30 %, por 24 horas a cada
concentracion. Los tejidos fueron después seccionados en cortes de 10 um y adheridos a
portaobjetos superfrost para su posterior observacidon en el microscopio de fluorescencia.

Se tomaron 12 micrografias por cada rata, tomando en cuenta ambos hemisferios.
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Las micrografias fueron analizadas utilizando el software Imaged, por medio del cual se
midié la intensidad integral de la sefal; de estos datos se hizo una suma de ambos
hemisferios y se hizo un promedio de los 6 pares de micrografias, para su posterior analisis

estadistico.

6.10. Anédlisis estadistico

6.10.1. Analisis conductual

Con la finalidad de corroborar la normalidad y homogeneidad de varianzas, todos los datos
fueron analizados con la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Se us6 una prueba de ANOVA de una via para comparar las latencias de escape entre los
8 ensayos de la sesion de entrenamiento en el laberinto acuatico con clave y un post hoc
de Tukey para analizar las diferencias entre cada ensayo. En cuanto a la sesién de
retencion de la tarea de laberinto acuatico con clave, se utilizé una t de student para
comparar un solo ensayo de la latencia de retencion contra la latencia de escape del
octavo ensayo del entrenamiento. Se us6 ademas una t de Student para comparar la

distancia recorrida.

6.10.2. Andlisis Western blot y MitoTracker

Con la finalidad de corroborar normalidad y homogeneidad de varianzas, todos los datos
fueron analizados con la prueba de Kolmogorov-Smirnov

Los datos de las unidades arbitrarias de la translocacion del receptor a glucocorticoides,
tanto de los grupos entrenados como los de nado fueron normalizados al grupo intacto que
fue tomado como un 100%. Se utilizé una prueba de ANOVA de una via y una post-hoc de
Tukey para comparar entre grupos.

Se us6 una ANOVA de 2 vias para comparar las unidades arbitrarias normalizadas entre
los grupos entrenados en el laberinto acuatico con clave y los grupos de nado, haciendo
una post-hoc de Bonferroni para comparar los grupos.

En cuanto a la técnica del MitoTracker, los datos de la sefal del potencial de membrana
mitocondrial del estriado dorsal de los diferentes grupos se analizaron con una prueba de

ANOVA de una via y se utilizé una post-hoc de Tukey.
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Se us6 una ANOVA de 2 vias para comparar la sehal del potencial de membrana
mitocondrial de los grupos entrenados en el laberinto acuatico con clave y los grupos de

nado, se us6 una post-hoc de Bonferroni para comparar los grupos.

6.11. Disefio experimental

6.11.1. Experimento 1

Con la finalidad de establecer las condiciones de entrenamiento y corroborar que las ratas
eran capaces de consolidar la experiencia de la tarea de laberinto acuatico con clave, se
entrend un grupo de 7 ratas con 8 ensayos. Cada ensayo dur6 como maximo 60 s.
Cuarenta y ocho horas después se llevé a cabo la prueba de retencién, en la cual se volvié
a colocar a los sujetos en el laberinto y se midio la latencia de escape en un solo ensayo.

Una vez terminada la prueba los animales fueron sacrificados (Figura 11).

Entrenamiento
. ., ; Prueba de e
Ma(rg%tf’fsc;on eancﬁg!t?c%eggao retencion .(48 h. Sacrificio eggglilsstlif:o
clave después)

Figura 11. Temporalidad del experimento de la prueba de retencion del entrenamiento en el laberinto
acuatico con clave.

6.11.2. Experimento 2

El objetivo de este experimento fue medir los niveles de GR en mitocondrias del estriado
dorsal de ratas que aprendieron la tarea de laberinto acuatico con clave. Con esta finalidad
se formaron tres grupos independientes de ratas que fueron entrenadas en la tarea de
laberinto acuatico con clave en una sesion de 8 ensayos. Al finalizar el entrenamiento, las
ratas fueron sacrificadas a las 0.5, 1.5 6 6 h. Se eligieron los cerebros de aquellas ratas
que tuvieron una ejecucion eficiente en la tarea, las ratas que mostraron una latencia de
escape igual o mayor al promedio del octavo ensayo en el entrenamiento del experimento
1 fueron excluidas del analisis. Adicionalmente se realizaron tres grupos de nado en los

que cada rata se colocd en el tanque sin la plataforma ni la pista, durante el tiempo
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promedio que nadaron los grupos que fueron entrenados. Dichos grupos fueron
sacrificados a las 0.5, 1.5 0 6 h. En este experimento también se incluyé un grupo llamado
intacto que no fue removido de su caja habitacion hasta el momento del sacrificio. En la

Tabla 1 se muestra la n de los grupos experimentales del Experimento 2.

Tabla 1. Disefio experimental de la medicion de los niveles de GR en mitocondrias del estriado dorsal.

n Conductual
Tiempos de
sacrificio Intacto Laberinto acuético Nado
con clave
0.5h - 9
1.5h - 7
6h - 8
n Western blot
4
0.5h -
1.5h -
6h -

En cuanto la temporalidad del experimento (Figura 12) las ratas de los grupos entrenados
fueron manipuladas por 5 min durante 3 sesiones en dias diferentes antes del dia del
entrenamiento en el laberinto acuatico con clave. Después del sacrificio, se obtuvo el
estriado dorsal de ambos hemisferios. Los tejidos fueron homogenizados para obtener la
fraccion mitocondrial que fue posteriormente analizada con la técnica de Western blot,
incubando las membranas contra el anticuerpo para GR, y con el anticuerpo especifico a
porinas (anti-VDAC) para la confirmacién de la obtencién de la fraccién mitocondrial. Los

resultados fueron analizados por densitometria por medio del software ImageLab.

Entrenamiento
. .. en laberinto - Western blot e
Ma(rg%lf.g;'on acuatico con Sa;:r|5f|0|g LO)S (GRtotaly |—> e?tgglilsstliio
clave o solo oY Porinas)
nado

Figura 12. Temporalidad del experimento en la medicion de los niveles de GR en mitocondrias del estriado
dorsal.
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6.11.3. Experimento 3

La finalidad de este experimento fue medir el potencial de membrana mitocondrial del
estriado dorsal de ratas que aprendieron la tarea de laberinto acuatico con clave. Se
formaron tres grupos independientes de ratas que fueron entrenadas en la tarea de
laberinto acuatico con clave en una sesion de 8 ensayos. Al finalizar el entrenamiento, las
ratas fueron sacrificadas a las 0.5, 1.5 6 6 h. Se eligieron los cerebros de aquellas ratas
que tuvieron una ejecucion eficiente en la tarea, las ratas que mostraron una latencia de
escape igual o mayor al promedio del octavo ensayo en el entrenamiento del experimento
1 fueron excluidas del analisis. Adicionalmente se realizaron tres grupos de nado en los
que cada rata se colocé en el tanque sin la plataforma ni la pista, durante el tiempo
promedio que nadaron los grupos que fueron entrenados. Dichos grupos fueron
sacrificados a las 0.5, 1.5 6 6 h. En este experimento también se incluydé un grupo llamado
intacto que no fue removido de su caja habitacion hasta el momento del sacrificio. En la

Tabla 2 se muestran las n de los grupos

Tabla 2. Disefo experimental de la medicion del potencial mitocondrial del estriado dorsal.

n Conductual
Tiempos de
sacrificio Intacto Laberinto acuatico Nado
con clave
0.5h - 7
1.5h - 9
6 h - 7
n MitoTracker
4
0.5h -
1.5h -
6 h -

En cuanto a la temporalidad del experimento (Figura 13) las ratas de los grupos

entrenados fueron manipuladas por 5 min durante 3 sesiones en dias diferentes antes del
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entrenamiento. Después del entrenamiento fueron sacrificadas y se obtuvo el estriado

dorsal de ambos hemisferios. Inmediatamente después de extraerse, los tejidos fueron

puestos en una solucién RINGER + MitoTracker en constante oxigenacién y en oscuridad

por 15 minutos, para después dejarse en fijacion con paraformaldehido al 4% por 4 dias.

Después pasaron por un tren de sacarosa al 10, 20 y 30% por 24 h por cada

concentracion, para finalmente ser seccionados en cortes de 10 ym de los cuales se

tomaron micrografias en un microscopio de fluorescencia. Los resultados del Mitotracker

fueron analizados mediante el software Image J.

Manipulacién
(3 dias)

Entrenamiento
en laberinto
acuatico con
clave o Nado

Sacrificio (0.5,
1.5y 6h
después)

Tincién
MitoTracker

Analisis
estadistico

Figura 13. Temporalidad de la medicion del potencial de membrana mitocondrial del estriado dorsal.
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7. Resultados

Todos los resultados fueron expresados como promedio + error estandar.

7.1. Experimento 1

Los datos obtenidos de entrenamiento fueron estadisticamente normales, por lo que se
procedié a realizar el analisis estadistico apropiado.

Se encontraron diferencias significativas entre las latencias de escape por ensayo en la
sesidon de entrenamiento (F(7,95)= 3.102, p=0.0057), mientras que la prueba post-hoc de
Tukey arrojé diferencias significativas entre el Ensayo 1 con el Ensayo 3 (p<0.05), el
Ensayo 4 (p<0.05), el Ensayo 5 (p<0.05), el Ensayo 6 (p<0.05), el Ensayo 7 (p<0.05) y el
Ensayo 8 (p<0.05), (Figura 14). Por su parte, la latencia de escape del ensayo 8 en
comparacién con el ensayo de prueba no mostré diferencias estadisticamente significativas

(t (22) = 0.01059, p=0.9916), lo que representa una retencion adecuada en la ejecucion de

la tarea.
Entrenamiento
401
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Figura 14. A la izquierda se muestra la curva de aprendizaje del entrenamiento (n=12). Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (F (7,95) = 3.102, p= 0.0057). El simbolo * indica diferencias
significativas en comparacién con el primer ensayo. A la derecha, se muestra la comparacion de las
latencias de escape del ultimo ensayo del entrenamiento y del ensayo de la prueba de retencion a las 48
horas, no se encontraron diferencias significativas (1(22)= 01059, p= 9916).
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7.2. Experimento 2

Los datos de las latencias de escape del entrenamiento en el laberinto acuatico con clave
fueron normales, por lo que se procedio con el andlisis estadistico establecido.

Se encontraron diferencias significativas entre las latencias de escape por ensayo
(F(7,191)= 7.353, p<0.0001) (Figura 15), mientras que la prueba post-hoc de Tukey arrojo
diferencias significativas entre el Ensayo 1 con el Ensayo 4 (p<0.05), el Ensayo 5 (p<0.05),
el Ensayo 6 (p<0.05), el Ensayo 7 (p<0.05) y el Ensayo 8 (p<0.05), lo que indica una

mejoria en la ejecucion de la tarea a lo largo de los ensayos y por lo tanto un aprendizaje.

o)
S

IN
<

Latencia de escape (S)
N
o

Ensayo

Figura 15. Curva de aprendizaje de ratas entrenadas en el laberinto acuatico con clave (n= 24). Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (F (7,191) = 8.456, p<0.0001) en las latencias de
escape entre los ensayos. El simbolo * indica diferencias significativas en comparacion con el primer ensayo.

Los datos del Western Blot fueron estadisticamente normales, por lo cual se procedid con
el analisis estadistico establecido.

Los niveles de GR en las mitocondrias de las ratas entrenados en el laberinto acuatico con
clave mostraron un curso temporal. Se encontraron diferencias significativas (F (3,15) =

4.908, p=0.0188), mostrando un aumento del 50.53% en la senal del grupo sacrificado a
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las 1.5 h en comparacion al grupo intacto (p<0.05) y un aumento del 45.71% en

comparacion al grupo sacrificado a las 6.0 h (p<0.05) (Figura 16).

Intacto 05h 1.5h 6.0h
95KDa (a)
G 90KDa (B)
R total -
A
Porinas (VDAC)
31 KDa
B

GR mitocondrial (% del control)

Curso temporal

Figura 16. A) Bandas representativas del Western blot de una rata del grupo Intacto y de una rata de cada
grupo entrenada en la tarea de laberinto acuatico con clave y sacrificada a las 0.5 h, 1.5 h 6 6.0 h. Se
muestra la banda que indica la presencia del receptor a glucocorticoides y la banda del control de carga de
porinas (VDAC), en el estriado dorsal. B) Se muestra el promedio (n=4) de los niveles de GR en las
mitocondrias del estriado dorsal de los diferentes grupos. El simbolo * indica diferencias significativas contra
el grupo intacto; (**) indica diferencias significativas contra el grupo sacrificado a las 6.0 horas. (F (3,15) =
4.908, p=0.0188).
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En el caso de los grupos que fueron sometidos a nado, no se encontré un curso temporal,
ya que no se encontraron diferencias significativas entre los grupos (F (3,15) = 1.617,
p=0.2373) (Figura 17).

Intacto 0.5h 1.5h 6.0 h

95KDa (a)
- 90KDa (B)

- —
- —

GR total

Porinas (VDAC) 31 KDa

GR mitocondrial (% del control)

Curso temporal

Figura 17. A) Bandas representativas del Western blot de una rata del grupo Intacto y de una rata de cada
grupo sometida a nado y sacrificada a las 0.5 h, 1.5 h 0 6.0 h. Se muestra la banda que indica la presencia
del receptor a glucocorticoides y la banda de su control de carga de porinas (VDAC) en el estriado dorsal. B)
Se muestra el promedio (n=4) de los niveles de GR en las mitocondrias del estriado dorsal de los diferentes
grupos. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. F (3,15) = 1.617,
p=0.2373).
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Al comparar los diferentes grupos entrenados en el laberinto acuatico con clave y los
grupos sometidos a nado no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
tanto en el factor entrenamiento (F (1,18) =0.5665, p=0.4614), como en el factor
temporalidad (F (2,18) = 2.526, p=0.1079). Sin embargo, se encontraron diferencias
significativas en la interaccion de ambos factores (F (2,18) =5.579, p=0.0130) (Figura 18).

La prueba post-hoc de Bonferroni no mostré diferencias estadisticamente significativas.

EZE) Laberinto acuatico con clave
E3 Nado

N
)
g
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e
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GR mitocondrial (% del control)
[N
(@)
i

Curso temporal

Figura 18. Promedio del nivel de GR en mitocondrias del estriado dorsal de los grupos entrenados en el
laberinto acuatico con clave y los grupos sometidos a nado (n=4). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas tanto en el factor entrenamiento (F (1,18) =0.5665, p=0.4614), como en el
factor temporalidad (F (2,18) = 2.526, p=0.1079), pero si en la interaccién (F (2,18) =5.579, p=0.0130).

7.3. Experimento 3

Los datos obtenidos del entrenamiento en el laberinto acuatico con clave fueron
estadisticamente normales, por lo que se procedi6 con el analisis estadistico establecido.

Al realizar la prueba de ANOVA se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre las latencias de escape por ensayo (F(7,175)= 6.981, p<0.0001), mientras que la

prueba post-hoc de Tukey arrojo diferencias significativas entre el Ensayo 1 y el Ensayo 2
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(p<0.05), el Ensayo 3 (p<0.05), el Ensayo 4 (p<0.05), el Ensayo 5 (p<0.05), el Ensayo 6
(p<0.05), el Ensayo 7 (p<0.05) y el Ensayo 8 (p<0.05), lo que indica una mejoria en la

ejecucion de la tarea a lo largo de los ensayos y por lo tanto un aprendizaje (Figura 19).
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Figura 19. Curva de aprendizaje de ratas entrenadas en el laberinto acuatico con clave en los 8 ensayos
(n=22). Se encontraron diferencias significativas (F (7,175) = 6.981, p<0.0001) en las latencias de escape
entre los ensayos. El simbolo * indica diferencias significativas en comparacion con el primer ensayo.

Los resultados del MitoTracker fueron estadisticamente normales, por lo que se procedid
con el analisis estadistico apropiado.

La senal del MitoTracker de los grupos entrenados en el laberinto acuatico con clave
mostré un curso temporal. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (F
(3,15) = 8.294, p=0.0030) ), mostrando un aumento del 37.86% en la sefial del grupo
sacrificado a las 1.5 h en comparaciéon con el grupo intacto (p<0.05) y un aumento del
38.28% en comparacion al grupo sacrificado a las 0.5 horas (p<0.05); también se encontrd
un aumento del 42.54% en la sefial del grupo sacrificado a las 6.0 horas en comparacién
con el grupo intacto (p<0.05) y un aumento del 42.97 en comparacion con el grupo

sacrificado a las 0.5 horas (p<0.05) (Figura 20).
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Figura 20. (A) Micrografias representativas de la sefial de MitoTracker en secciones del estriado dorsal de
las ratas entrenadas en el laberinto acuatico con clave. (B) Se muestra el promedio de la fluorescencia del
MitoTracker de los grupos experimentales (n=4). El * indica diferencias estadisticamente significativas contra
el grupo intacto; ** indica diferencias significativas contra el grupo sacrificado a las 0.5 horas. (F (3,15) =
8.294, p=0.0030).

En el caso de los grupos experimentales que fueron sometidos a nado, no se encontré un
curso temporal, ya que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos (F (3,15) = 2.967, p=0.0747) (Figura 21).
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Figura 21. (A) Micrografias representativas de la sefial de MitoTracker en secciones del estriado dorsal de
las ratas entrenadas sometidas solo a nado. (B) Se muestra el promedio de la fluorescencia del MitoTracker
de los diferentes grupos (n=4). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F (3,15) = 2.967, p=0.0747).

Al comparar la sefal del MitoTracker de todos los grupos entrenados en el laberinto
acuatico con clave y todos los grupos sometidos a nado, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas tanto en el factor entrenamiento (F (1,18) = 2.306, p=
0.1462) como en el factor temporalidad (F (2,18) = 0.7913, p=0.4684) (Figura 22). Sin
embargo, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la interaccion de
ambos factores (F (2,18) =8.372, p= 0.0027). La prueba post-hoc de Bonferroni mostro
diferencias estadisticamente significativas en el factor temporalidad entre los grupos
sacrificados a las 6.0 horas (t=2.958, p<0.05).
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Figura 22. Unidades arbitrarias de la fluorescencia del MitoTracker de los grupos experimentales entrenados
en el laberinto acuatico con clave y los sometidos a nado. El * indica diferencias significativas (n=4). no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas tanto en el factor entrenamiento (F (1,18) = 2.306, p=
0.1462) como en el factor temporalidad (F (2,18) = 0.7913, p=0.4684). Sin embargo, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la interaccion de ambos factores (F (2,18) =8.372, p= 0.0027).
La post-hoc de Bonferroni mostré diferencias estadisticamente significativas en el factor temporalidad entre
los grupos sacrificados a las 6.0 horas (t=2.958, p<0.05).

Adicionalmente, se comparé la distancia recorrida en metros de ratas entrenadas en el
laberinto acuatico en comparacion con ratas sometidas solo a nado (Figura 23), con la
finalidad de comprobar que ambos grupos tuvieran la misma actividad. La t de student no
arrojo diferencias estadisticamente significativas (t (14) = 0.3839, p=0.7046) por lo cual,

todas las ratas de los grupos experimentales nadaron la misma distancia.
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Figura 23. Distancia recorrida promedio de las ratas entrenadas en el laberinto acuatico con clave (LAM) y de
las ratas sometidas solo a nado. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (t (14) =
0.3839, p=0.7046).
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8. Discusion

Los resultados conductuales del entrenamiento demostraron que la consecucién de
ensayos mejora la ejecucidon de las ratas en el laberinto acuatico con clave;
operacionalmente, la adquisicion de habilidades motoras se observa en una reduccion del
tiempo de reaccién o el cambio sinérgico en los movimientos (Doyon & Ungerleider, 2002;
Reber, 2013), siendo en este caso la disminucién de la latencia de escape debido a la
consecucion de los 8 ensayos realizados.

La prueba de retencion 48 horas después del entrenamiento, mostré una latencia de
escape igual a la del octavo ensayo del dia del entrenamiento (Figura 13), esto demuestra
que ocurrid un proceso de consolidacion de la memoria, ya que las ratas mostraron un
ahorro en el aprendizaje en la latencia de escape, funcionalmente, esto se debe a que en
el dia de la prueba de retencidn estaria en proceso la segunda etapa de la consolidacion
de la memoria de procedimiento o aprendizaje motor, en la cual, después de una fase
rapida de adquisicion (dia del entrenamiento) se llega a una fase lenta en la cual la mejora
en la ejecucién de la tarea se vuelve mas lenta (ensayo de prueba) pero que ya no vuelve
a ser igual que la ejecucion del primer ensayo (Doyon & Ungerleider, 2002). En este
procesamiento de informacién, el estriado, en conjunto con las cortezas motoras, juegan
un papel esencial, ya que se ha demostrado una activacion conjunta durante el aprendizaje
de secuencias motoras (Rauch et al., 1997; Shadmehr & Holcomb, 1997). También se ha
reportado que contrario a otras estructuras, el estriado sigue estando activo incluso cuando
los sujetos experimentales han alcanzado una asintota en la ejecucion de una tarea motora
como el laberinto acuatico con clave (Doyon, Owen, Petrides, Sziklas, & Evans, 1996) es
decir, su activacion esta presente en todo el proceso de consolidacion de una memoria de
procedimiento.

Uno de los aspectos a considerar en nuestros resultados es la influencia fisiolégica del
ejercicio fisico, ya que se ha reportado que el ejercicio influye en la liberacion de
hormonas, siendo una de las mas comunes los glucocorticoides (Tharp, 1975); por lo cual
se comparo la distancia recorrida por las ratas entrenadas en el laberinto acuatico con
clave y las de nado, la cual no mostré diferencias estadisticamente significativas (Figura
21), descartando una influencia del ejercicio en los resultados obtenidos del Western blot.
Otro factor que considerar en la validacién de los resultados fue la pureza de la fraccion

mitocondrial. Esta pudo corroborarse primeramente mediante el método de
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fraccionamiento utilizado, el cual fue modificado del trabajo de Moutsatsou et al. (2001).
Siguiendo el mismo protocolo de fraccionamiento, Du et al. (2009a) corroboraron la pureza
de la fraccion mitocondrial, al procesar la fraccion mitocondrial con diferentes marcadores,
en los que no encontraron marcaje de la proteina del poro nuclear, muy poco marcaje del
marcador citosélico GADPH y un aumento de 900% en el marcaje de la proteina COX-1 en
comparacion al homogenado total.

Una segunda corroboracidon se realizd en el presente trabajo, ya que se tomaron
micrografias de la fraccion mitocondrial en el microscopio electronico (Figura 22), en las
cuales se encontraron mitocondrias que fueron reconocidas por sus caracteristicas de
tamafo (1um), la presencia de doble membrana y la forma globular que se ha encontrado
en neuronas (Li et al., 2004; Nunnari & Suomalainen, 2012). Por lo cual se puede aseverar
que la pureza de la fraccion usada para el analisis de Western blot fue correcta.

En cuanto a los resultados del Western blot, se encontré un incremento significativo en la
translocacién del receptor a glucocorticoides en las mitocondrias del estriado a las 1.5 h
después del entrenamiento en el laberinto acuatico con clave, siendo diferentes en
comparacion contra el grupo intacto y el grupo de 6.0 h.

Estos resultados no coinciden con lo reportado por Demonacos et al. (1996), quienes
encontraron que la translocacion del GR en mitocondrias de células hepaticas se llevaba a
cabo casi inmediatamente, teniendo un pico a los 5 min y disminuyendo a los 45 min. Sin
embargo, si hay concordancia con resultados obtenidos por Du et al. (2009a), quienes
estudiaron la dinamica de la translocacién del GR en las mitocondrias de célula de cultivos
de corteza cerebral a las 1.5, 24 y 72 horas después de la administracion de
corticosterona, encontrando que la expresion del GR en mitocondrias aumenta a las 1.5
horas y regresa a las concentraciones basales a las 24 horas, una disminucion similar a lo
que encontramos en el grupo sacrificado 6.0 horas después del entrenamiento en el
presente trabajo.

Ahora bien, debe mencionarse que los resultados de Du et al. (2009a) fueron encontrados
en cultivos celulares, en cambio, Moutsatsou et al. (2001) estudiaron la translocacién del
GR en mitocondrias de tejido ex vivo de hipocampo y corteza, encontrando también una
temporalidad, al observar que a los 0 min después del sacrificio practicamente no habia
presencia del GR en mitocondrias, contrario al grupo que se sacrificé a los 15 min, en
donde ya se encontraba una presencia considerable (Figura 18) dichos resultados apoyan
la idea de que las neuronas tienen una dinamica temporal en cuanto al tiempo de

translocaciéon del GR en mitocondrias, cabe sefialar que estos autores estudiaron la
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translocacién del receptor en ratas adrenalectomizadas a las cuales se les administro
corticosterona para emular la liberacion basal de CORT, por lo cual sus resultados serian
mas comparables a nuestro grupo intacto, que no fue expuesto a ningun estrés y en el cual
se encontraron niveles considerables de GR en mitocondrias. No puede ignorarse
entonces la posibilidad de que la translocacién del receptor esta también asociada a
procesos basales en la actividad celular y no solo a la respuesta ante el estrés y el
entrenamiento en la tarea, ademas debe sefialarse que el presente trabajo es el primero en
que se mide la translocacion del GR en mitocondrias de tejido ex vivo en un contexto de
aprendizaje, por lo que las comparaciones previas deben considerarse con cierta
moderacion.

Por otro lado, las ratas del grupo de nado no presentaron un curso temporal en la
translocacién del GR en mitocondrias. De manera similar, no se encontraron diferencias
significativas al comparar los niveles de GR en mitocondria del estriado de ratas del grupo
entrenado en el laberinto acuatico con clave en comparacion con los del grupo de nado.
Esto quiere decir que el entrenamiento en el laberinto acuatico con clave no induce un
aumento en los niveles de GR en mitocondrias del estriado en comparacion al grupo de
nado. Sin embargo, solamente los grupos entrenados en el laberinto acuatico con clave
tuvieron un curso temporal, lo que permite sugerir que, si bien no hay una mayor
translocacion del GR en mitocondrias del estriado durante ambos tratamientos, claramente
el entrenamiento induce una temporalidad en el proceso, lo cual podria asociarlo a la
dinamica celular durante la consolidacion de una memoria de procedimiento.

Se ha demostrado que la actividad del GR se ve influenciada por modificaciones
postraduccionales como la fosforilacién (Ismaili & Garabedian, 2004; Wang, Frederick, &
Garabedian, 2002), siendo la fosforilacion en la serina 232 (serina 211 en humano) una de
las modificaciones mas relevantes en cuanto a la actividad del GR se refiere (Rogatsky,
Waase, & Garabedian, 1998), la cual ademas ha demostrado ser dependiente del tiempo,
al necesitar cerca de 1 h para inducir la translocacion del GR en nucleos celulares (Wang
et al., 2002). Esto fue corroborado en el contexto de los procesos de consolidacion de la
memoria (Pegueros Maldonado, 2015), en el que, mediante la técnica de
inmunohistoquimica de fluorescencia, estudiamos la translocacién del GR fosforilado en la
serina 232 en nucleos de neuronas del estriado dorsal de ratas entrenadas bajo diferentes
intensidades de choque en la tarea de evitacion inhibitoria. Encontramos un aumento
significativo en las células positivas al receptor fosforilado en las ratas que fueron

entrenadas bajo la intensidad alta de choque, 1 hora después del entrenamiento. Esta

55



temporalidad es ciertamente similar al aumento a las 1.5 horas de los niveles de GR en
mitocondrias que se encontré en este estudio, por lo que la fosforilacion en la serina 232
podria estar relacionada con la translocacion del GR en las mitocondrias.

En este contexto, Adzic, Djordjevic, Demonacos, Krstic-Demonacos y Radojcic (2009),
estudiaron al GR fosforilado en diferentes sitios (Serina 232 y 246 asi como treonina 171)
en fracciones mitocondriales de hipocampo y corteza prefrontal después de someter a
ratas un estrés cronico, agudo o combinado, encontrando la presencia de las tres formas
fosforiladas del GR en ambos tipos neuronales, siendo el GR con la fosforilacién en la
serina 232 la que mostré mayores niveles. Considerando que el anticuerpo usado en este
trabajo es para el GR total (H-300) y reconoce los aminoacidos 121-400 del receptor, sus
formas fosforiladas también estarian siendo reconocidas en los Western blot de nuestros
resultados, lo cual podria complementar el entendimiento del mecanismo de translocacion
del GR en mitocondrias, ya que la fosforilacion en la serina 232 podria ser la sefial que
permite que el GR pase de su manera inactiva a formar un heterodimero con la proteina
Bcl-2 para poder translocarse en las mitocondrias (Du et al.,, 2009a). Ahora bien, debe
sefalarse, que en el trabajo de Adzic et al. (2009) los animales fueron sacrificados
inmediatamente después de someterlos a estrés, por lo que es posible que, en la
respuesta ante el estrés, la translocacion del GR en mitocondrias tanto de hipocampo
como de corteza prefrontal se presente de manera mas inmediata que en el estriado. Esto
se ha observado en el contexto de consolidacion de la memoria de tipo estimulo-respuesta
y procedimiento en las que participa el estriado. Se ha reportado una activacion temprana
de distintas cortezas y el hipocampo, mientras que a medida que avanza el tiempo y la
repeticion de ensayos se denota una actividad mayor en el estriado (Chang & Gold, 2003;
Doyon et al., 2009).

Por su parte, los resultados de la medicién del potencial de membrana mediante la tincion
con MitoTracker indicaron que el entrenamiento en el laberinto acuatico con clave induce
un curso temporal en el potencial de membrana mitocondrial, al tener un pico a las 1.5
horas que se mantiene incluso hasta 6 horas después del entrenamiento. Esto coincide
con el trabajo realizado por Du et al. (2009a) en el cual también midieron el potencial de
membrana mitocondrial en los cultivos de corteza cerebral que fueron tratados con
corticosterona, encontrando que esta se potenciaba incluso a las 24 h del tratamiento.

El MitoTracker es un marcador del potencial de membrana mitocondrial, es decir se une a
las mitocondrias que estan energizadas. Durante la fosforilacion oxidativa, los electrones

se combinan con el oxigeno para permitir el flujo de energia a través de la mitocondria que
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al estar energizadas permiten la produccion de ATP, molécula crucial en las reacciones
intracelulares dependientes de energia, como el transporte de electrones, la biosintesis de
neurotransmisores como el glutamato, el crecimiento de dendritas y la espinogénesis,
ademas de las funciones de la actividad mitocondrial que se asocian a la activacion de
diferentes vias de sefializacion y el restablecimiento del potencial de membrana plasmatica
mediante el buffering de calcio, todos estos, factores esenciales en los cambios plasticos
que ocurren en las neuronas y que se asocian a la consolidacion de la memoria (Billups &
Forsythe, 2002; Li et al.,, 2004; Picard & McEwen, 2014; Wallace, 2010). La sefial del
MitoTracker en los grupos de nado no mostré un curso temporal, lo que es similar a
nuestros resultados del Western blot, en los cuales los niveles del GR tampoco se vieron
afectados por el nado y las temporalidades de sacrificio, o cual ciertamente no se podria
atribuir a que las ratas de nado no estan aprendiendo, pero si a la posibilidad de que estén
procesando otro tipo de informacion y por lo cual la actividad neuronal en el estriado tenga
demandas metabdlicas diferentes.

En la comparacién del potencial de membrana de los grupos entrenados en el laberinto
acuatico con clave y los de nado se encontraron diferencias significativas en la interaccion
de los tratamientos, siendo diferentes los grupos de la temporalidad de 6.0 horas después
del entrenamiento, lo cual implica mayores niveles de potencial de membrana en las ratas
entrenadas en el laberinto acuatico con clave.

De manera interesante, solo los grupos entrenados en el laberinto acuatico con clave
mostraron un curso temporal tanto en los niveles de GR en mitocondria como en los de
potencial de membrana mitocondrial, lo que asocia claramente a ambos procesos con la
consolidacion de esta tarea. Sin embargo, hay una diferencia clara en cuanto a la
comparacion entre la temporalidad de 1.5 horas y 6.0 horas después del entrenamiento de
ambos experimentos, siendo los niveles de GR en mitocondria muy bajos a las 6.0 horas
en comparacion a los de 1.5 horas, lo cual no sucede con el potencial de membrana
mitocondrial, el cual es igual a las 6.0 y 1.5 horas, siendo ambos diferentes de los grupos
intacto y 0.5 horas. Esto sugiere que la potenciacion de la actividad mitocondrial podria no
deberse unicamente a la translocacion del GR en las mitocondrias y que posiblemente
dependa de otros factores.

Se ha demostrado conductualmente que la actividad mitocondrial no es solamente una
activacion cooperativa en la respuesta celular ante los procesos de aprendizaje, sino que
es un factor primordial para que se lleve a cabo la formacion de distintos tipos de memoria
(Bennett & Rose, 1992; Liu et al., 2002; Roubertoux et al., 2003). Existen evidencias que
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demuestran claramente que la administracion de glucocorticoides provoca una facilitacion,
es decir una mejora sustancial en la consolidacién de la memoria en diferentes tareas de
memoria como el laberinto acuatico con clave y la evitacion inhibitoria (Medina et al., 2007;
Quirarte et al., 2009) y se sabe que este efecto se debe en gran medida a la actividad del
receptor a glucocorticoides que participa en la regulacion de distintos aspectos de
plasticidad neuronal (Nakabayashi et al., 2001; Itani et al., 2002; Rogatsky et al., 2003).
Considerando esta evidencia, y los resultados discordantes en el curso temporal de la
translocaciéon del GR en mitocondrias y el potencial de membrana mitocondrial, es
importante abordar la posibilidad de que la relacion entre la actividad mitocondrial y los
glucocorticoides no se debe solamente a la translocaciéon del GR a la matriz mitocondrial,
sino que es mas bien un mecanismo de amplio espectro que concierne la interaccion de
diversas vias de sefalizacion que tienen como resultado una influencia en la plasticidad
neuronal y por tanto en la consolidacion de la memoria. Visto de esta manera, la
potenciacion de la actividad mitocondrial producida por la administracién de
glucocorticoides en cultivos de corteza cerebral demostrada por Du y colaboradores en
2009 puede deberse a una conjuncidon de diversas vias de sefializacion que provienen de
los efectos gendmicas y no gendmicos de los glucocorticoides (Stahn & Buttgereit, 2008) y
de la actividad de las mitocondrias como vias de sefalizacion (Chandel, 2014).
Jeanneteau y Arango-Lievano (2016) proponen un modelo que conjunta algunas de estas
interacciones y su importancia para la plasticidad sinaptica. Estos autores consideran que
uno de los procesos influenciados por la sefializacién cruzada entre las mitocondrias y el
GR es la eliminacion de sinapsis o prunning neuronal, este proceso es modulado en gran
parte por la activacion de enzimas denominadas caspasas, particularmente la caspasa 3,
cuya activacion es dependiente de las mitocondrias, que al aumentar su potencial de
membrana mitocondrial liberan el transportador electronico citocromo ¢, quien una vez en
el citosol induce la activacion de las caspasas (Colman, Costa, Chaves, & Tortora, 2015; Li
et al., 2010). A su vez el proceso de prunning es restringido a zonas particulares mediante
la inhibicién provocada por las proteinas de inhibicion de la apoptosis (IAP, por sus siglas
en inglés) cuya transcripcion nuclear es influenciada por la activacion del GR al
translocarse al nucleo (Wu et al., 2004). Considerando que tanto los niveles del receptor a
glucocorticoides en mitocondria como el potencial de membrana mitocondrial tuvieron un
pico alto a las 1.5 horas, es posible que su convergencia funcional induzca el proceso
plastico de eliminacion de sinapsis en el estriado dorsal de las ratas entrenadas en el

laberinto acuatico con clave.
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Otra posibilidad que considerar es que en la translocacién del GR a mitocondrias tenga
una funcién como centro de regulacion de la actividad del receptor. Moutsatsou et al.
(2001) reportaron la presencia de un GR con un menor peso molecular, resultados que los
autores asociaron a un GR degradado, cuyos niveles, interesantemente parecen mayores
en la fraccidn mitocondrial (Figura 23, sefialado con la flecha inferior), por lo que no puede
excluirse la posibilidad de que la translocacion del GR en mitocondrias no solo participa en
la potenciacion de la actividad mitocondrial (Du et al., 2009a), sino que también en la
modulacién de los niveles de GR celulares y su funcion.

Por ultimo, cabe sefalar la evidencia de que la actividad mitocondrial también puede verse
modulada por la translocacion de una gran diversidad de factores moleculares entre los
que se encuentran CREB vy los receptores a cannabinoides (Hebert-Chatelain et al., 2016;
Ryu, Lee, Impey, Ratan, & Ferrante, 2005), los cuales a su vez tienen vias cruzadas de
sefializacion con el GR en procesos de consolidacién de la memoria (Campolongo et al.,
2009; Chen, Bambah-Mukku, Pollonini, & Alberini, 2012)

Si bien los resultados mostraron una relacién de la translocacion del GR en mitocondrias y
el potencial de membrana mitocondrial con la consolidacion de la memoria de
procedimiento, son ciertamente la descripcion de un primer panorama en la funcién de las
mitocondrias en la consolidacion de la memoria y su modulacién por los glucocorticoides.
La evidencia apunta a que este proceso tiene relevancia en la plasticidad neuronal y que
es parte de una red de reacciones y vias de sefalizacion cruzada que debe ser abordado
con mayor profundidad, considerando factores como distintos sistemas de memoria,

estructuras y mecanismos celulares.

9. Conclusiones

- El entrenamiento en el laberinto acuatico con clave induce un curso temporal en la

translocacién del receptor a glucocorticoides en las mitocondrias del estriado.

- El entrenamiento en el laberinto acuatico con clave induce un curso temporal en el

potencial de membrana mitocondrial del estriado dorsal.
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10. Perspectivas

- Estudiar si el proceso de translocacion del GR en las mitocondrias durante la
consolidacion de una memoria se debe a la fosforilacién.

- Estudiar qué genes del genoma mitocondrial se expresan durante la consolidacion
de una memoria.

- Estudiar mas a fondo la asociacion del GR y la proteina BCL-2 durante la
consolidacion de una memoria.

- Estudiar la relacién del GR con otros procesos de actividad mitocondrial como la
dinamica del calcio y la oxidacion.

- Estudiar la relacion de la translocacion del GR con la actividad mitocondrial en otras

estructuras cerebrales y con otros paradigmas conductuales.
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11. Anexo- Figuras

Figura 24. Micrografia tomada en el microscopio electrénico de la fraccién mitocondrial usada para el analisis
de Western blot. Nétese ...

wd O min
B 15m

Figura 25. Las lineas pares representan los niveles de GR a los 15 minutos después de administracion de
CORT, mientras las lineas impares representan los niveles de GR a los 0 minutos. Las lineas 1y 2
representan los niveles de GR en la fraccion mitocondrial, 3 y 4 en la fraccién sinaptosomal, 5 y 6 en la
fraccion citosodlica, mientras 7 y 8 en la fraccion nuclear. La flecha inferior marca el peso molecular de la
proteina receptor a glucocorticoides, la flecha inferior representa el GR con una proteina de menor peso.
Modificado de Moutsatsou et al. (2001).
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