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Dinamica e interrelacion entre reconsolidacion y extincion

de la memoria en el cangrejo Chasmagnathus

Resumen

La reconsolidacién y la extincidn de la memoria son dos procesos
mnésicos funcionalmente relacionados, ya que ambos estan
involucrados en el procesamiento y almacenamiento de nueva
informacidon relacionada con un aprendizaje anterior. Sin embargo,
ambos procesos estan basados en mecanismos muy distintos. Mientras
gue la reconsolidacion involucra una desestabilizacién y reestabilizacién
de la traza del aprendizaje original, la extincién genera una nueva traza
que compite con la anterior. Trabajos previos de nuestro laboratorio
revelaron por primera vez una relacion mecanistica entre
reconsolidacién y extincion, mostrando que la presentacion de un
estimulo condicionado (CS) puede inducir uno u otro proceso
dependiendo de su duracién.

En este trabajo revelamos nuevas caracteristicas paramétricas
gue determinan la induccidon de la reconsolidacién y la extincidon, la
cinética con la que estos procesos ocurren, y un hipotético mecanismo
que los vincula, que tiene lugar tras el fin del CS. Encontramos que (a)
durante toda la presentacién del CS la memoria original permanece
intacta y consolidada, mostrando que ni reconsolidacion ni extincion son
inducidas hasta la terminacién del CS, independientemente de su
duracion, (b) la presentacion de un unico refuerzo (US) durante la
exposicion al CS tiene la capacidad de prevenir la induccién tanto de la
extincion como de la reconsolidacién, (c) la extincidn de la memoria
ocurre pocos segundos después del fin del CS, y (d) reconsolidacion y
extincion son inducidos de forma mutuamente excluyente tras un Unico
CS, pero ambos procesos pueden dispararse por sendos CSs vy
desarrollarse simultdneamente. Como resultado, presentamos un
modelo que integra estos hallazgos, reflejando la dinamica e
interrelacion entre los procesos de reconsolidacién y extincidn de la

memoria.

Palabras clave: memoria, reconsolidacion, extincidn, sintesis de
proteinas, invertebrado.



Dynamics and interrelationship of memory reconsolidation
and extinction in the crab Chasmagnathus.

Abstract

Memory reconsolidation and extinction are two functionally
related memory processes, since they are both involved in the
processing and storage of new information related to a previous
learning. However, both processes are based on very different
mechanisms. Reconsolidation involves a destabilization and a
restabilization of the original memory trace, whereas extinction
generates a new memory trace that competes with the former. Previous
work from our laboratory showed for the first time that there is a
mechanistic relationship between reconsolidation and extinction, since a
single conditioned stimulus (CS) exposure could trigger one or the other
process depending on its duration.

Here we disclose new parametric conditions for the triggering of
reconsolidation and extinction, the kinetics of these processes, and an
hypothetic mechanism operating after CS offset that links both mnesic
process. We have found that (a) during the entire CS presentation the
original memory remains intact and consolidated, showing that neither
reconsolidation nor extinction are triggered before CS termination,
regardless of its duration, (b) a single reinforcement (US) presentation
during CS exposure is able to prevent both reconsolidation and
extinction triggering, (¢c) memory extinction is triggered a few seconds
after CS offset, and (d) triggering of reconsolidation and extinction is
mutually exclusive when a single CS is presented, but both processes
can be serially triggered by respective CS presentations, and develop
simultaneously. As result, we present a model integrating these
findings, showing the dynamics and interrelationship of memory
reconsolidation and extinction.

Key words: memory, reconsolidation, extinction, protein synthesis,
invertebrate.
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1 - Aprendizaje y memoria

Una caracteristica universal de los animales es la capacidad de
formar representaciones internas del medio exterior mediante
experiencias sensoriales. En este proceso de conocimiento, los
individuos aprenden acerca de la presencia de los distintos estimulos
que los rodean, y acerca de las relaciones existentes entre estos
estimulos. Esta capacidad cognitiva permite a los animales hacer
predicciones acerca de relaciones de contingencia, lo que les provee de
grandes ventajas, ya que puede producir cambios adaptativos en el

comportamiento.

Definiremos entonces a un aprendizaje como la adquisicién de
informacion del entorno durante una experiencia comportamental, y a la
memoria como la capacidad de retener esa informacién en el tiempo,
manteniéndola disponible para ser eventualmente recuperada, o
evocada, en el futuro. Ampliaremos este concepto sefialando que esta
informacion, la representacion interna, se encuentra codificada en
circuitos neuronales en forma de patrones espacio-temporales de
actividad adquiridos mediante cambios en las propiedades reactivas de

las neuronas como producto del aprendizaje (Dudai 2002a).

Niveles de analisis y fases de la memoria

Como se desprende de esta definicién, existen distintos niveles
de andlisis en una memoria, que presentan una relacidon jerarquica
entre si. En particular, podemos distinguir tres niveles en su estudio: un
nivel comportamental, un nivel de sistema o neural, y un nivel celular y
molecular. En otras palabras, puede estudiarse cdmo una memoria se
manifiesta comportamentalmente, cdémo esto estd codificado en

circuitos neuronales, y cdmo las neuronas cambian sus conexiones y sus



propiedades reactivas para formar o modificar estos circuitos, y también

cémo estas conexiones son mantenidas en el tiempo.

La existencia en el sistema nervioso de una memoria
funcionalmente operativa implica légicamente que ésta ha pasado
primero por distintas etapas o fases: en primer lugar, ha sido adquirida
mediante un proceso de aprendizaje, durante una experiencia
comportamental, luego, ha sido almacenada en el sistema nervioso vy,
por ultimo, permanece disponible para ser utilizada, es decir, puede ser
evocada. Esto ultimo implica que el comportamiento de un individuo es
susceptible de ser afectado por esta memoria. Por ejemplo, un animal
que aprendid que un lugar determinado es peligroso, si lo recuerda, lo
evitara en el futuro. Este cambio comportamental de evidente valor
adaptativo, es una de las herramientas fundamentales para el estudio
de la memoria: esto es su expresion, es decir, su manifestacion

comportamental.

Para el estudio de la memoria y sus mecanismos bioldgicos, se
utiliza una gran variedad de modelos animales, desde insectos y
crustaceos hasta roedores y primates. En todos ellos, tipicamente, se
somete a los individuos a una sesidon de entrenamiento en la que estos
aprenden una tarea que produce un cambio en el comportamiento.
Pasado cierto tiempo, se evalia comportamentalmente si los animales
retienen la memoria adquirida en el entrenamiento. Durante este
intervalo entre la adquisicion y la evaluacién de la memoria, distintas
intervenciones y tratamientos pueden poner de manifiesto los
mecanismos celulares y moleculares que sirven su adquisicion,
almacenamiento y evocacion.

Los abordajes in vivo mas (generalizados incluyen Ia
administracion de farmacos que inhiben especificamente alguna funcién
enzimatica, transmisidon sinaptica, vias de sefalizacién celular,
biosintesis de macromoléculas, etc.; estimulaciones y registros

electrofisioldgicos en neuronas o poblaciones de neuronas particulares;
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lesiones discretas en determinadas regiones del sistema nervioso; o
simples manipulaciones comportamentales. Asimismo, el empleo de
distintos métodos bioquimicos de deteccidn de moléculas especificas en
tejidos de animales entrenados en alguna tarea permite el
establecimiento de correlaciones neurales, celulares y moleculares con

la memoria formada.

Tipos de aprendizaje y condicionamiento

Se distinguen basicamente dos tipos de aprendizaje: el asociativo
y el no asociativo. El aprendizaje no asociativo consiste en la simple
percepcidon de los distintos estimulos del medio y el conocimiento de su
existencia y sus caracteristicas. El aprendizaje asociativo, en cambio,
consiste en el establecimiento de relaciones, o asociaciones, entre estos
estimulos, lo que permite al individuo formular predicciones. Este es el
principio basico del condicionamiento, un fendmeno cognitivo descripto
por primera vez en 1927, por Ivan Pavlov.

En sus clasicos experimentos con perros, Pavlov observd que si
se presenta al individuo, en forma repetida, un estimulo
emocionalmente neutro (el timbre) seguido inmediatamente de otro
estimulo emocionalmente relevante (alimento), se produce una
asociacion entre ambos estimulos de modo que el primero pasa a tener
un valor predictivo, anticipatorio, del segundo. Es decir, el individuo
aprende una relaciéon de contingencia entre ambos estimulos. Esto se
evidencia porque al presentar sélo el primer estimulo, el ahora estimulo
condicionado (conditioned stimulus, CS), comienza a producirse en el
animal una respuesta comportamental (salivacién) que hasta entonces
s6lo era producida por el segundo estimulo, el estimulo incondicionado
(unconditioned stimulus, US). De este modo, lo que antes era una
respuesta incondicionada, es decir, producida siempre por el US, ahora
se convierte en una respuesta condicionada: una respuesta producida

por el CS, sdélo después de que la asociacidon tuvo lugar. Este tipo de
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condicionamiento se denomina cldsico o pavloviano, y representa un
ejemplo de cdmo los animales aprendemos las relaciones existentes
entre los estimulos que nos rodean.

En 1957, Burrhus Skinner describié un tipo de condicionamiento
cualitativamente distinto, en el que el individuo, en lugar de aprender
gue el CS predice la llegada del US, aprende que él mismo debe llevar a
cabo una accion para que ocurra algo particular (por ejemplo, recibir
una recompensa o0 evitar un castigo). Entonces, la asociacion
establecida es una relacién de contingencia entre su accion (respuesta
operante) y la consecuencia de ésta. Este tipo de condicionamiento es
conocido como operante o instrumental, y representa un ejemplo de
como los animales aprendemos las consecuencias de nuestras propias

acciones.

Otra forma de clasificar los condicionamientos es de acuerdo a la
naturaleza del componente emocional que motiva el aprendizaje. Este
es un aspecto muy importante, ya que la motivacién es un fuerte
modulador del aprendizaje (Cahill & McGaugh 1996; McGaugh 2000).
En laboratorio es practicamente imposible lograr que un animal aprenda
y realice una tarea si no estd motivado, por ejemplo, por hambre, sed o
miedo. En el condicionamiento, este componente emocional, se
encuentra comprendido en el valor del US, también llamado refuerzo.

Se distinguen entonces en este sentido, dos tipos de
condicionamiento: el apetitivo y el aversivo. En un condicionamiento
apetitivo, sea clasico o instrumental, el animal estd motivado a retener
la asociacion de estimulos porque ésta implica la prediccién de una
recompensa, o refuerzo positivo. Asi, el individuo puede aprender que
un estimulo determinado predice la llegada de alimento o agua, o que él
debe presionar tal o cual palanca para recibirlos. En un
condicionamiento aversivo, en cambio, el animal aprende que el
estimulo en cuestion predice la llegada de un castigo, o refuerzo
negativo. Tipicamente un tono audible, un flash de luz o un contexto

espacial determinado predicen la llegada de un shock eléctrico en las
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patas u otro estimulo de peligro. Instrumentalmente, el animal puede
aprender que debe moverse, cambiar de lugar (o evitar hacerlo) para

no recibir la descarga.

Basados en estos tipos de condicionamiento, existe una gran
cantidad de protocolos de entrenamiento y evaluacion de la memoria en
modelos animales, paradigmas comportamentales, utilizados para el
estudio del aprendizaje y la memoria, y de sus distintas fases,

mecanismos y sustratos bioldgicos.

Soporte bioldgico y mecanismos celulares y moleculares de la

memoria

La hipodtesis fisioldgica siempre subyacente al estudio de la
formacion de una nueva memoria es la de la plasticidad sinaptica
(Martin & Morris 2002). En otras palabras, el aprendizaje induciria
cambios selectivos en los pesos sinapticos (eficiencia de la sinapsis) de
conexiones neuronales particulares, asi como el establecimiento de
nuevas conexiones. De esta forma, la codificacién de la nueva memoria
consistiria en la remodelacién de circuitos neurales como producto de
estos cambios en sus conexiones, con la consecuente modificacion del
patron espacio-temporal de actividad neural. El almacenamiento de esta
memoria estaria dado por la estabilizacién a largo término de las

conexiones involucradas (Bailey et al. 1996; Dudai 2002a).

En apoyo a esta hipdtesis, se han descripto numerosas
correlaciones entre el aprendizaje de una tarea y modificaciones en el
sistema nervioso a nivel sinaptico (Colley et al. 1990; Bailey et al.
1996; Yin & Tully 1996; Silva et al. 1998; Malenka & Nicoll 1999; Miller
2000). También, en estudios electrofisiolégicos in vitro, se han
observado cambios en los pesos sinapticos como funcién de la actividad
en forma especifica (Bliss & Lamo 1973; Shors & Matzel 1997; Sweatt
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1999). Por otra parte, estudios electrofisioldgicos in vivo han mostrado
fuertes correlaciones entre cambios comportamentales producto de un
aprendizaje con cambios en el patrén de actividad durante la respuesta

en una unica neurona (Tomsic et al. 2003).

Los mecanismos celulares y moleculares subyacentes a |la
plasticidad sinaptica, y por lo tanto a la memoria, han sido estudiados
extensamente durante las Ultimas décadas, y hoy se conocen una gran
cantidad de eventos celulares y moleculares necesarios para llevar a
cabo esta remodelacién de las sinapsis y, por extensién, de los circuitos
neurales. A continuacién veremos la dindmica con la que ocurren estos
fendmenos que subyacen la adquisicién y el almacenamiento de las

memorias.
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2 - Consolidacion de la memoria

Durante mas de un siglo ha prevalecido la idea de que una
memoria, tras su adquisicidon, atraviesa un periodo de labilidad antes de
conformarse de un modo estable y permanente en el sistema nervioso
(McGaugh 2000). Este periodo de Ilabilidad estd definido
operacionalmente por la sensibilidad de la memoria recién adquirida a
diversos agentes amnésicos experimentales como, por ejemplo,
intervenciones farmacoldgicas o comportamentales. Con el solo paso del
tiempo, la memoria adquirida es gradualmente estabilizada en el
sistema nervioso, con lo que se vuelve permanente a largo término, por
periodos que pueden extenderse de dias a afos, o incluso a toda la vida
del individuo. Una vez conformada en este estado estable, la memoria
es insensible a los agentes antes mencionados (McGaugh 1966; Squire
& Alvarez 1995). Este proceso de estabilizacién de la memoria a largo

término es conocido como consolidacion de la memoria.

La teoria de la consolidacién fue formulada por primera vez por
Miller y Pilzecker en 1900, y desde entonces una vasta cantidad de
resultados experimentales le han dado forma y sustento tedrico. En
lineas generales, la teoria postula que toda nueva memoria,
inicialmente 1abil, es gradualmente consolidada, tras lo cual puede
permanecer a largo término por tiempo indefinido. Este postulado lleva
implicito el concepto de que el fendmeno de consolidacién ocurre una
sola vez, tras la adquisicién de la memoria (Dudai 2002a).

En los experimentos que generaron esta teoria, los autores
observaron que si a un grupo de personas que acaba de memorizar una
lista de items se le presenta un agente distractor, como puede ser otra
tarea de memorizacién, al evaluar la retencién de la primera se vera
que este grupo presenta mayores dificultades para recordar la lista que
otro grupo de personas a quienes no se le presentd el distractor.
Asimismo, se observd que si el distractor es gradualmente demorado

respecto de la primera memorizacion, el efecto amnésico se pierde,
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también en forma gradual. Estos experimentos evidenciaron por
primera vez la existencia de una ventana temporal de labilidad del
orden de unas pocas horas, y desde entonces numerosos trabajos,
principalmente en roedores pero también en muchos otros modelos
animales, mostraron resultados en el mismo sentido utilizando una gran
diversidad de agentes amnésicos.

Inicialmente los tratamientos amnésicos aplicados eran
sistémicos e inespecificos, como, por ejemplo, un shock
electroconvulsivo (Duncan 1949; McGaugh 1966). Pero con el desarrollo
de la farmacologia, se fueron ensayando agentes amnésicos cada vez
mas especificos; en particular, drogas que bloquean especificamente
distintos procesos moleculares. Asi, comenzaron a revelarse los
distintos eventos moleculares involucrados en la consolidacién de la
memoria, en funcidn de la capacidad del bloqueante de provocar un

efecto amnésico durante el periodo de labilidad.

Un segundo hallazgo de primordial importancia fue que
generalmente el efecto amnésico encontrado era evidente sélo si se
evaluaba la memoria uno o mas dias después, pero no pocas horas
después de la adquisicion e interferencia (Agranoff et al. 1965; Geller et
al. 1969). Esto condujo a la nociéon de que, para una misma memoria,
habia en el sistema nervioso dos representaciones (a) cualitativamente
distintas, ya que una era susceptible a la disrupcion observada y la otra
no, y (b) con distinto curso temporal, siendo que se encontraba una
memoria de corto término (en este caso, insensible al tratamiento) y
una memoria de largo término (afectada por el tratamiento). Sélo esta
idea de dos representaciones, basadas en mecanismos y/o sustratos
distintos, explicaria el hecho que un tratamiento amnésico no pudiera
afectar la memoria inmediatamente después de aplicado (ni durante las
horas subsiguientes) pero si lo hiciera en el largo término (e.g. al dia

siguiente) (Fig. I.1).
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Figura I.1: Modelo de dos memorias con distinto curso temporal.
De acuerdo al modelo de dos memorias con distinto curso temporal, se
puede afectar la memoria de largo término y, dependiendo del momento
de la evaluacién, se encontrara o no un efecto amnésico. Si se bloquea
la memoria de corto término, se vera retencion a largo término solo si

ambas memorias son independientes.
Adaptado de McGaugh 2000.

En 1949, Donald Hebb postuld6 un modelo de dos memorias en
serie: una memoria de corto término cuya consolidacidon daria lugar a
una memoria de largo término, planteando asi una relacién de
dependencia entre ambas representaciones. Aunque consecuentemente
con esta hipdtesis, se ha demostrado en repetidas ocasiones que el
bloqueo de la memoria de corto término impide también la de largo
término (Gibbs & Ng 1984), hoy se conocen farmacos capaces de
impedir selectivamente la memoria de corto término sin afectar la de
largo término (Emptage & Carew 1993; Izquierdo et al. 1998), lo que
abogaria por dos procesos en paralelo, es decir, dos representaciones
independientes. No obstante, este aspecto aun hoy sigue en discusion
(McGaugh 2000).

A lo largo de un siglo de estudio, la consolidacion de la memoria
ha demostrado ser un fendmeno universal, respecto de los tipos de

memoria, de las especies y de los paradigmas comportamentales en los
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que ha sido puesta a prueba (McGaugh 2000; Dudai 2004). Asimismo,
los mecanismos celulares y moleculares involucrados en este proceso,
dentro de su diversidad, en su gran mayoria han mostrado ser
igualmente universales (Tully et al. 1994; Abel & Kandel 1998; Tully
1998; Alberini 1999; Miller 2000; Menzel 2001; Maldonado 2002).

Hoy se conoce toda una serie de eventos moleculares que
ocurren en las sinapsis, y que también involucran a los nucleos de estas
neuronas, al momento de la formacién y consolidacion de la memoria.
Algunos de estos eventos descriptos involucran distintos receptores de
membrana, sefalizaciones mediadas por calcio, AMPc, cascadas de
guinasas y activacion de factores de transcripcién, culminando con la
expresion de distintos genes (Huang & Kandel 1995; Dudai 1996;
Bernabeu et al. 1997; Abel et al. 1998; Schafe et al. 1999; McGaugh
2000; Locatelli et al. 2002). El mas universal de los eventos
moleculares descriptos en la consolidacidon de la memoria es sin duda la
sintesis proteica (Agranoff et al. 1965; McGaugh & Alpern 1966;
Pedreira et al. 1995; Pedreira et al. 1996; McGaugh 2000; Dudai 2004).

De este modo, al referirse a una memoria de largo término,
generalmente se hace alusién a una memoria que perdura al menos 24
horas, y depende para su establecimiento de la sintesis proteica, entre
otros eventos moleculares. En cambio, por una memoria de corto
término se entiende una memoria que no perdura mas que unas pocas
horas y es independiente de la sintesis proteica.

Esta universalidad trae consigo importantes implicancias. A lo
largo de la evolucidn, parecen haberse seleccionado siempre los mismos
mecanismos basicos de la memoria, independientemente del grado de
complejidad del sistema nervioso en las distintas especies. Por lo tanto,
la gran diversidad de tipos y capacidades de memoria que conocemos
reside a nivel de las propiedades emergentes del sistema y no a nivel de
los mecanismos basicos celulares y moleculares que lo conforman
(Maldonado 2002). Esta afirmacion destaca la utilidad de los sistemas

simples, como la mayoria de los invertebrados, para el estudio de los
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distintos procesos implicados en la formacion y consolidaciéon de la

memoria.

Es necesario aclarar que en la literatura el término consolidacion
no sélo es usado para referirse al fendmeno que estamos describiendo,
por el cual una memoria es estabilizada durante un periodo de unas
pocas horas. En algunas memorias particulares se ha observado que
durante un periodo post-adquisicion del orden de las semanas, se
produce una transferencia de la memoria desde circuitos en donde
reside inicialmente hacia circuitos localizados en regiones distintas del
cerebro, en particular desde el hipocampo hacia la corteza (e.g. Debiec
et al. 2002). Se ha propuesto que este proceso representa una
estabilizacion ulterior que ocurre en estas memorias, por lo que también
es llamado consolidacién, aunque para diferenciarlo del proceso
anterior, en este caso se hace referencia a consolidacion de sistemas
(Debiec et al. 2002; Dudai 2004), mientras que el primero es
diferenciado llamandolo consolidacion sinaptica (Dudai 2004) o
consolidacion celular (Debiec et al. 2002). En este trabajo, al referirnos
a la consolidacién y la estabilizacion a largo término de la memoria,

haremos alusidon en todos los casos a la consolidacién sinaptica.
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3 - Reconsolidacion de la memoria

Hacia fines de los afios ‘60, esta visidon dominante de la dindmica
de almacenamiento de Ila memoria en la que ésta avanza
indefectiblemente hacia un estado de progresiva estabilizacion,
comenzo a ser desafiada por los resultados de distintos trabajos. Estos
trabajos mostraban que al presentar a animales con una memoria
previamente consolidada una experiencia relacionada con el aprendizaje
original, i.e., un recordatorio del entrenamiento, se producia un retorno
de esta memoria al estado labil, con lo que podia ser vulnerada
nuevamente mediante los mismos agentes amnésicos que disrumpian la
consolidacién, tras la adquisicion de la memoria. Se mostré asimismo
gue tras esta re-labilizacién, la memoria debia atravesar un nuevo
periodo de consolidacion, o reconsolidacién, para poder permanecer
nuevamente a largo término (Misanin et al. 1968).

Estos resultados experimentales cuestionaban de este modo uno
de los postulados principales de la teoria de la consolidacién: su
dinamica. Asi, la consolidacién no tendria lugar una Unica vez, tras la
adquisicién de la memoria, sino que podria ocurrir multiples veces.

En base a estos hallazgos, Donald Lewis (1979) formuld una
teoria segun la cual la memoria no seguiria una dinamica unidireccional,
desde un estado inicial 1abil hacia un estado final consolidado, como una
funcién del tiempo, sino que tendria una dinamica bidireccional,
pudiendo pasar también del estado consolidado al estado labil, como
una funcion de la actividad mnésica. Asi, Lewis hizo hincapié, mas que
en la existencia de distintos estadios sucesivos de la memoria, en la
existencia de distintos estados. Distinguié entonces un estado activo, en
el que la memoria se encontraba labil y por lo tanto sensible a agentes
amnésicos, y un estado inactivo, estable, en el que la memoria era
resistente a dichos agentes (Fig. I1.2).

A pesar de lo revolucionario del descubrimiento y de su
importancia tanto tedrica como clinica, (Sara 2000a; Nader et al.

2000b; Dudai 2002a, 2004), por distintos motivos relacionados en parte
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con la poca especificidad de los agentes amnésicos aplicados entonces,
y también por la fuerza del dogma establecido, estos trabajos y muchos
otros que les siguieron fueron mayormente ignorados durante las
siguientes tres décadas, y con ello, la hipotesis de una re-labilizacién o

reactivacion de la memoria consolidada fue relegada.

Consolidaci 6n
Reconsolidacion

Estado Activo Estado Inactivo
« Dura entre segundos y horas +Dura entre dias y semanas
» Labil (sensible a disrupcion) « Estable (insensible a disrupcion)
» No requiere de sintesis « Requiere de sintesis
de novo de proteinas de novo de proteinas
Labilizaci 6n

Figura I.2: Modelo de una memorias con dos posibles estados.
El estado activo y el estado inactivo son analogos a la memoria de
corto término y la memoria de largo término, respectivamente. De
acuerdo a este modelo, una memoria puede tener una dinamica
bidireccional, pasando de un estado a otro en funcidon de la actividad

mnésica.
Adaptado de Nader 2003.
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Entre las objeciones experimentales, se encuentran algunos
resultados contradiciendo los hallazgos originales (Dawson & McGaugh
1969; Squire et al. 1976), o resultados mostrando sélo una amnesia
transitoria (Mactutus et al. 1979). Este es el caso de la recuperacion
espontanea de la memoria, fendmeno que a veces se encuentra pasado
cierto tiempo tras la presentacién del recordatorio y la intervencién
amnésica. Se ha observado en algunos casos que, si se interfiere con
una memoria durante su reconsolidacion y se la evalla un dia después
de la intervencién, ésta muestra un efecto amnésico; pero si, en
cambio, se la evalia dos o mas dias después, se evidencia una
recuperacion de la respuesta condicionada (retencion de la memoria).
Entonces, la objecion estd fundamentada en que si eventualmente se
logra evidenciar retencién, la amnesia observada en un primer
momento no seria producto de una verdadera pérdida de la memoria (a
causa de una reconsolidacion impedida) sino de un efecto transitorio,
probablemente sobre su expresion (Miller & Matzel 2000; Nadel & Land
2000; Dudai 2002b). Este argumento parece bastante contundente; sin
embargo, resultados similares se han obtenido también al impedir la
consolidacién original de la memoria, tras su adquisicidon, y han sido
frecuentemente atribuidos a un efecto parcial de la interferencia (Lewis
et al. 1968; Quartermain et al. 1972; Miller et al. 1974).
Posteriormente, con la proliferacion de estudios sobre los mecanismos
de la extincion de la memoria, distintos trabajos comenzaron a observar
también que la presentacién de un CS no reforzado, per se un
recordatorio del entrenamiento, en lugar de inducir la labilizacidon de la
memoria original inducia sélo su extincion, y distintos agentes
amnésicos en lugar de impedir la reconsolidacién impedian la
consolidacién de la extincidon, produciendo a nivel comportamental un
resultado opuesto al postulado por la hipotesis de la reconsolidacion
(Berman & Dudai 2001; Vianna et al. 2001).

Por su parte, la principal objecién tedrica a la hipdtesis de la
reconsolidacion reside en el desconcertante sentido biolégico y valor

adaptativo del regreso de una memoria consolidada al estado labil por
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su mera evocacion, producto de un recordatorio. Esta labilizacion no
sblo implica que la memoria vuelve a ser transitoriamente vulnerable,
poniéndose en riesgo ante potenciales interferencias, sino que ademas,
por el simple hecho cotidiano de ser evocada, requiere una nueva
inversion energética incluyendo transcripcién génica y sintesis proteica

para su reconsolidacion y re-estabilizacién en el sistema nervioso.

No obstante esta escasa aceptacidn inicial de la hipdtesis de la
reconsolidacién, durante los afos siguientes numerosos trabajos
continuaron desarrolldandose dentro de este marco teorico alternativo
como una corriente marginal, sin ser tenida en cuenta por el grueso de
la comunidad cientifica de este campo (Lewis et al. 1972; Lewis &
Bregman 1973; Mactutus et al. 1979; Judge & Quartermain 1982;
Richardson et al. 1982; Bucherelli & Tassoni 1992). Entre otros se
destacan los de Susan Sara, quien caracterizé varios de los eventos
moleculares involucrados en los mecanismos de la reconsolidacion de la
memoria. Con sus trabajos, Sara mostré en distintos modelos de
memoria con roedores, apetitivos y aversivos, que la presentacion de
un recordatorio labilizaba la memoria consolidada, y que la memoria
podia ser impedida tras su labilizacion mediante la administracion
antagonistas especificos de receptores NMDA, y antagonistas de
receptores  beta-adrenérgicos  (Przybyslawski & Sara 1997;
Przybyslawski et al. 1999; Sara 2000a). De este modo, comenzd a
evidenciarse por un lado una recurrencia en la reconsolidaciéon de la
memoria de distintos eventos que tienen lugar durante la consolidacion
original, como la participacibn de determinados receptores,
moduladores y vias de sefializacion (Przybyslawski & Sara 1997; Roullet
& Sara 1998; Przybyslawski et al. 1999; Sara et al. 1999; Kelly et al.
2003). Por otro lado, comenz6 a vislumbrarse con estos trabajos un
posible valor adaptativo del fendmeno de reconsolidacién de la
memoria: al labilizarse la memoria por algun estimulo relacionado, ésta
volveria a ser susceptible a la accion de moduladores u otros agentes

enddgenos, pudiendo la vieja memoria cobrar un nuevo valor o
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significado dependiendo del nuevo contexto cognitivo en el que fue
labilizada. Del mismo modo, se propuso que el sistema permitiria la
integracidon de terceros estimulos en el contexto de una vieja memoria,
mediante este proceso de labilizacién y reconsolidacion (Sara 2000a;
Nader et al. 2000b; Sara 2000b; Dudai 2002b).

Estos postulados constituyeron entonces una formulacion mas
completa y revisada de la teoria de la reconsolidacién de la memoria,

allanando el camino hacia su aceptacion.

Como consecuencia de la acumulacion de varios trabajos
influyentes, y en particular gracias al alto impacto de una publicaciéon de
Nader et al. (2000a), el tema cobré un renovado interés y la hipdtesis
de la reconsolidacién comenzé a ser revisada en forma generalizada. En
ese trabajo se realizaron experimentos con roedores como los que
originalmente mostraron esta labilizacion de la memoria consolidada,
pero con la diferencia de que las intervenciones que actuaban como
agentes amnésicos eran ahora mucho mas especificas: en los trabajos
originales el tratamiento aplicado, sistémico e inespecifico, consistia
tipicamente en la aplicacion de un shock electroconvulsivo (Misanin et
al. 1968; Lewis et al. 1972), o de hipotermia (Mactutus et al. 1979;
Richardson et al. 1982), mientras que en estos nuevos estudios se
aplicaba una infusidn de anisomicina, un inhibidor de la sintesis
proteica, directamente dirigida a la amigdala, es decir, a circuitos del
cerebro ahora identificados como sitio de formacion de esa memoria en
particular (Phillips & LeDoux 1992). Al igual que los trabajos originales,
estos experimentos mostraron que el efecto amnésico logrado sobre la
vieja memoria consolidada, dependia de su labilizacién previa por la
presentacién de un recordatorio del entrenamiento.

Con esta publicacién, ha comenzado entonces una nueva ola de
trabajos estudiando el fenédmeno de la reconsolidacién de la memoria y
sus mecanismos en distintos modelos animales y paradigmas
comportamentales (e.g. Taubenfeld et al. 2001; Debiec et al. 2002;
Kida et al. 2002; Pedreira et al. 2002; Tronel & Sara 2002; Child et al.
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2003; Eisenberg et al. 2003; Kelly et al. 2003; Sangha et al. 2003;
Boccia et al. 2004; Morris et al. 2006; Rossato et al. 2006), que en la
ultima década ha producido un conocimiento sustancial de diversos
mecanismos moleculares y neurofisioldgicos involucrados en este
fendmeno de re-estabilizacion de la memoria, comenzando a
establecerse un nuevo marco tedrico de la dinamica del almacenamiento
de la memoria.

Los estudios de los mecanismos moleculares que subyacen este
proceso, como hemos mencionado, han mostrado en muchos casos un
alto grado de solapamiento con los que subyacen la consolidacién,
insinuando una suerte de recapitulacion de eventos moleculares, como
activacion de receptores, cascadas de sefalizaciéon, factores de
transcripcidén, expresidn génica y sintesis de proteinas, especificos y
comunes a ambos procesos (Sara 2000a; Nader 2003). En particular, al
igual que en la consolidacion, la sintesis proteica ha mostrado ser un
requerimiento ubicuo para la reconsolidacion de las memorias (Fig. I.2)
(Judge & Quartermain 1982; Taubenfeld et al. 2001; Kida et al. 2002;
Pedreira et al. 2002; Child et al. 2003). No obstante, en otros casos
también se han encontrado diferencias, en los eventos moleculares que
participan en la reconsolidacion (Taubenfeld et al. 2001; Lee et al.
2004), o en el grado en que estos son requeridos (Debiec et al. 2002),
0 en las regiones del cerebro en las que son necesarios (Bahar et al.
2004),0 en su ventana temporal de accion (Mactutus et al. 1979; Judge
& Quartermain 1982).

Un fendmeno de importancia central en este proceso de
reconsolidacién es la desestabilizacion de la memoria previamente
consolidada. Hasta hace pocos anos se desconocia completamente los
mecanismos moleculares que subyacen este fendmeno, por lo que esta
labilizacion de la memoria era postulada meramente como una
condicién légica necesaria, evidenciada por el efecto amnésico de
disrumpir la reconsolidacién. Sélo recientemente comenzaron a

revelarse algunos de los mecanismos involucrados en este proceso,
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como la ubiquitinaciéon de proteinas post-sindpticas y el requerimiento
de la actividad del proteasoma (Lee et al. 2008), evidenciando que la
labilizacion constituiria un proceso de activa degradacién de proteinas.
Si bien no se conoce el curso temporal del proceso de labilizacién, ni la
naturaleza de su acoplamiento con los procesos funcionales a la re-
estabilizacion de la memoria, la reconsolidacién, en el trabajo citado se
mostré que hay procesos de ubiquitinacién y degradacion durante al
menos 1 - 2 h después de la presentacién del recordatorio. Por lo tanto,
aunque como condicion légica la labilizaciéon podria postularse como un
evento previo a la reconsolidacién, es posible que ambos procesos

tengan cierto grado de solapamiento.
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4 - Extincion de la memoria

Un fendmeno mnésico relacionado con la reconsolidacion de la
memoria es la extincion. Se conoce como extincidon de la memoria al
proceso por el cual una respuesta condicionada decae en su frecuencia
o intensidad por la presentacién repetida del estimulo condicionado (CS)
sin el refuerzo, o estimulo incondicionado (US) (Pavlov 1927; Falls et al.
1992; Rescorla 2001; Santini et al. 2001; Myers & Davis 2002).
Mientras que algunos autores han propuesto que la extincién estaria
dada por una destruccidn o borrado de la asociacion original «CS-US»
(Rescorla & Wagner 1972; McClelland 1985), hoy la visibn mas
extendida del fendmeno propone que la extincidon no consistiria en una
pérdida, u “olvido”, de esta asociacidon original, sino en una nueva
asociacion «CS-no US», adquirida como consecuencia de la exposiciéon
al CS sin reforzar, y que comienza a controlar el comportamiento
(Brooks & Bouton 1994; Myers & Davis 2002). En otras palabras, no se
trataria de un desaprendizaje sino de un reaprendizaje, producto de una
nueva experiencia. Esta “persistencia silenciosa” de la memoria original
puede evidenciarse por distintos fendmenos comportamentales,
considerados caracteristicas diagnosticas inherentes a la extincidon
(Bouton 2002; Myers & Davis 2002):

(@) Recuperacion espontanea: la respuesta condicionada original puede

recuperarse pasado cierto tiempo desde que la extincidn tuvo lugar.

(b) Readquisicidon y ahorro (saving): al repetir el entrenamiento original
después de haber extinguido la memoria (re-entrenamiento), ésta
requiere para volver a expresarse una menor cantidad de ensayos
que los requeridos originalmente (“ahorro” de entrenamiento),
evidenciando entonces una facilitacién del aprendizaje producto de
una persistencia en el sistema de esta memoria original tras la

extincion.
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(c) Reinstalacién (reinstatement): tras la extincién, la respuesta
condicionada original puede recuperarse o ser reinstalada por la
presentacién del US solo, que, dado que no estd acompafiado por el
CS, no tiene ningun valor asociativo. Es decir, no opera como un re-

entrenamiento.

(d) Renovacion (renewal): la respuesta condicionada original puede
recuperarse si la memoria es evaluada en un contexto distinto al de

su extincion.

Si se considera los momentos de entrenamiento o evaluacion,
como distintos contextos temporales, este Ultimo aspecto puede
explicar también la recuperaciéon espontanea (Bouton 1988, 1993,
2002).

Por otro lado, si se impide selectivamente la consolidacién de la
memoria de extincién, sin afectar su adquisicién, mediante Ia
administracidon de agentes amnésicos como los ya descriptos, al evaluar
la memoria comportamentalmente se observa una retencién de la
memoria original (Falls et al. 1992; Pedreira & Maldonado 2003). Este
hecho provee evidencias de que, a pesar de la adquisiciéon de la

memoria de extincién, la memoria original permanece intacta.

A nivel de mecanismos celulares y moleculares, la formacion de la
memoria de extincion y su consolidacion son fendmenos menos
estudiados que los de la adquisicién y consolidacién de la memoria
original. No obstante, varios trabajos han mostrado ciertas coincidencias
en los eventos celulares y moleculares que subyacen estos dos procesos
(e.g. Lu et al. 2001; Santini et al. 2001), lo que es coherente con el
concepto de que la extincidn es un nuevo aprendizaje asociativo (Pavlov
1927; Berman & Dudai 2001; Myers & Davis 2002). No obstante el
hecho de que a pesar de la extincién la vieja memoria CS-US
permanece intacta aunque sin expresarse, algunos trabajos en los que

se estudian los mecanismos de la extincién han mostrado que ocurririan
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eventos moleculares antagodnicos a los que ocurren durante la
adquisicién y consolidacién de la memoria CS-US, como la
despotenciacion sinaptica y la activacion de fosfatasas, compatibles con
una vision de un desaprendizaje (Lin et al. 2003a; Lin et al. 2003b; Lin
et al. 2003c). Otros autores han propuesto que la ocurrencia de estos
fendmenos tipo-desaprendizaje podria depender del momento en que
tiene lugar la presentacion del CS no reforzado, i.e., el entrenamiento
de extincién, respecto del entrenamiento CS-US, postulando que una
extincion temprana, durante o cercana a la consolidacién de la memoria

CS-US, podria involucrar este tipo de fendmenos (Myers et al. 2006).
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5 - Modelo experimental:

Paradigma de Memoria contexto-senal en el cangrejo

El modelo de memoria del cangrejo Chasmagnathus se basa en
un aprendizaje asociativo de miedo al contexto, en el que los animales
relacionan un estimulo visual de peligro (EVP) con el contexto en el que
éste les es presentado (Maldonado 2002). Ante el EVP, una figura que
se desplaza por encima del individuo, los animales presentan
inicialmente una robusta respuesta de escape. La presentacion repetida
del EVP, tipicamente en un entrenamiento de 15 ensayos con un
intervalo entre ensayos (ITI) de 3 min, produce un decremento de esta
respuesta de escape, que es sustituida por una respuesta de
congelamiento (freezing) al pasaje del EVP, un tipo de respuesta
defensiva cualitativamente distinto. Este decremento en la respuesta de
escape, que puede ser cuantificado, persiste al menos una semana y
provee una herramienta de deteccion de la retencién de esta memoria
de largo término. De esta forma, cuando en la evaluacién Ia
comparaciéon estadistica de la respuesta de animales entrenados
(sometidos al pasaje repetido de la figura), con la de animales controles
no entrenados (que estan siendo enfrentados a la figura por primera
vez), revela diferencias significativas, definimos operacionalmente que
existe una retencion de la memoria del entrenamiento (Fig. I.3).

Esta memoria es llamada “memoria contexto-sefal” (MCS), ya
que en el entrenamiento los cangrejos asocian el EVP (la sefal) al
contexto del entrenamiento. Esta asociacién se evidencia cuando, al
evaluar la memoria, sélo se observa retencion si la evaluacion se lleva a
cabo en el mismo contexto espacial del entrenamiento. Al evaluar los
animales en un contexto distinto, estos responden al EVP del mismo
modo que los animales no entrenados, es decir que no muestran
retencion. De esta forma, como en cualquier condicionamiento de miedo
al contexto, en este paradigma de memoria el contexto del
entrenamiento opera como CS, y es asociado al EVP, que opera como

refuerzo (US). Otras caracteristicas diagndsticas del caracter asociativo
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de esta memoria son la inhibicién latente por pre-exposicidon al contexto
del entrenamiento, y la extincion por re-exposicion a este contexto
(Tomsic et al. 1998).
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Figura I.3: Protocolo de entrenamiento y evaluaciéon de largo término.
Los rectangulos abiertos representan los periodos de exposicion al contexto y
sus duraciones, durante las sesiones de entrenamiento, y evaluacion. El bol
naranja representa el actédmetro (contexto de entrenamiento, CS). La figura
negra representa la presencia del EVP (US), indicandose el nUmero de ensayos,
durante las sesiones de entrenamiento y evaluacion. Abajo se observan tipicas
curvas de adquisicion de esta memoria, y nivel de respuesta de grupos control
no entrenados (CT) vs entrenados (EN). Para una descripcion detallada, ver
Materiales y Métodos.

Es necesario remarcar que en este paradigma no se mide la
respuesta que los animales muestran al CS, el contexto, sino que la
respuesta medida en la evaluacién es la que los cangrejos ejecutan ante

el pasaje del US, el EVP. En este sentido, el paradigma es de algln
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modo similar al paradigma de potenciacién del sobresalto por miedo
(fear potentiated startle) en roedores (Lin et al. 2001; Myers et al.
2006), en el que no se mide la respuesta comportamental al CS (luz),
sino a un estimulo aversivo en presencia del CS.

Este modelo de memoria contexto-senal ha sido extensamente
estudiado y caracterizado en nuestro laboratorio. La consolidacién de la
MCS esta mediada por receptores glutamatérgicos tipo NMDA (Troncoso
& Maldonado 2002), la via de sefalizacion del AMPc y PKA (Romano et
al. 1996a; Romano et al. 1996b; Locatelli et al. 2001; Locatelli et al.
2002), MAPKs (Feld et al. 2005), IKK (Merlo et al. 2002) el factor de
transcripcidon NF-kB (Freudenthal et al. 1998; Freudenthal & Romano
2000) y requiere de la sintesis de novo de proteinas (Pedreira et al.
1995; Pedreira et al. 1996; Hermitte et al. 1999). Ademas, es modulada
por angiotensinas (Delorenzi et al. 1996; Delorenzi et al. 2000) y
acetilcolina (Beron de Astrada & Maldonado 1999). Por su parte, una re-
exposicion breve (5 min) al contexto del entrenamiento induce la
labilizacion y reconsolidacién de esta memoria, y este proceso depende
de la actividad de receptores tipo-NMDA, y de la sintesis proteica
(Pedreira et al. 2002). Por ultimo, la extincidn de esta memoria puede
ser lograda por una re-exposicion al contexto del entrenamiento sin
reforzar de al menos 1 h de duraciéon (Tomsic et al. 1998; Pedreira &
Maldonado 2003), y esta extincion cumple con distintas caracteristicas
diagnésticas del fendmeno, como recuperacion espontdnea vy
reinstalacion por presentacién de un refuerzo no asociado al contexto
(Merlo & Romano 2008; Hepp et al. 2010).
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6 — Relacion Reconsolidacion-Extincion

La reconsolidacion y la extincion de la memoria son dos procesos
mnésicos basados en mecanismos muy distintos, pero que a su vez
guardan una estrecha relacién funcional.

Como vimos anteriormente, la reconsolidacion de la memoria
involucra una desestabilizacién (labilizacién) y la re-estabilizacion
subsiguiente de la vieja memoria consolidada, la memoria CS-US
(Nader et al. 2000a; Sara 2000a). Por su parte, la extincién de la
memoria estd dada por la formacidon de una nueva memoria que inhibe
transitoriamente la expresion de la memoria original, pero sin
disrumpirla. Es decir que, aunque transitoriamente no se exprese, la
vieja memoria eventualmente re-emerge (Paviov 1927; Myers & Davis
2002).

A pesar de involucrar mecanismos distintos la reconsolidacién y la
extincidon son procesos funcionalmente relacionados, dado que ambos
estan involucrados en el procesamiento y almacenamiento de nueva
informacién relacionada con un aprendizaje anterior. En el caso de la
reconsolidacién, se ha mostrado que el fendmeno es inducido por la
presentacion de un estimulo que actla como recordatorio del
aprendizaje anterior, y se ha propuesto que esto seria funcional a la
actualizacion de memorias previamente adquiridas y consolidadas
(Nader et al. 2000a; Sara 2000b). En el caso de la extincidon, mediante
este proceso la expresion de un condicionamiento es inhibida como
consecuencia de la presentacién del estimulo condicionado sin reforzar.
Por lo tanto, ambos procesos requieren para su induccién Ia
presentacién de un estimulo relacionado con la experiencia anterior. Y
existe un estimulo en particular que relaciona a ambos procesos: el
estimulo condicionado (CS).

Precisamente, esta particularidad fue objeto de un intenso debate
hasta hace algunos afos, en el marco de la discusidon general de la
hipétesis de la reconsolidacion de la memoria. Como mencionamos

anteriormente, uno de los puntos de desencuentro entre los distintos
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grupos estudiando la potencialidad de una memoria consolidada de
retornar al estado labil, fue el efecto que la presentacion de un CS no
reforzado tenia sobre la memoria previamente consolidada. Mientras
gue algunos grupos encontraban que la re-exposicion al CS,
operativamente un ensayo de extincién, actuaba como recordatorio
induciendo la labilizaciébn y reconsolidacién de la memoria
(Przybyslawski & Sara 1997; Nader et al. 2000a), otros grupos, muchas
veces trabajando en otros modelos experimentales u otros paradigmas
de memoria, encontraban que, en concordancia con la visién clasica, el
CS inducia la extincion de la memoria sin labilizar la traza original
(Berman & Dudai 2001; Vianna et al. 2001). Este ultimo resultado
experimental era interpretado como un rechazo a la hipétesis de la

reconsolidacion.

En 2003 esta discusion comenzd a ser zanjada cuando un trabajo
de nuestro laboratorio demostré por primera vez que, en un mismo
paradigma comportamental, un CS no reforzado tiene la capacidad de
inducir reconsolidacidon o extincidn de la memoria dependiendo de una
caracteristica paramétrica: su duracion (Pedreira & Maldonado 2003).
En este trabajo, se mostrdé que una re-exposicidon al contexto del
entrenamiento (el CS) durante un periodo de tiempo corto (<1 hora)
inducia en la memoria un estado de labilidad transiente, expresado
como una sensibilidad a la cicloheximida (CHX), un inhibidor de la
sintesis proteica, pero si la re-exposicién era mas larga (>1 hora) la
vieja memoria permanecia consolidada y se inducia su extincién.

En términos experimentales, lo que se observd es que una
inyeccion de CHX tiene la capacidad de disrumpir la vieja memoria (CS-
US) o la nueva memoria de extincion (CS-no US) en funcién de la
duracion de la re-exposicion (Fig. I.4). Estos resultados mostraron que
la induccidon de extincion (y ausencia de reconsolidacion) encontrada
muchas veces como consecuencia de la presentacion de un CS, no era

necesariamente un rechazo a la hipdétesis de la reconsolidacion, sino
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mas bien una consecuencia de particularidades paramétricas de un

fendmeno mas complejo.

Entrenamiento Re-exposicién Evaluacién
(CS -US) (CS) (CS - US)
Dia 1 Dia 2 [ES Memoria CS-US Recuperacion?
SAL s
(1) w 1] NO — si
CHX .
@ I — si
SAL -
@ w0 H s
(4) ENT v 1h D NO —— NO

Figura I.4: Extincion y reconsolidacion de la memoria
contexto-sefnal en el cangrejo. Una re-exposicion de larga duracién
al contexto del entrenamiento (CS) induce extincion de la memoria
CS-US (1) mientras que una re-exposicion corta no (3). La
administracion de cicloheximida blogquea la consolidacion de la
extincién tras una re-exposicion larga, descubriendo intacta a la vieja
memoria (2), pero bloquea la reconsolidacién de la vieja memoria
cuando la re-exposicion es corta (4). Evaluaciones posteriores (e.g.
Dia 4 6 5) muestran que la memoria CS-US se recupera solo en los
casos en que fue extinguida (1). (Pedreira & Maldonado 2003; Merlo &
Romano 2008; Hepp et al. 2010). Los rectangulos vacios indican cierto
tiempo de exposicién al contexto. ENT: entrenamiento, TS: evaluacion,

SAL: salina, CHX: cicloheximida.

En poco tiempo, este hallazgo realizado en cangrejos recibié un
gran apoyo al ser replicado por distintos laboratorios en una variedad de
modelos experimentales en vertebrados, desde peces hasta roedores
(Eisenberg et al. 2003; Suzuki et al. 2004; Lee et al. 2006),
demostrando que se trata de un mecanismo mnésico evolutivamente

conservado. Si bien este fendmeno se evidencié en paradigmas muy
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diversos con protocolos variados, el comun denominador en todos los
casos fue que siempre que el CS se presentd con una duracién o
iteracion insuficiente para inducir una extincidon significativa a largo
término, el proceso inducido fue la labilizacidon y reconsolidacién de la
memoria original. Por el contrario, presentando el CS con duraciones o
repeticiones suficientes para inducir extincion de largo término, la vieja

memoria permanecié siempre consolidada.

Dada esta capacidad del CS de inducir tanto la reconsolidacion
como la extincion de la memoria, surgen algunas preguntas de
particular interés para comprender como se relacionan estos dos
procesos, y por qué ante la presencia de nueva informacién relacionada
con una memoria preexistente el sistema opta por uno u otro proceso.

El primer interrogante que surge es si reconsolidacion y extincién
son dos procesos independientes o, por el contrario, estan vinculados de
algun modo. De los resultados mencionados se desprende que cuando
un CS de corta duracion induce labilizacién y reconsolidacion la memoria
no resulta extinguida. Y, reciprocamente, cuando un CS de larga
duracion induce la extincidn de la memoria CS-US, ésta ultima, aunque
no se expresa, permanece intacta y consolidada. Es decir que, o bien se
induce un proceso, o bien se induce el otro. En otras palabras,
reconsolidacién y extincibn aparecen como procesos mutuamente
excluyentes, lo que sugiere que podria haber algun tipo de interaccién

entre estos procesos, o al menos algln mecanismo que los vincula.

Estas consideraciones llevaron a plantear en el cangrejo la
hipétesis de un mecanismo mnésico tipo switch que, tras computada la
duracion del CS, lleva a la memoria hacia su labilizacion vy
reconsolidacién, o hacia su extincién (Pedreira & Maldonado 2003).
Planteado este mecanismo, surgen las preguntas de cudles son los
estimulos que inciden en esta “decision” del sistema por uno u otro

proceso mnésico, y en qué momento opera este mecanismo.
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Abordaremos primero la segunda cuestion, acerca de cuando
ocurriria este mecanismo de decisién, para luego considerar qué
estimulos ocurren con anterioridad a este momento. La hipétesis
planteada, al proponer que se requiere el computo de la duracion del
CS, lleva implicita la vision de que el switch no ocurre durante la re-
exposicion al contexto sino recién una vez que ésta ha finalizado, con la
remocion de los animales. Es decir, tanto la labilizacion vy
reconsolidacion como la extincidon no ocurririan durante la re-exposicion
sino que recién serian inducidas una vez finalizada la re-exposicion. Esta
asuncidn esta basada en el siguiente razonamiento. Si se sostuviera el
argumento opuesto, es decir que al presentar una re-exposicion corta la
memoria se labiliza durante la re-exposicidén, seria necesario considerar
gue lo mismo ocurre al inicio de una re-exposicion larga, dado que
inicialmente ambas experiencias son idénticas. Sin embargo, la
administracion de CHX previo a una re-exposicion larga bloquea la
consolidacién de la extincion inducida por esta re-exposicién, pero no es
capaz de afectar la memoria original. Es decir, 24 horas después la
memoria original emerge intacta, evidenciando que en todo momento
permanecié consolidada (Pedreira & Maldonado 2003) (Fig. I.4). Por
otra parte, en lo que a la extincidn respecta, también existen
antecedentes de nuestro laboratorio que sugieren que la extincién no se
dispararia durante el periodo de re-exposicidon. En estos trabajos previos
se observd que no se evidencia extincion de la memoria si se evalla a
los animales antes de ser retirados del contexto tras una re-exposicion
larga, incluso de 12 6 24 horas de duracién (Lozada et al. 1990; Tomsic
et al. 1998). Estos antecedentes por lo tanto apoyan la hipétesis de que
durante la re-exposicion al contexto no se dispara ninguno de los dos
procesos. Bajo esta hipdtesis, es necesario entonces considerar a la re-
exposicion al contexto como un periodo de tiempo durante el que se
crean las condiciones necesarias para la subsiguiente induccidon de la
labilizacion y reconsolidacion o de la extincion de la memoria, tras el fin

de la re-exposicion.
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Dado que este switch ocurriria recién tras el fin de la re-
exposicion al contexto, nos preguntamos entonces qué procesos ocurren
previo a este momento, es decir durante la re-exposicion, de los que
podria depender la induccion de la reconsolidacidon o de la extincién. Un
proceso que tiene lugar durante la re-exposicién es la evocacién de la
memoria CS-US. Las distintas caracteristicas diagnodsticas del caracter
asociativo de esta memoria evidencian que los animales la evocan al ser
re-expuestos al contexto del aprendizaje, el CS (Dudai 2002b). En este
paradigma de memoria, podemos citar entre estas caracteristicas
diagnosticas la contexto-especificidad en la evaluacidn, la inhibicion
latente por pre-exposicion al contexto y, por supuesto, la extincidn por
re-exposicién al contexto (Tomsic et al. 1998; Pedreira & Maldonado
2003). Por otra parte, sabemos que la evocacion de la memoria es un
evento necesario tanto para su labilizacién y reconsolidacién, como para
su extinciéon, ya que sin re-exposicion al contexto ninguno de estos
procesos puede ocurrir (Pedreira et al. 2002; Pedreira & Maldonado
2003). De hecho, es la evocacidon de una memoria en particular la que
determina la especificidad del proceso mnésico inducido. Asi, al
presentar un recordatorio que induce reconsolidacion e inyectar un
agente amnésico como los inhibidores de la sintesis proteica sélo la
memoria evocada resulta disrumpida, mientras que memorias no
relacionadas con el recordatorio son preservadas (Nader et al. 2000a;
Debiec et al. 2002; Debiec et al. 2006). En resumen, con la re-
exposicion al contexto la memoria CS-US es evocada, y esta evocacion
es necesaria tanto para la labilizacidon y reconsolidacion como para la
extincion de esta memoria.

Distintos trabajos en la literatura han propuesto que la memoria
resulta labilizada y reconsolidada como consecuencia de su evocacion
durante el recordatorio (Nader et al. 2000a; Sara 2000b). Sin embargo,
como mencionamos antes, durante un entrenamiento de extincion la
memoria CS-US permanece todo el tiempo consolidada, a pesar de ser
evocada. Esto implica que aunque la evocacién de la memoria es

necesaria, no bastaria para inducir su labilizacidn y reconsolidacidon. En
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otras palabras, la evocacién de la memoria aparece como una condicidn
necesaria pero no suficiente para inducir la labilizacion vy
reconsolidacién. Lo mismo podemos afirmar acerca de la extincién, ya
gue se requiere que la memoria sea evocada mediante la re-exposiciéon
al CS pero esto no es condicion suficiente. Por el contrario, existen
determinados factores que previenen la extincion, como por ejemplo el
refuerzo (Pavlov 1927). Por consiguiente, la evocacion de una memoria
seria un proceso necesario pero no suficiente tanto para su labilizaciéon y

reconsolidacién como para su extincion.

Recapitulando, la reconsolidacion y la extincidn en el cangrejo
requeririan (a) una fase inicial de evocacion de la memoria que ocurre
como consecuencia de la re-exposicion al CS, (b) un evento que
actuaria como disparador de uno u otro proceso (hipotéticamente, el fin
del CS), y (c) una fase de (re)estabilizacién de la traza mnésica
mediante una serie de eventos moleculares que incluyen a la sintesis de
proteinas. En el caso de la reconsolidacién, esta fase produce la re-
estabilizacion de la traza original (CS-US), y en el caso de la extincion,

la estabilizacién de la nueva traza (CS-no US).

El rol de la evocacién en el proceso de reconsolidacion de la
memoria tiene por lo tanto una importancia central para la comprension
de la funcionalidad de este fendmeno, que sigue siendo objeto de
intenso debate. Como hemos visto, la reconsolidacidon parece ser un
proceso mnésico evolutivamente conservado, y parece haber también
cierta universalidad respecto de los tipos de memoria susceptibles de
sufrir este proceso (Alberini 2005; Lee 2009). Sin embargo, uno de los
puntos mas discutibles acerca de la funcionalidad de este proceso es la
proposicidn de que cada vez que una memoria consolidada es evocada
debe atravesar un nuevo episodio de reconsolidacion (Debiec et al.
2002). Por esto, resulta de gran interés el estudio de las condiciones
paramétricas para la induccién de este proceso mnésico, lo que

contribuiria a la comprension de su valor funcional.
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Otro aspecto de interés respecto de la reconsolidacion y la extincion de
la memoria es el mecanismo hipotético que vincularia a ambos
procesos. El hecho de que la reconsolidacion y la extincion y su
consolidacién requieran de algunos eventos moleculares en comun,
inherentes a la (re)estabilizaciéon a largo término de las memorias en
general, como la biosintesis de macromoléculas, ha sido propuesto
como una posible explicacién de la mutua exclusion de estos dos
procesos mnésicos, argumentando que esto podria deberse a una
competencia por estos mecanismos O por recursos moleculares
comunes (Debiec et al. 2002; Nader 2003). Resulta por lo tanto de
interés el estudio de este mecanismo de mutua exclusion entre
reconsolidaciéon y extincion de la memoria, y en particular el estudio de
la posibilidad de que ambos procesos puedan bajo alguna condicion
ocurrir simultdneamente. Esta posibilidad, vedada de acuerdo a la
hipotesis de la mutua exclusion, implicaria que la traza de una memoria
que esta siendo extinguida resulte a su vez labilizada y por lo tanto

susceptible de ser modificada.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS



Objetivos

El objetivo general de este trabajo sera determinar qué
caracteristicas presentan y como se relacionan las distintas fases de los
procesos de reconsolidacién y de extincion de la memoria contexto-
sefal en el cangrejo Chasmagnathus. En las distintas secciones de esta
tesis, estudiaremos las condiciones paramétricas para la ocurrencia de
estos dos procesos, y estudiaremos la dinamica de las fases de
evocacion, labilizacién y reconsolidacion de la memoria CS-US, y las
fases de evocacién CS-US, extincidén, y consolidacion de la memoria de
extincion. Asimismo, estudiaremos como se vinculan los procesos de

reconsolidacién y extincion.

Para esto, se plantean los siguientes objetivos particulares. En
primer lugar, en base a la hipotesis de que la reconsolidacién de la
memoria seria funcional a la incorporacién de informaciéon nueva
relacionada con la vieja memoria, buscaremos determinar si episodios
de evocacion de la vieja memoria que no traen nueva informacién son
igualmente capaces de producir la labilizacidon y reconsolidacion de la
memoria consolidada. En particular, evaluaremos el papel de la
inclusion del refuerzo durante el recordatorio, con lo que esta
experiencia comportamental confirmaria la relacién entre estimulos
ocurrida durante el entrenamiento, en lugar de contradecirla. Asimismo,
el efecto de la presentacion del refuerzo también serda explorado en el
marco de un entrenamiento de extincion, ya que este efecto nunca ha
sido estudiado sobre la memoria de extincibn en el cangrejo

Chasmagnathus.

En segundo lugar, en base a la hipdtesis de que reconsolidacion y
extincion se disparan sélo después de finalizado el CS, se buscara
determinar cuanto tiempo después de este evento comportamental la

memoria resulta labilizada o extinguida.
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Por ultimo, dado que reconsolidaciéon y extincion parecen ser
procesos mutuamente excluyentes, se estudiard si esta caracteristica
estd dada por una eventual interaccién de exclusién entre ambos
procesos o una restriccidon intrinseca a estos procesos que impida que
ocurran simultaneamente, o si, por el contrario, existe alguna condicion
bajo la cual una memoria pueda ser reconsolidada y extinguida al

mismo tiempo.

Marco tedrico e hipotesis de trabajo

En esta tesis estudiaremos la ocurrencia de distintos procesos
mnésicos utilizando un abordaje comportamental y farmacoldgico. El
abordaje comportamental implica el anadlisis de la respuesta de los
animales en el marco de un paradigma comportamental, el de la
memoria contexto-sefal (Maldonado 2002), cuya asuncién central es
gue la experiencia del entrenamiento (CS-US) induce la formacion de
una memoria o traza mnésica que modifica el comportamiento, y que
inicialmente se encuentra en un estado labil, requiriendo de
determinados mecanismos moleculares para persistir a largo término
(consolidacién). Una vez consolidada, esta traza puede eventualmente
regresar al estado de Ilabilidad como consecuencia de ciertas
experiencias comportamentales, con lo que requiere nuevamente de
determinados procesos moleculares para volver a establecerse a largo
término (reconsolidacién). Por otra parte, la memoria consolidada es
también susceptible de ser extinguida mediante la adquisicion de una
nueva traza de significado antagdnico (CS-no US), que coexiste y
compite con la anterior, y que también requiere ser consolidada para
establecerse a largo término.

Dado que este trabajo se centra en el estudio de los procesos de
reconsolidacion de la memoria CS-US, y la adquisicién y consolidaciéon
de la nueva memoria CS-no US, para determinar la ocurrencia de estos

dos procesos mnésicos recurrimos a un abordaje farmacolégico, que
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consiste en una interferencia en los mecanismos de (re)estabilizacién de
estas trazas, y a la subsiguiente evaluacion de los animales con el
objeto de determinar la integridad de cada traza mediante la correlacién
con su expresion comportamental.

Si bien se ha mostrado que los mecanismos moleculares que
subyacen la (re)estabilizacion a largo término de las trazas mnésicas no
son necesariamente iguales, estos procesos comparten ciertos eventos
moleculares como la sintesis de proteinas durante una ventana
temporal del orden de las 4 — 6 h tras la experiencia que los induce. Por
esto, solamente a modo operativo, definiremos a la reconsolidacién de
la memoria CS-US y a la consolidacidn de la memoria de extincion
simplemente como procesos dependientes de la sintesis proteica, y
consideraremos que una memoria que se expresa tras una inyeccion de
CHX, no requirid de ninguno de estos procesos durante la ventana de
accion de la droga. Por extension, la labilizacion de la memoria CS-US
queda definida como un proceso que genera a futuro un requerimiento
irreversible de sintesis proteica para la persistencia de la memoria a
largo término. La calidad de irreversible de este requerimiento supone
gue una vez inducida la labilizacién la memoria no puede ser re-
estabilizada sino por medio de la sintesis proteica (reconsolidacion).

Dado que la ocurrencia de los procesos mnésicos definidos
siempre se pone de manifiesto mediante la evaluacion comportamental
de la memoria a largo término, que en este paradigma arroja un
resultado de tipo todo-o-nada, retencién o amnesia, estas definiciones
operativas llevan implicita la vision de que la labilizacién, la
reconsolidacién y la extincién son procesos de todo-o-nada: O bien tras
la administracién de CHX se encuentra amnesia, por lo que se concluye
gue la labilizacién resultdé inducida y la memoria requirié de la sintesis
proteica, o bien se encuentra retencion, por lo que la memoria no
resultd labilizada y permanecié consolidada e insensible a la CHX. Por lo
tanto, es necesario considerar que podrian haber situaciones

intermedias que este abordaje no es capaz de detectar.
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En los sucesivos experimentos de este trabajo someteremos a
animales con una memoria del entrenamiento consolidada a una
experiencia (recordatorio) que puede producir tres resultados distintos:
(a) labilizacion y reconsolidacion de la memoria CS-US, (b) extincion de
la memoria CS-US, o (c) ningun efecto observable. Para la
interpretacion de los resultados, nos basaremos en las siguientes

hipotesis.

(a) Labilizacién y reconsolidacion de la memoria CS-US. Consideraremos
a la labilizacién y a la reconsolidacién de la memoria como dos procesos
indisociables, en el sentido que una experiencia que induce Ila
reconsolidacion de la memoria necesariamente induce su labilizacién
previa (o simultdnea). Del mismo modo, una memoria que resulta
labilizada por una experiencia, necesariamente sigue el proceso de
reconsolidacién (salvo interferencia), asi como una memoria recién
adquirida sigue el proceso de consolidacién. Por esto, en este trabajo
cada vez que hagamos referencia a la ocurrencia de la labilizacién de la
memoria, implicitamente consideraremos que la reconsolidacién ha sido
inducida, y viceversa. Si al evaluar a los animales 24 h después de una
experiencia que induce la labilizacién (y reconsolidacién), estos
muestran memoria CS-US, asumiremos que la memoria fue
reconsolidada. Asimismo, y de acuerdo con la definicion operativa
adoptada, si tras cierta experiencia comportamental contingente con la
administracién de CHX, los animales muestran memoria CS-US 24 h
después, concluiremos que tal experiencia no indujo la labilizacién (ni
por lo tanto tampoco la reconsolidacion) de esta memoria. Es decir que
esta memoria permanecidé en todo momento consolidada, insensible a la
CHX. Estas interpretaciones, ligadas a las definiciones propuestas, no
consideran la posibilidad de que una experiencia comportamental que
no induce la labilizacion de la memoria induzca de todos modos
procesos moleculares similares a los que ocurren en la reconsolidacion,
incluyendo la sintesis proteica. Sin excluir la posibilidad de que estos

eventos puedan ocurrir, al no ser necesarios para la persistencia a largo
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término de la memoria consideraremos que no forman parte de la

reconsolidacion de esta traza.

(b) Extincion de la memoria CS-US. Consideraremos a la extincion de la
vieja memoria (CS-US) como la adquisicion de una nueva traza
mnésica, de significado opuesto a la anterior (CS-no US), que a su vez
necesita ser consolidada para establecerse a largo término. La expresion
de esta nueva traza inhibe la expresion de la traza original, por lo que el
resultado experimental es el mismo que ante una amnesia de la vieja
memoria. No obstante, ambas situaciones pueden diferenciarse ya sea
disrumpiendo la extincidn o su consolidacidn farmacolégicamente, o
recurriendo a alguno de los cuatro procedimientos experimentales que
permiten recuperar una memoria extinguida (recuperacion espontanea,
saving, renewal, reinstatement), con lo que vuelve a expresarse la vieja

memoria CS-US.

(c) Sin efecto observable. La vieja traza no es afectada de modo
observable por la experiencia comportamental, por lo que continda
consolidada y expresandose en todo momento como en ausencia de

esta experiencia.

Definiciones

A continuacion, mas alld de los conceptos y las hipdtesis de
trabajo, definiremos el modo en que seran utilizados algunos términos
en este trabajo. En particular, el término extincion es frecuentemente
utilizado en la literatura con significados variados, refiriéndose con él
tanto a la desaparicion de la respuesta condicionada (el resultado
experimental), a la memoria que subyace este fendmeno (el proceso
mnésico) o al protocolo comportamental que le da lugar (el

procedimiento experimental).
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En primer lugar, en este trabajo nos referiremos a la memoria
contexto-seflal o memoria CS-US, adquirida como consecuencia del
entrenamiento del Dia 1, también como la memoria original o la vieja
memoria, como contraposicion a la memoria de extincidon (la nueva
memoria).

Por su parte, en referencia a la extincién, basandonos en la
hipétesis de una competencia de trazas, usaremos los términos

extincion de la memoria (0 simplemente extincién) para referirnos a la

formacion (adquisicion) de una nueva memoria CS-no US, i.e., la

memoria de extincidn, cuya expresion lleva a la supresion transiente de

la expresiéon de la memoria CS-US. Es decir que en la desaparicion de la
respuesta condicionada estara implicita su atribucién a la formacion y
expresidon de esta nueva memoria. En cambio, nos referiremos al
procedimiento experimental que lleva a la extincion como

entrenamiento de extincion. Por otro lado, llamaremos consolidacién de

la (memoria de) extincién al proceso por el cual la memoria de extincion

recién formada es estabilizada, dando lugar a una memoria de extincion
de largo término.

El término labilizacién, por su parte, sélo hara referencia a la
labilizacion de la vieja memoria CS-US.

A menudo haremos referencia a la induccién de los distintos
procesos mnésicos: labilizacion, reconsolidacién y extincidn. Con este
término nos referiremos a la conjuncién de todas las condiciones
necesarias y suficientes para la subsiguiente ocurrencia del proceso en

cuestidn, usandolo asi de modo equivalente al término inglés triggering.

Abreviaturas y denominaciones frecuentes
Contexto estandar: arena experimental utilizada como contexto durante

las sesiones de entrenamiento, re-exposicion y evaluacion, en todos los

casos con la iluminacién estandar, sélo desde arriba.
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Contexto alternativo: misma arena experimental pero que en vez de ser
iluminada desde arriba es iluminada sélo desde abajo, utilizada para
interrumpir la re-exposicion al contexto estandar durante tiempos
breves, del orden de los minutos.

CHX: cicloheximida

CS: estimulo condicionado (conditioned stimulus)

CT: grupo control no entrenado

EEM: extincion de ensayos multiples

EEU: extincion de ensayo Unico

EN: grupo entrenado

EVP: estimulo visual de peligro (US)

MCS: memoria contexto-sefal

MK: MK-801

SAL: salina

US: refuerzo, o estimulo incondicionado (unconditioned stimulus)
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Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron cangrejos machos adultos, de la especie Chasmagnathus
granulatus, con un didametro de caparazén de entre 2,7 y 3,0 cm, con

un peso de 17 gr aproximadamente (Fig. M.1).

Figura M.1: El cangrejo Chasmagnathus granulatus, sujeto experimental.

Los cangrejos fueros capturados en las rias de San Clemente del
Tuyl, Provincia de Buenos Aires, a profundidades de < 1 m, entre los
meses de enero y agosto. A su arribo al laboratorio los animales fueron
alojados de a 20 individuos en cubas rectangulares de plastico (35 x 48
X 27 cm), con 1 - 2 cm de agua salobre (salinidad 10 - 14 %o p/v, pH=
7,4 -7,6), a una temperatura de 22 - 24 °C, sujetos a un periodo de
luz-oscuridad de 12-12 hs (luz de 7 a 19 hs). Tras la llegada al
laboratorio, todos los animales pasaron por un periodo de reposo de al
menos 48 hs y todos los experimentos fueron realizados dentro de los
10 dias siguientes, entre las 8 y las 18 hs. Cada cangrejo fue utilizado

en un solo experimento, y cada experimento fue realizado con animales
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provenientes de una misma captura. Antes de cada experimento, los
cangrejos pasaron por una prueba de seleccion en la que se los colocd
sobre su dorso, y se descartaron aquellos que no recuperaron
inmediatamente (<1 seg) su posicidn normal. La légica detras de esta
seleccién es que los cangrejos que muestran tiempos de reaccién largos
muestran también una baja respuesta a una gran diversidad de
estimulos, y generalmente terminan mostrando sintomas de salud
deficiente. Normalmente menos del 5 % de los animales son

descartados por este procedimiento.

Dispositivo experimental

El dispositivo experimental, llamado también actdmetro,
constituye el contexto del entrenamiento de los sujetos experimentales,
que en el paradigma de memoria contexto-senal opera como estimulo
condicionado (CS). El actémetro consiste de un contenedor de plastico
opaco anaranjado, tipo bol, con paredes céncavas de 12 cm de altura,
base de 9 cm de didmetro y 23 cm de didmetro superior, con 0,5 cm
(~50 ml) de agua salobre en su interior. Cada actémetro aloja a un solo
sujeto experimental al mismo tiempo. Este contenedor tiene adherido
bajo su base un dispositivo piezoeléctrico que registra las vibraciones
producidas por el movimiento del cangrejo en su interior, las convierte
en sefales eléctricas y las envia a una computadora para su
procesamiento. Asimismo, el dispositivo cuenta con una pantalla opaca
negra rectangular (28 x 7,5 cm) ubicada horizontalmente de forma
tangencial, 12 cm por encima del contenedor. Esta pantalla constituye
el estimulo visual de peligro (EVP), que en el paradigma de memoria
opera como estimulo incondicionado (US). La pantalla, operada
mediante un motor controlado por una computadora, se mueve
horizontalmente a velocidad angular constante (w=729/seq)
describiendo un angulo de 90° que barre el espacio por encima del

actdmetro. Cada ensayo de la sesién de entrenamiento o de evaluacién
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consiste de dos ciclos de movimiento de ida y vuelta de la pantalla, cada
ciclo seguido de un intervalo de 2 seg sin estimulacidon, con una
duracién total de 9 seg (Fig. M.2).

I [— I |
! 1,25 : 1,25 :I Irl 1,25 t 1,25 i |
seg seg 2 seg seg seg 2 seg
B —y ™
F 1} {
5 min 42 min
Entrenamiento Evaluacion
(Dia 1) (Dia 2 6 3)

Figura M.2: (A) Cinética del pasaje de la pantalla durante los 9 seg de
un ensayo. (B) Esquema de las sesiones de entrenamiento y evaluacion.
Las barras rojas representan el pasaje de la pantalla (9 seg) y los
espacios blancos entre barras, el intervalo entre ensayos (171 seg).

Durante estos 9 seg, las vibraciones producidas por la respuesta
comportamental del cangrejo son registradas, traducidas a unidades
arbitrarias e integradas por una computadora.

El contexto experimental puede ser iluminado de dos modos
distintos. La iluminacion estandar estd dada por una ldmpara
incandescente de 5 W que provee una luz indirecta desde arriba de cada
actémetro. Esta es la iluminacién utilizada siempre durante las sesiones

de entrenamiento y evaluacion, asi como durante las re-exposiciones al
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Materiales y Métodos

contexto del entrenamiento, y nos referimos al contexto iluminado de
este modo como contexto estandar. Por otra parte, el contexto puede
ser alternativamente iluminado desde debajo del contenedor, por una
[dmpara incandescente de 5 W. Esta luz se transluce a través del
contenedor y deja en penumbras al espacio que se encuentra por
encima de éste. Esta iluminacion provee un entorno completamente
diferente, y es utilizada para sefalizar un cambio de contexto por
tiempos breves (<15 min) sin la necesidad de manipular los animales.
Denominamos al contexto iluminado de este modo contexto alternativo
(Fig. M.3).

R

/

Figura M.3: Esquema del dispositivo experimental iluminado de las
dos formas posibles, constituyendo el contexto estandar (izquierda) y
el contexto alternativo (derecha).
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La habitacién experimental se encuentra a una temperatura de
22 - 24 °C, y cuenta con 40 actédmetros separados por tabiques de
madera, donde los cangrejos son entrenados, tratados o evaluados
simultdneamente. Asimismo, la habitacion cuenta con cajoneras
tenuemente iluminadas donde los animales son alojados entre sesiones

en contenedores individuales con agua salobre (sal. 10 - 14 %o p/V).

Protocolos experimentales

Procedimiento general:

En cada experimento, antes del entrenamiento se formaron dos
grupos de cangrejos (n= 30 a 40 animales por grupo) por cada
tratamiento experimental: un grupo que recibird el entrenamiento (EN)
y un grupo no entrenado que actuara como control (CT). En todos los
experimentos de este trabajo, los cangrejos fueron entrenados y
evaluados en el mismo contexto, el contexto del entrenamiento
iluminado desde arriba (contexto estandar), que opera como CS.
Invariablemente, en el Dia 1 los animales solo recibieron la sesidon de
entrenamiento (Fig. M.2). En los distintos experimentos, en el Dia 2 los
animales fueron re-expuestos una o mas veces ya sea al contexto
estandar, al contexto iluminado desde abajo, a un contexto diferente, o
a una sucesion de los anteriores (Fig. M.3). En algunos casos las re-
exposiciones en el contexto estandar incluyeron el pasaje del estimulo
visual de peligro (EVP), y en algunos casos estuvieron precedidas o
seguidas de una inyeccién de salina (SAL), cicloheximida (CHX) o MK-
801 (MK). Por ultimo, los animales fueron evaluados en el contexto

estandar.

Sesion de entrenamiento:

En todos los casos, en el Dia 1 los cangrejos fueron colocados en

el contexto estandar y, tras 5 min de tiempo de adaptacién, recibieron
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15 ensayos del pasaje de la pantalla, el EVP (US), con un intervalo
entre ensayos de 171 seg. Simultdneamente, los cangrejos que
actuaron como controles no entrenados fueron expuestos al mismo
contexto pero sin recibir el EVP. En adelante, los controles no
entrenados siguieron idéntico protocolo que los cangrejos entrenados.
La duracion total de la sesion de entrenamiento es de 50 min. A
continuacion, los animales fueron alojados individualmente en
recipientes ubicados dentro de cajoneras con iluminacién tenue hasta la

sesion siguiente.

Sesidon de re-exposicion:

Re-exposiciones: En todos los casos, en el Dia 2 los cangrejos fueron
re-expuestos al contexto estandar durante distintos tiempos de acuerdo
a cada experimento. En algunos casos, los animales recibieron dos re-
exposiciones al contexto estandar. Salvo cuando se indica, en los casos
en que ambas re-exposiciones estuvieron separadas por 15 min o
menos, los animales no fueron retirados del dispositivo entre
exposiciones sino que se les presentdé una iluminacién diferente, que
opera como un cambio de contexto virtual (contexto alternativo, con
iluminacién desde abajo, ver mas arriba Dispositivo experimental). En
los casos en que las re-exposiciones estuvieron separadas por tiempos
mayores, los cangrejos fueron alojados individualmente en las cajoneras
hasta la re-exposicion siguiente.

Inyecciones: en algunos casos, los cangrejos recibieron una inyecciéon
de SAL, MK-801, o CHX, ya sea antes o después de la(s) re-
exposicion(es).

EVP: en algunos experimentos, la re-exposicidn al contexto estandar co-
termind con la presentacion de un EVP. Este estimulo, ademas de
operar como un refuerzo, constituye un ensayo de evaluacion de la

memoria.
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Sesidon de evaluacion:

La evaluacion de la retencion de la memoria tuvo lugar en el Dia
2, tras la(s) re-exposicion(es), y/o en el Dia 3, y/o en el Dia 4, de
acuerdo a lo indicado en cada experimento.

En todos los casos la evaluacidén consistido de la cuantificacién de
las vibraciones producidas por la respuesta comportamental de los
cangrejos Unicamente durante los 9 seg de duracién de la presentacién
de un EVP (un ensayo) (Fig. M.2), a continuacion de un periodo de
permanencia en el contexto estandar de al menos 5 min. En los casos
en que los animales ya se encontraban en el contexto estandar (Dia 2,
re-exposicién) se presentd directamente el EVP. En los casos en que se
encontraban en otro contexto o en las cajoneras, se los ubico primero
en el contexto estdndar durante 5 min (adaptacion) y luego se les
presentd el EVP. Por ultimo, en los casos en que los animales se
encontraban en el contexto alternativo (i.e., dentro del mismo contexto
fisico, pero con la iluminacién alternativa), el contexto estandar se
presentd durante 9 seg 6 5 min antes del ensayo de evaluacion, segun

se indica en los experimentos particulares.

Soluciones, drogas e inyecciones

El agua salobre utilizada para alojar a los animales, fue preparada
con sal marina artificial (Marinex) a una concentracion del 12 %o p/v
con agua de red filtrada y declorada. La solucién fisiolégica de
crustaceos (salina, SAL) inyectada como tratamiento control, o utilizada
como solucién vehiculo de las drogas inyectadas se prepard de acuerdo
a Hoeger y Florey (1989). La cicloheximida y el MK-801 [(+)-5-methyl-
10,11-dihydro-5H-dibenzo [a,d] cyclohepten-5,10-imine], fueron
comprados a Sigma Co. Ambas drogas fueron diluidas directamente en
solucidn salina, y administradas en un volumen de 50 pl por animal

mediante una inyeccidn dada a través de la membrana cefalotoracica-
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abdominal dorsal, controlando la profundidad de penetracion a 4 mm
mediante una camisa colocada en la aguja de la jeringa, de modo de

asegurar la liberacién de la solucién inyectada en el saco pericardico.

Analisis estadistico

A través de todo este trabajo, el andlisis estadistico de los datos
estuvo dirigido a evaluar una prediccion basica, emergente del extenso
trabajo de nuestro laboratorio con el paradigma de memoria contexto-
sefal. En estos experimentos, invariablemente se encuentra una
diferencia significativa (prueba 't’, p<0,05) entre la respuesta de grupos
entrenados y controles no entrenados (CT>EN), en el ensayo de
evaluacion hasta 5 dias después del entrenamiento, siempre que cada
grupo consista de mas de 30 cangrejos, y que se los entrene con 15 6
mas ensayos espaciados 3 minutos. La misma diferencia significativa
siempre se mantiene cuando los cangrejos son inyectados con SAL. De
acuerdo con estos antecedentes, se predijo una diferencia significativa
(CT>EN) en el ensayo de evaluacién, y por lo tanto, los presentes
resultados fueron analizados mediante comparaciones planeadas a priori
(Rosenthal & Rosnow 1985; Howell 1987), previo efecto significativo
general en un analisis de varianza (ANOVA) de un factor (a<0,05). De
este modo, una diferencia significativa entre un grupo entrenado y su
respectivo control no entrenado es considerado operacionalmente como
retencién de la memoria. En cada experimento las comparaciones
planeadas se hicieron de la siguiente manera: en la sesion de
evaluacion se contrastd (a) la respuesta de grupos de animales no
entrenados versus entrenados de un mismo tratamiento experimental,
para evaluar retencién de la memoria, y (b) la respuestas entre grupos
de animales no entrenados pero sometidos a tratamientos diferentes,
en un mismo experimento, para evaluar efectos inespecificos del
tratamiento sobre los niveles de respuesta de los animales. Este ultimo

contraste no mostro diferencias significativas en ninglin experimento de
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este trabajo. Todos los puntajes de las respuestas se muestran como
media £ la media del error estandar, normalizados a los valores de la
media de la respuesta de un grupo control no entrenado. Los datos se
analizaron usando Statistica 99 (Windows 6.1 software package;
StatSoft Inc., Tulsa, OK).
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CAPITULO I

El refuerzo y el mismatch



1 - Rol del refuerzo sobre el proceso de

labilizacion y reconsolidacion de la memoria

1.1 - Introduccion

En la literatura se ha planteado frecuentemente que al presentar
un recordatorio la memoria consolidada es “reactivada” o labilizada
como consecuencia de su evocacion (Nader et al. 2000a; Sara 2000b).
Podria resultar dudoso el valor adaptativo del retorno de una memoria
consolidada al estado labil, poniéndose en riesgo ante potenciales
interferencias, por el mero hecho cotidiano de ser evocada. Por otra
parte, resulta también anti-intuitivo, incluso desde un punto de vista
energético, que con cada evento de evocacién una memoria vuelva a
requerir un aporte metabdlico tan significativo, incluyendo transcripcion
génica y sintesis proteica.

No obstante, como ya mencionamos, existen evidencias de que la
memoria no resulta labilizada como consecuencia de la evocacidon per
se, como ocurre por ejemplo durante su extincion. De este modo,
resulta de gran interés para la comprension de la funcionalidad del
fendomeno de reconsolidacién estudiar si existen, ademas de la
extincion, otras condiciones en que una memoria evocada no resulta
labilizada.

Considerando el valor funcional propuesto para la consolidacién
original de la memoria como ventana temporal de integracién de
informacién contingente (McGaugh 2000), el valor adaptativo del
fendmeno de reconsolidacion de la memoria surgiria mas claramente
para los casos en que en el recordatorio exista nueva informacion
significativa para ser incorporada a la vieja memoria. Por
contraposicion, podria plantearse como hipotesis que una experiencia
comportamental que evoque la memoria original pero que no aporte
nueva informacién podria ser inocua respecto de su capacidad de

labilizar la memoria consolidada.
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En los estudios previos del laboratorio sobre la reconsolidacién de
la memoria contexto-sefial en el cangrejo, el recordatorio presentado
consisti®é siempre en una re-exposicidon no reforzada al contexto del
entrenamiento (CS) (Pedreira et al. 2002; Pedreira & Maldonado 2003).
Como experiencia comportamental, la inclusién de un refuerzo (US)
durante la re-exposicién al contexto tendria un valor informacional
cualitativamente distinto para el animal, en relacién a lo aprendido
originalmente, dado que al presentar el refuerzo la relacién entre
estimulos seria la misma que en el entrenamiento. Por lo tanto,
basandonos en la hipétesis propuesta, nos preguntamos si una re-
exposicion corta al contexto en la que se incluye el refuerzo es capaz de

inducir la labilizacion y reconsolidacién de la memoria.

1.2 - Resultados

Esta primera serie de experimentos tiene como objetivo evaluar
si la inclusién del refuerzo en la re-exposicién al contexto evita que la
memoria contexto-sefnal resulte labilizada.

Para evaluar el efecto de la inclusion del refuerzo durante el
recordatorio sobre la induccion de la labilizacion de la memoria, en los
siguientes dos experimentos entrenamos cangrejos usando el
paradigma de memoria contexto-senal (Dia 1), y 24 horas después los
re-expusimos durante 5 min al contexto del entrenamiento, incluyendo
0 no un refuerzo a ultimo momento de la re-exposicion (Dia 2). Para
evidenciar si la memoria resulté labilizada, 2 horas después de la re-
exposicion, i.e., dentro de la ventana temporal de la reconsolidacion, los
animales fueron inyectados con salina (SAL) o con 15 ug del inhibidor
de la sintesis proteica cicloheximida (CHX). Esta dosis de CHX inhibe la
sintesis proteica en aproximadamente un 90 % por mas de 2 horas, y
es suficiente para bloquear la consolidacién y la reconsolidacion de la
memoria en el cangrejo cuando es inyectada hasta 4 h después del

entrenamiento o de la re-exposicién, respectivamente (Pedreira et al.
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1995; Pedreira et al. 2002; Pedreira & Maldonado 2003). Finalmente,
los cangrejos fueron evaluados 24 horas mas tarde, colocandolos en el
contexto del entrenamiento y presentandoles 5 min después un ensayo
de evaluacién (Dia 3) (Fig. 1.1A y 1.2A). Aqui y en todos los
experimentos de esta tesis, la respuesta comportamental de cada grupo
de animales entrenados (EN) se compara con la de un grupo control no
entrenado (CT) corrido simultdneamente, y que por lo demas pasoé por
idéntico protocolo experimental que el grupo entrenado.

A Dia 1 Dia 2 Di_a?.
SAL
[T 0 » k& Il
B Dia 3
150
Figura 1.1:
125
Una re-exposicion de 5 = L
min sin refuerzo induce s ,]; (
la labilizacién Y s 1007 1
reconsolidacion de Ia B
memoria consolidada. E 754
(A) Protocolo experimental. @
Dia 1: entrenamiento. Dia 2
2: re-exposicién al contexto @ 01 {
del entrenamiento durante x
5 min, e inyeccién de SAL o 25 4
CHX 2 h después. Dia 3: ® O cr
evaluacién. Los rectangulos ® =
negros  representan el 0
tiempo que los animales SAL CHX

transcurren en el contexto

del entrenamiento (CS), y

las rayas rojas representan

el pasaje de la figura (US)

durante el entrenamiento (sélo grupos entrenados, 15 ensayos) y
durante la evaluacion (1 ensayo). El icono de la jeringa representa el
momento de la inyeccidén, indicandose el tiempo transcurrido desde
la re-exposicion. (B) Respuesta de escape al ensayo de evaluacion
en el Dia 3 (media £ SEM), normalizada respecto de la respuesta
media del grupo control no entrenado inyectado con SAL (SAL-CT).
ANOVA F(3,116)=3.52, p<0.01. SAL-CT>SAL-EN: p<0.001. CHX-
CT~CHX-EN: p=0.23. CT: grupo control no entrenado. EN: grupo
entrenado. Aqui y en todos los experimentos de esta tesis, n= 30 a
40 animales por grupo.
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De acuerdo a la prediccion, aquellos grupos de animales cuya
memoria hubiera resultado labilizada como consecuencia de la re-
exposicion (Dia 2), en el caso de haber recibido una inyeccidén de CHX la
reconsolidacién resultaria impedida por lo que deberian mostrar
amnesia a largo término (Dia 3), mientras que de haber recibido SAL
deberian reconsolidar la memoria labilizada y por lo tanto mostrar
retencién de la memoria CS-US. Por su parte, aquellos grupos de
animales cuya memoria hubiera permanecido en todo momento
consolidada, y consecuentemente insensible a la CHX, deberian mostrar
retencion a largo término en todos los casos.

En el experimento en el que los cangrejos fueron re-expuestos al
contexto del entrenamiento sin refuerzo (Fig. 1.1), los resultados
muestran que los animales inyectados con SAL, en el Dia 3 mostraron
retencion de la memoria, expresada como una respuesta
significativamente menor en el grupo entrenado (EN-SAL) respecto de
su grupo control no entrenado (CT-SAL), mientras que aquellos que
recibieron una inyeccién de CHX resultaron amnésicos, es decir no se
observaron diferencias significativas entre las respuestas de los grupos
EN-CHX y CT-CHX (Fig. 1.1B, ver estadistica en el epigrafe). Por otra
parte, al igual que en el resto de los experimentos de este trabajo, no
se detectaron diferencias significativas entre las respuestas de los
grupos no entrenados, CT-SAL y CT-CHX, lo que permite descartar
efectos inespecificos de la droga sobre la respuesta de los animales. El
hecho de que la memoria haya resultado impedida a largo término
como consecuencia de la administracion de CHX evidencia que la
memoria resultd labilizada, y esto es consistente con trabajos anteriores
del laboratorio, en los que se demostré que esta labilizacion es
consecuencia de la re-exposicion al contexto del entrenamiento
(Pedreira et al. 2002).

Sin embargo, en el experimento en el que los cangrejos siguieron
idéntico protocolo pero incluyendo un refuerzo a ultimo momento de Ia

re-exposicién (Fig. 1.2), los animales mostraron retencién de Ia
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memoria tanto en el Dia 2 como en el Dia 3, independientemente de la
inyeccion recibida (Fig. 1.2B). Esta retencion de largo término en el Dia
3 evidencia que la memoria permanecié consolidada a pesar de la re-
exposicion al contexto, ya que la administracion de CHX no tuvo un

efecto amnésico.
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Figura 1.2: La inclusiéon de un refuerzo antes del fin de la re-
exposicion de 5 min impide la labilizaciéon y reconsolidacion de
la memoria. (A) Protocolo experimental. Dia 1: entrenamiento. Dia 2:
re-exposicién al contexto del entrenamiento durante 5 min incluyendo
un refuerzo, e inyeccion de SAL o CHX 2 h después. Dia 3: evaluacion.
(B) Respuesta de escape al ensayo de evaluacién (media £ SEM) en el
Dia 2 (izq.) y en el Dia 3 (der.), normalizada respecto de la respuesta
media del grupo SAL-CT. Dia 2: ANOVA F(3,156)=13.10, p<10°®. SAL-
CT>SAL-EN: p<0.0001. CHX-CT>CHX-EN: p<0.0001. Dia 3: ANOVA
F(3,156) = 12.26, p<107®. SAL-CT>SAL-EN: p<0.0001. CHX-CT>CHX-
EN: p<0.0001. Abreviaturas y simbolos como en la Fig. 1.1.

Estos resultados nos permitirian concluir que la inclusién del
refuerzo previno la induccién de la labilizacidon y reconsolidacion de la

memoria. Sin embargo, es necesario considerar que la inyeccién de CHX
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dada para poner a prueba el estado de labilidad de la memoria fue
administrada 2 horas después de la re-exposicion. A pesar de que en
trabajos previos se mostré que la CHX produce un efecto amnésico
cuando es administrada hasta 4 horas después de una re-exposicion no
reforzada (Pedreira et al. 2002), en este caso podria argumentarse que
el efecto del refuerzo fue inducir una reconsolidacién mas acelerada, o
sumaria, de modo que la inyeccién de CHX podria haber llegado tarde
para disrumpir el proceso de reconsolidacion.

Para evaluar esta posibilidad, repetimos este ultimo experimento
pero administrando las inyecciones de SAL o CHX inmediatamente
después de la re-exposicion reforzada al contexto del entrenamiento
(Fig. 1.3A). Los resultados obtenidos fueron idénticos a los del
experimento anterior. Es decir, tanto los cangrejos inyectados con SAL
como los inyectados con CHX mostraron retencién de la memoria en el
Dia 2 y en el Dia 3 (Fig. 1.3B). Este ultimo resultado deja poco margen
para una interpretacién en términos de una reconsolidacién sumaria.
Concluimos por lo tanto que mientras que una re-exposicion al contexto
sin refuerzo induce la labilizacién de la memoria, una re-exposicion

reforzada no es capaz de inducirla.

Estas conclusiones nos permiten hacer la siguiente prediccion. El
experimento anterior mostré que al presentarse una re-exposicidon
reforzada (que en este paradigma constituye una sesion de evaluacion),
la memoria aparece intacta (retencion en el Dia 2) y consolidada
(retencién en el Dia 3). Si se presenta esta misma re-exposicion
reforzada pero precedida de una re-exposicion sin refuerzo, que induce
la labilizacion y reconsolidacion de la memoria, deberia observarse a la
memoria intacta (retencién en el Dia 2) pero labil (amnesia en el Dia 3).
Para evaluar esto es necesario administrar CHX dentro de la ventana de
labilidad inducida por la primera re-exposicién. Para esto se realizd el
siguiente experimento. Los cangrejos entrenados en el Dia 1 fueron
sometidos en el Dia 2 a una primera re-exposicién de 5 min sin

refuerzo, y 4 horas después a una segunda re-exposiciéon de 5 min
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Figura 1.3: El efecto del refuerzo no es producir una
reconsolidacién sumaria. (A) Protocolo experimental. Dia 1:
entrenamiento. Dia 2: re-exposicion al contexto del entrenamiento
durante 5 min incluyendo un refuerzo, e inyeccidon de SAL o CHX
inmediatamente después. Dia 3: evaluacion. (B) Respuesta de escape
al ensayo de evaluacién (media £ SEM) en el Dia 2 y en el Dia 3,
normalizada respecto de la respuesta media del grupo SAL-CT. Dia 2:
ANOVA F(3,116) = 6.79, P < 0.001. SAL-CT>SAL-EN: p<0.01. CHX-
CT>CHX-EN: p<0.01. Dia 3: ANOVA F(3,116) = 5.62, P < 0.01. SAL-
CT>SAL-EN: p<0.01. CHX-CT>CHX-EN: p<0.01. Abreviaturas vy
simbolos como en la Fig. 1.1.

reforzada y seguida inmediatamente de una inyeccién de SAL o CHX.
Finalmente, todos los cangrejos fueron evaluados al dia siguiente (Dia
3) (Fig. 1.4A). En concordancia con la prediccion, la evaluacion del Dia
2 mostrdé retencién en todos los animales (memoria intacta), y la
evaluacion del Dia 3 mostrd retencion en los animales inyectados con
SAL pero amnesia en aquellos inyectados con CHX (memoria labil al
momento de la inyeccion) (Fig. 1.4B).
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Figura 1.4: El refuerzo presentado 4 h después de una re-
exposicion de 5 min no revierte el proceso de labilizacion y
reconsolidacion de la memoria. (A) Protocolo experimental. Dia 1:
entrenamiento. Dia 2: doble re-exposicién al contexto del entrenamiento
durante 5 min, primero sin refuerzo y 4 h después con refuerzo, e
inyeccion de SAL o CHX inmediatamente después. Dia 3: evaluacion. (B)
Respuesta de escape al ensayo de evaluacion (media £ SEM) en el Dia 2
y en el Dia 3, normalizada respecto de la respuesta media del grupo SAL-
CT. Dia 2: ANOVA F(3,124) = 5.97, P < 0.001. SAL-CT>SAL-EN: p<0.01.
CHX-CT>CHX-EN: p<0.01. Dia 3: ANOVA F(3,124) = 3.49, P < 0.02.
SAL-CT>SAL-EN: p<0.01. CHX-CT~CHX-EN: p=0.16. Abreviaturas vy
simbolos como en la Fig. 1.1.

1.3 - Discusion

Este conjunto de resultados nos lleva a dos conclusiones
principales en relacion al rol del refuerzo y al rol del fin de la re-

exposicién en la labilizacion de la vieja memoria.
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Rol del refuerzo

La primera conclusién es que la inclusién de un refuerzo antes del
fin de la re-exposicion previene la induccidn de la labilizacion de la
memoria y su subsiguiente reconsolidacién. Estos resultados revelan
entonces una segunda caracteristica paramétrica de la experiencia
comportamental requerida para inducir la labilizacion y reconsolidaciéon
de la memoria contexto-sefial en el cangrejo Chasmagnathus. De este
modo, de acuerdo a los antecedentes (Pedreira & Maldonado 2003) y a
estos resultados la induccidn de la labilizacion y reconsolidacion de esta
memoria requiere una re-exposicion al contexto del entrenamiento de

corta duracion (<1 h) y sin refuerzo.

Este hallazgo resulta de particular interés para la comprension del
valor funcional del proceso de labilizacion y reconsolidacion de la
memoria, ya que por un lado aporta nueva evidencia de que la memoria
consolidada no esta regresando al estado labil con la mera evocacion. Y
por otro lado, muestra que la calidad y significado de la informacion
presentada podria ser un factor relevante para la induccion de este

proceso.

Rol del fin de la re-exposicion

Una segunda conclusién central a partir de estos resultados es
que el hecho de encontrar que la memoria no se labiliza como
consecuencia de la inclusién de un refuerzo provee un apoyo adicional a
la hipotesis de que la labilizacién de la memoria no ocurre durante sino
después de la re-exposicion al contexto. Dado que la Unica diferencia
entre la experiencia que induce la labilizacién y la que no la induce es
un evento que tiene lugar a ultimo momento de la re-exposicion (el
refuerzo), podemos arribar a esta conclusién siguiendo un razonamiento
anadlogo al presentado anteriormente (ver Introduccién, Secciéon 6)

respecto de la re-exposicidon larga: si la memoria resultara labilizada
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durante la re-exposicion (corta) sin refuerzo, también deberia resultar
labilizada durante la re-exposicién con refuerzo. Y suponer esto ultimo
seria equivalente a asumir que la memoria puede (como consecuencia
del refuerzo) ser re-estabilizada mediante un mecanismo independiente
de la sintesis proteica, ya sea porque la memoria es re-estabilizada en
presencia de CHX, o porque es re-estabilizada antes de que la droga
pueda hacer efecto, esto es, en un periodo de tiempo tan breve (entre
el refuerzo y la inyeccion) que seria dificilmente compatible con la
sintesis de novo de proteinas (ver Fig. 1.3). Si bien esta re-
estabilizacion sumaria es una posibilidad légica, tal mecanismo no ha

sido descripto nunca.

Adicionalmente, el Ultimo experimento de esta serie muestra
también que a las 4 horas post re-exposicion el refuerzo per se no tiene
la capacidad de revertir el proceso de labilizacién, o producir la re-
estabilizacion sumaria de una memoria labil (Fig. 1.4). Por el contrario,
aqui podemos observar que la memoria labilizada por la primera re-
exposicion continla siendo sensible a una inyeccion de CHX

administrada con posterioridad al refuerzo.

En resumen, estos resultados apoyan la hipotesis de que la
memoria permanece consolidada durante la re-exposicion al contexto y
que tras salir del contexto, si el refuerzo no ocurrié, se dispara la

labilizacion y reconsolidacion de la memoria.

En la Discusion General abordaremos las implicancias que estos
resultados tienen respecto del valor funcional del fendmeno de
reconsolidacién de la memoria, y como estos hallazgos se relacionan

con los resultados obtenidos en otros modelos de memoria.
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2 - Rol del refuerzo sobre el proceso de

extincion de la memoria

2.1 - Introduccion

En la seccién anterior mostramos que la inclusion de un refuerzo
durante la re-exposicion corta es capaz de prevenir la induccién de la
labilizacion y subsiguiente reconsolidacion de la memoria contexto-
sefal. Estos resultados fueron interpretados en términos del valor del
refuerzo en el significado de la experiencia comportamental de la re-
exposicion respecto de aquella del entrenamiento.

Existen diversos elementos para suponer que, analogamente, la
presentacién de un refuerzo antes del final de una re-exposicién larga
tendria un efecto similar sobre la extincidon, es decir, prevenir la
extincidon de la memoria. En diversos paradigmas comportamentales se
ha mostrado que la extincibn de una memoria requiere de la
presentacién no reforzada del CS (e.g. Pavlov 1927). Dado que la
extincion de una memoria CS-US se produciria como consecuencia de
una nueva asociaciéon CS-no US, la presentaciéon contingente del US
conspiraria contra la formacion de esta asociacion.

No obstante, en el cangrejo Chasmagnathus el efecto del refuerzo
sobre la extincidn de la memoria nunca ha sido estudiado. Si bien cabe
esperar que la presentacién del refuerzo conspire contra la extincidon de
la memoria CS-US (la memoria contexto-sefial), no estd claro si un
Unico refuerzo es capaz de revertir los efectos de una larga re-
exposicion al contexto no reforzada. Una posibilidad seria que se
establezca una competencia entre las dos asociaciones, CS-US versus
CS-no US, cuyo resultado dependa, por ejemplo, del tiempo de re-
exposicion no reforzada. Otra posibilidad podria ser que el refuerzo
directamente tenga un efecto restrictivo para la induccién del proceso,
como se observd que lo tiene respecto de la reconsolidacion.

Por otro lado, en relacion al mecanismo que hipotéticamente

vincularia a la reconsolidacion y la extincién, resulta de gran interés
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estudiar si el proceso de extincion ocurre simultaneamente con la re-
exposicion al contexto o si, al igual que el de reconsolidacion, se dispara
recién una vez finalizada la re-exposicidon. Esta ultima hipdtesis, que
puede parecer anti-intuitiva, se basa en un llamativo antecedente de
nuestro laboratorio (Tomsic et al. 1998). En aquel trabajo se observd
gue presentando una re-exposicion no reforzada al contexto de 12 h de
duracion, si se evalla la memoria antes de retirar a los animales del
contexto no se evidencia extincién. En otras palabras, no se observd
una extincién intra-sesidon. En un trabajo anterior, Lozada et al. (1990)
observaron el mismo fenémeno al final de una re-exposicidbn no
reforzcada de 24 h. No obstante, en adelante nos referiremos
preferentemente al trabajo de Tomsic et al. al citar los antecedentes ya
gue alli el entrenamiento de extincién fue realizado sobre una memoria
CS-US ya consolidada (comenzando 12 h post-entrenamiento, extincidon
tardia), una situaciéon experimental mas relacionada con la del presente
trabajo, mientras que en el estudio de Lozada et al. los animales
directamente permanecieron en el contexto durante 24 h tras el
entrenamiento (extincién temprana). Estos dos tipos de extincién han
mostrado estar basados en mecanismos diferentes (Cain et al. 2005;
Myers et al. 2006).

Para comprender estos resultados en términos experimentales es
necesario tener en mente que en este paradigma comportamental la
evaluacion de la memoria requiere de la presentacion del refuerzo. Por
lo tanto no es posible evaluar la memoria repetidamente durante el
entrenamiento de extincion como comuUnmente se hace en otros
paradigmas. De este modo, en los trabajos citados se presenté un
refuerzo antes del final de la re-exposicién, observandose retencién de
la vieja memoria (CS-US). No obstante, no se estudio el efecto de esta
presentaciéon del refuerzo sobre la extincidon, lo que requeriria una nueva
sesion de evaluacién posterior. Por otra parte, Pedreira y Maldonado
(2003) mostraron que una re-exposicion no reforzada de una duracidn
de 1 hora o mas, induce la extincion de la memoria, aunque esto se

evidencio evaluando la memoria a largo término.
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En resumen, el conjunto de antecedentes indica que una re-
exposicion larga al contexto del entrenamiento no induciria una
extincion intra-sesion, pero si una extincion de largo término.

Nos preguntamos entonces si, al igual que la reconsolidacién, la
extincion de la memoria en el cangrejo requiere del fin de la re-
exposicion al contexto y si la presentacién de un Unico refuerzo tiene la

capacidad de impedir la induccién de este proceso mnésico.

2.2 - Resultados

El objetivo de esta serie de experimentos es evaluar el efecto que
tienen el refuerzo y el fin de la re-exposicion sobre el proceso de
extincion de la memoria, tanto en el dia de la re-exposicion (Dia 2)

como a largo término (Dia 3).

Para inducir la extincién de la memoria realizamos re-
exposiciones al contexto del entrenamiento de 2 h de duracion.
Elegimos este valor de tiempo por encontrarse mas lejos de lo que
podriamos denominar la “duracién umbral” de la re-exposicion (45 min -
1 h), por debajo de la cual dejaria de inducirse extinciéon para inducirse
reconsolidacién (Pedreira & Maldonado 2003). De este modo,
esperamos reducir las probabilidades de encontrar efectos ambiguos o
poco claros, propios de una situacién limite. Para evaluar el efecto de la
inclusion de refuerzo se realizaron re-exposiciones de 2 h, incluyendo o
no el refuerzo a ultimo momento, y seguidas de una inyeccién de SAL o
CHX de modo de monitorear asimismo el estado de labilidad o

estabilidad de la memoria ante esta nueva situacion experimental.
En primer lugar, evaluamos el efecto de la presentacion de un

refuerzo al final de una re-exposiciéon larga sobre la memoria de

extincion. Para esto, en dos experimento distintos entrenamos
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cangrejos en el Dia 1 y en el Dia 2 los re-expusimos durante 2 h al
contexto del entrenamiento, incluyendo o no un refuerzo a Uultimo
momento de la re-exposicion. En ambos experimentos, 2 h después
administramos una inyeccién de SAL o 15 ug de CHX. Finalmente, todos
los animales fueron evaluados 24 h después (Dia 3) (Figs. 1.5A y
1.6A). Los trabajos previos han mostrado que esta dosis de CHX
administrada 1 h antes 6 2 h después de una re-exposicion larga no
reforzada bloquea la consolidacion de la memoria de extincion (Pedreira
& Maldonado 2003).
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Figura 1.5: Una re-exposicion de 2 h sin refuerzo induce la
extincion de largo término de la memoria CS-US. (A) Protocolo
experimental. Dia 1: entrenamiento. Dia 2: re-exposicion al contexto del
entrenamiento sin refuerzo durante 2 h, e inyeccién de SAL o CHX 2 h
después. Dia 3: evaluacion. (B) Respuesta de escape al ensayo de
evaluacién (media £ SEM) en el Dia 3, normalizada respecto de la
respuesta media del grupo SAL-CT. ANOVA F(3,116) = 4.83, P < 0.01.
SAL-CT~SAL-EN: p=0.5. CHX-CT>CHX-EN: p<0.001. Abreviaturas y
simbolos como en la Fig. 1.1.
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De acuerdo a la prediccién, en el Dia 3 los animales inyectados
con SAL deberian mostrar extincién o retencion de la memoria CS-US,
de acuerdo a si el protocolo experimental en cuestién (con o sin
refuerzo) fue efectivo para inducir la extincion a largo término de la
memoria. Por su parte, los animales inyectados con CHX deberian
mostrar amnesia o retencion, de acuerdo a si la vieja memoria resulté o
no labilizada, respectivamente, e independientemente de si el protocolo
indujo extincidn. Recordemos que, en estos animales, si la memoria
resulta extinguida esta extincion no se manifestara a largo término a
causa de la CHX (Pedreira & Maldonado 2003).

En el experimento en el que los cangrejos no recibieron el
refuerzo durante la re-exposicion del Dia 2 (Fig. 1.5), los resultados del
Dia 3 muestran que aquellos animales que fueron inyectados con SAL,
extinguieron la memoria CS-US, mientras que los que recibieron CHX
mostraron retencidon de la vieja memoria (Fig. 1.5B). Este resultado
concuerda con los antecedentes (Pedreira & Maldonado 2003), y es
consistente con un bloqueo de la consolidacion de la memoria de
extincion por parte de la CHX, evidencidndose en su lugar la vieja
memoria que permanecio consolidada.

Por su parte, en el experimento en el que a los animales si se les
presentod el refuerzo co-terminando con la re-exposicién del Dia 2 (Fig.
1.6), los resultados mostraron retencién de la vieja memoria, tanto en
el Dia 2 como en el Dia 3, e independientemente de la inyeccién
recibida (Fig. 1.6B). Estos resultados nos permiten sacar tres
conclusiones. Primero, de los grupos inyectados con SAL puede inferirse
gue la inclusidon del refuerzo previno la extincién de largo término que
de otro modo se hubiera observado en el Dia 3 (e.g. Fig. 1.5). Segundo,
la falta de efecto amnésico de la CHX sobre la vieja memoria (Dia 3)
evidencia que ésta permanecid en todo momento consolidada. Por
altimo, la evaluacion del Dia 2 muestra que, en concordancia con el
trabajo de Tomsic et al. (1998), antes del fin de la re-exposicion la
memoria CS-US no se encuentra aun extinguida. Por lo tanto, los

resultados de estos dos experimentos muestran que también para la
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induccién de la extincidn se requiere el fin de la re-exposicién (no se

observa extincion intra-sesion) y el no refuerzo.
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Figura 1.6: La inclusion de un refuerzo antes del fin de la re-
exposicion de 2 h impide la extincién de largo término de la
memoria CS-US. (A) Protocolo experimental. Dia 1: entrenamiento.
Dia 2: re-exposicion al contexto del entrenamiento durante 2 h, con
refuerzo, e inyeccidon de SAL o CHX 2 h después. Dia 3: evaluacién. (B)
Respuesta de escape al ensayo de evaluacion (media £ SEM) en los Dias
2 y 3, normalizada respecto de la respuesta media del grupo SAL-CT.
Dia 2: ANOVA F(3,128) = 10.1, P < 5x107°. SAL-CT>SAL-EN: p<0.001.
CHX-CT>CHX-EN: p<0.001. Dia 3: ANOVA F(3,128) = 4.25, P < 0.01.
SAL-CT>SAL-EN: p<0.01. CHX-CT>CHX-EN: p<0.01. Abreviaturas vy
simbolos como en la Fig. 1.1.

Alternativamente, podria pensarse que, si bien la induccién de la
extincion (entendida como la conjuncién de las condiciones necesarias y
suficientes para que la extincion ocurra) requiere una re-exposicion

minima de sélo 1 hora (Pedreira & Maldonado 2003), el proceso de
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formacion y expresion de esta memoria podria requerir de un tiempo
mayor, motivo por el cual no es detectada aun a las 2 h (Fig. 1.6) pero
si en el Dia 3 (Fig. 1.5). Bajo esta hipétesis alternativa, entonces, no se
estaria evidenciando una extincidon intra-sesidon a causa de la cinética
intrinseca al proceso, y no porque el fin de la re-exposicion sea un
factor determinante. Para poner a prueba la hipotesis de que el fin de la
re-exposicién per se es determinante para la induccion de la extincion,
es decir que este evento forma parte de esa conjuncién de condiciones
necesarias, evaluamos a continuacidn el efecto de este evento, el fin de
la re-exposicidon, sobre la extincion de la memoria. El abordaje
experimental consistié en re-exponer en el Dia 2 a los cangrejos al
contexto del entrenamiento incluyendo o no una interrupcion de esta re-
exposicion antes de la evaluacion. De este modo, si el fin de la re-
exposicidon per se es un evento necesario para la extincién, esperamos
gue la memoria se encuentre extinguida sélo en aquellos animales cuya
re-exposicién resulté interrumpida. Caso contrario, todos los animales
deberian mostrar retencién de la vieja memoria. Adicionalmente, este
experimento nos permitird evaluar si la memoria de extincidn ya se

expresa a tiempos mas cortos, menores a 24 h.

Con este objetivo, utilizamos simultdneamente dos grupos
distintos de cangrejos entrenados (Dia 1), con sus respectivos controles
no entrenados, que en el Dia 2 siguieron distintos protocolos
comportamentales. El primer grupo (re-exposiciéon continua, CONT), en
el Dia 2 fue re-expuesto al contexto del entrenamiento durante un
periodo ininterrumpido de 6 h y recibié un ensayo de evaluacion antes
del fin de la re-exposicidon. Simultaneamente, el segundo grupo (re-
exposicion interrumpida, INT), en el Dia 2 fue re-expuesto sin refuerzo
durante un periodo de sélo 2 h, y 4 h después (transcurridas en otro
contexto) fue colocado nuevamente en el contexto del entrenamiento y
después de 5 min recibid6 un ensayo de evaluacion, en el mismo
momento que el primer grupo. Finalmente, todos los cangrejos fueron

evaluados nuevamente 24 h después, en el Dia 3 (Fig. 1.7A).
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Figura 1.7: El fin de la re-exposicion es necesario para la
extincion de la memoria CS-US. (A) Protocolo experimental. Dia 1:
entrenamiento. Dia 2: re-exposicion al contexto del entrenamiento
durante 6 h con refuerzo (CONT), o bien durante 2 h sin refuerzoy, 4 h
después, nuevamente 5 min con refuerzo (INT). Dia 3: evaluacién. (B)
Respuesta de escape al ensayo de evaluacion (media £ SEM) en los Dias
2 y 3, normalizada respecto de la respuesta media del grupo CONT-CT.
Dia 2: ANOVA F(3,156) = 5.09, P < 0.01. CONT-CT>CONT-EN: p<0.01.
INT-CT~INT-EN: p=0.16. Dia 3: ANOVA F(3,156) = 3.21, P < 0.02.
CONT-CT>CONT-EN: p<0.01. INT-CT~INT-EN: p=0.79. Abreviaturas y
simbolos como en la Fig. 1.1.

En los resultados del Dia 2 (Fig. 1.7B) observamos que el grupo
re-expuesto de forma continua (CONT) presenta retencion de la
memoria CS-US. Esto demuestra una vez mas que una evaluacion
presentada dentro del periodo de re-exposicion es incapaz de revelar
una extincién intra-sesion, incluso tras un periodo tan largo como 6 h.

Este resultado estd en linea con aquel del experimento anterior (Fig.
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1.6) y con los antecedentes de Tomsic et al. (1998). Por su parte, el
grupo que pasoé 4 h fuera del contexto del entrenamiento (INT), mostro
en la evaluacidon que la memoria CS-US ya estaba extinguida. De este
modo, los resultados sugieren que si el grupo CONT no muestra
extincion esto no se debe a que la memoria de extincidon no tuvo tiempo
de formarse y expresarse durante la extensa re-exposicion dado que a
igual tiempo transcurrido, el grupo INT si muestra extincién. Los
resultados apoyan entonces la hipdtesis de la necesidad de la salida del
contexto. Por lo tanto, concluimos que, ademas de una larga duracién
de la re-exposicién y la no ocurrencia del refuerzo, el fin de la re-
exposicion es una condicién necesaria para la induccién de la extincién
de la memoria. Asimismo podemos concluir que la extincidon puede

expresarse ya a las 4 hs después del fin de la re-exposicion.

Finalmente, en el Dia 3 el grupo CONT mostré una vez mas
retencién CS-US, mientras que el grupo INT volvid a revelar una
memoria extinguida. Es decir, el patréon de resultados fue el mismo que
en el Dia 2. Los resultados de la evaluacién del Dia 3 nos llevan a otras
dos conclusiones. La primera es que, al igual que en el experimento
anterior (Fig. 1.6), la inclusion del refuerzo antes del fin de la re-
exposicion (grupo CONT) no sdlo revela que no hubo extincién intra-
sesion sino que ademads, como refuerzo, actlua impidiendo la
subsiguiente extincion de la memoria, tras la salida del contexto.
Incluso en este caso, tras una extensa re-exposicion de 6 h.
Alternativamente, tanto en el experimento anterior como en éste podria
argumentarse que, aun presentando el refuerzo la memoria CS-US
resulta extinguida tras la salida del contexto, pero que la retencién
observada en el Dia 3 se debe a que la memoria CS-US fue de algun
modo rescatada a largo término por efecto del refuerzo del Dia 2, ya
sea operando como re-entrenamiento o reinstalando la vieja memoria
(reinstatement). La segunda conclusidon que se extrae de los resultados
del Dia 3, sin embargo, se opone a esta interpretacion alternativa: el

resultado observado en el grupo INT demuestra que una vez que la
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memoria resultd extinguida, la presentacién posterior de un Unico
refuerzo en el contexto del entrenamiento no es suficiente para que la
memoria CS-US sea rescatada 24 h después. Por el contrario, una vez
gue la extincion fue inducida tras la re-exposicion larga, a pesar del
refuerzo posterior ésta persiste a largo término. Por lo tanto, de los
resultados del Dia 3 concluimos que el refuerzo opera impidiendo que la

extincion se dispare.

2.3 - Discusion

Rol del refuerzo, antes y después del fin de la re-exposicion

Dos conclusiones centrales emergen de esta segunda serie de
experimentos.

En primer lugar, se evidencia que también en el marco de una re-
exposicion larga al contexto del entrenamiento la ausencia o presencia
del refuerzo juega un papel clave, habilitando o impidiendo la induccion
de la extincion de la memoria, del mismo modo que ocurre con la

reconsolidacion en el marco de una re-exposicion corta.

En segundo lugar, la presencia misma del refuerzo en su papel de
evaluador de la memoria nos muestra que tras una larga re-exposicion
al contexto, de hasta incluso 6 h de duracién, la memoria CS-US
permanece intacta y expresada hasta tanto la re-exposicion no
concluya. Es decir que el fin de la re-exposicidn al contexto es un

evento necesario para la induccién de la extincion de la memoria.

Dentro del marco tedrico propuesto en la literatura (Myers &
Davis 2002), podria pensarse que durante el entrenamiento de extincion
tiene lugar un fendmeno basado en una competencia cuantitativa entre
dos asociaciones, CS-no US durante la larga re-exposicion v,

eventualmente, CS-US si se incluye un refuerzo. Sin embargo, en estos
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experimentos, el hecho de que un unico refuerzo presentado antes del
fin de la re-exposicion tenga la capacidad de contrarrestar un
entrenamiento de extincion de hasta 6 h (Fig. 1.7, Dia 3, CONT) llevaria
quizas a pensar en un efecto del refuerzo mas bien de tipo cualitativo
sobre la experiencia ocurrida, en términos de habilitar o no habilitar a
modo de todo-o-nada el proceso de extincién de la memoria. Apoya
esta hipdtesis el hallazgo de que si la presentacién del refuerzo ocurre
una vez que la memoria ya resultd extinguida no se evidencia efecto
alguno sobre la memoria de extincion a largo término (Fig. 1.7, Dia 3,
INT), incluso con una re-exposicion mucho mas breve que en el caso
anterior (2 h vs 6 h). Es decir, una vez inducida la extincion, el refuerzo
no es capaz de revertir los efectos de una re-exposicion de “apenas” 2 h.
Bajo esta hipotesis, entonces, no tiene el mismo valor un refuerzo
presentado una vez que la memoria resulté extinguida que un refuerzo
presentado antes de que la extincidn se dispare. En otras palabras, el
refuerzo adquiere caracteristicas cualitativamente distintas de acuerdo a
si es presentado antes o después del fin de la re-exposicion. Estas
Ultimas conclusiones ponen en relieve no sélo el papel central del
refuerzo sino ademas, una vez mas, la importancia del fin de la re-
exposicion como factor determinante de la induccién de la extincion, ya
gue demuestran que el factor determinante es la relacién temporal

entre refuerzo y fin de la re-exposicion.

En la Discusion General integraremos estos resultados con
aquellos obtenidos en la seccién anterior y propondremos una
interpretacion acerca de la implicancia de estos hallazgos en relacién a

los procesos de reconsolidacién y extinciéon de la memoria.
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CAPITULO II

El findel CS y

el destino de la vieja memoria



1 - Dinamica de la extincion de la memoria

1.1 - Introduccion

En el capitulo anterior concluimos que el fin de la re-exposicién al
contexto del entrenamiento es necesario para la induccién de la
extincion, dado que al evaluar la memoria durante la re-exposicién se
observa invariablemente retencion de la vieja memoria, la memoria CS-
US. Considerando que la extincién de la memoria CS-US esta dada por
la adquisicion de una nueva memoria CS-no US que inhibe la expresion
de la anterior, esta conclusion implicaria que la adquisicion de esta
nueva memoria no ocurre mientras los animales permanecen en el
contexto.

Este hallazgo va en contra de la vision mas extendida del
fendmeno, que comunmente encuentra que la memoria CS-US es
extinguida de forma gradual a lo largo del entrenamiento de extincidn
(extincidn intra-sesién) (Pavlov 1927; Santini et al. 2001; Haselgrove &
Pearce 2003; Lebron et al. 2004). Es necesario en este punto abordar
las siguientes consideraciones. Si, en concordancia con lo que nuestros
resultados muestran, el fin del CS tiene una relevancia central en la
induccién de la extincidn, se presentan dos situaciones muy distintas de
acuerdo a si la extincidn es inducida por un entrenamiento de extincion
de ensayos multiples o si es inducida por un entrenamiento de extincion
de ensayo unico. En el primer caso, al lograrse la extincion presentando
en una sesién multiples CSs no reforzados, la observacién de una
desaparicion gradual de la respuesta condicionada no estaria en
desacuerdo con nuestra hipdtesis, ya que en cada ensayo sucesivo se
estaria observando la extincién inducida por el ensayo anterior. En el
segundo caso, en cambio, donde la extincibn se logra por la
presentacién de un Unico CS no reforzado, a menudo de duracion
considerable, las observaciones en otros modelos de una extincidn
intra-sesién (e.g. Cain et al. 2002; Suzuki et al. 2004) requieren de otra

explicacion que las justifique.
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Dada esta discrepancia, y con el fin de establecer la generalidad
de nuestros hallazgos, nos propusimos abordar un estudio sistematico
de la extincién de la memoria contexto-sefal en el cangrejo como
consecuencia de la re-exposicion al contexto durante distintos periodos
de tiempo, evaluando la memoria antes del fin de esta re-exposicién o

24 h después.

Seguidamente, centraremos nuestro estudio en la fase de
adquisicién de la memoria de extincién. Si esta memoria es en efecto
adquirida una vez finalizada la re-exposicion, nos preguntamos entonces
cuando comienza este proceso, y cuanto tiempo demanda. Es decir,
cuanto tiempo toma a la nueva memoria de extincion formarse y
expresarse de modo que ya no se observe la memoria original. En el
capitulo anterior observamos que esta extincion ya se expresa a las 4 h
después del fin de la re-exposicion (Fig. 1.7). Intentaremos entonces
determinar cual es el minimo tiempo necesario tras la re-exposicion

para poder observar este fendmeno.

Luego, en el marco del estudio de las fases de la extincién,
realizaremos un abordaje farmacoldgico con el fin de intentar disecar las
fases de adquisicion y de consolidacion de la memoria de extincion.
Trabajos anteriores de nuestro laboratorio han mostrado que la
consolidacién de esta memoria de extincién depende de la sintesis de
proteinas, una caracteristica universal de las memorias de largo
término, durante un periodo menor a 6 h después del fin de la re-
exposicion al contexto (Pedreira & Maldonado 2003). Aunque la sintesis
proteica es requerida generalmente sdélo para la consolidacion de las
memorias y no asi para su adquisicion, hay antecedentes en la literatura
de trabajos en ratas en los que se muestra un requerimiento de sintesis
proteica para la expresién de la memoria de extincién a tiempos tan
cortos como 20 min (Lin et al. 2003c). Por otra parte, dado que en este
paradigma comportamental en cangrejos la adquisicion de la memoria

de extincidon requiere de una experiencia comportamental con una
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duracién extensa, del orden de las horas, resulta de interés evaluar la

posibilidad de que requiera de la sintesis de proteinas.

Otro mecanismo molecular de la extincibn que ha sido
frecuentemente observado en diversos trabajos en otros modelos es la
actividad de los receptores glutamatérgicos tipo NMDA, aunque los
resultados varian respecto de si estos son requeridos para la adquisicion
o para la consolidacién de la memoria de extincion. Por lo tanto, resulta
de interés determinar cudl es el rol de estos receptores en la extincién
en el cangrejo. La existencia de estos receptores en cangrejos ha sido
evidenciada por métodos de inmunodeteccion (L. Pérez-Cuesta,
comunicacién personal; Y. Hepp, comunicacién personal), y mas
indirectamente por el efecto amnésico de drogas que en vertebrados
funcionan como antagonistas especificos, como MK-801 o AP5 (Pedreira
et al. 2002; Troncoso & Maldonado 2002). Por este motivo, nos
referiremos a ellos como receptores NMDA-/ike (NMDA.). No obstante,
la presencia de estos receptores en crustaceos ha sido frecuentemente
observada en otros trabajos (Pfeiffer-Linn & Glantz 1991; Parnas et al.
1996; Burgess & Derby 1997; Schramm & Dudel 1997; Feinstein et al.
1998). En relacién a su funcién en el cangrejo, se ha determinado
previamente que tanto la consolidacion como la reconsolidacion de la
memoria contexto-sefial depende de estos receptores (Pedreira et al.
2002; Troncoso & Maldonado 2002). Por otra parte, experimentos
previos (L. Pérez-Cuesta, Seminario de licenciatura, FCEN-UBA) han
mostrado que esta extincidn requiere de la actividad de receptores
NMDA,. En aquellos experimentos se encontré que el bloqueo de estos
receptores mediante una inyeccién del antagonista no competitivo MK-
801 no tenia efecto sobre la extincidén de largo término cuando era
administrada después de la re-exposicion al contexto. Sin embargo, al
administrarla antes de la re-exposicidn si era capaz de impedir la
extincion de largo término. Estos resultados son consistentes con un rol
de estos receptores durante la adquisicién y no durante la consolidacién

de la memoria de extincidn. Sin embargo, al haber evaluado la memoria
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recién a las 24 h resulta dificil descartar que el antagonista haya
actuado en una fase muy temprana de la consolidacion, no alcanzada
por las inyecciones dadas inmediatamente después de la re-exposicion.
En el presente trabajo, complementaremos aquellos resultados
estudiando el efecto de este antagonista sobre la extincidon a corto
término, para determinar si aquel efecto amnésico se debia a una
interferencia sobre la adquisicion o sobre la consolidacién de esta

memoria.

1.2 - Resultados

Una primera serie de experimentos tuvo como objetivo estudiar
de modo sistematico la extincidn de la memoria contexto-sefal durante
la presentacion del CS, i.e., la re-exposicion al contexto del
entrenamiento, y a largo término en funcién del tiempo de re-
exposicion.
Es necesario recordar una vez mas que en este paradigma
comportamental la evaluacion de la memoria requiere de la
presentacién del refuerzo (US) que, por otra parte, al ser presentado
durante la re-exposicion previene la extincién subsiguiente de esta
memoria. Por lo tanto, si se desea evaluar el estado de la memoria en
un momento dado de la re-exposicién al contexto, ya no sera posible
evaluar nuevamente esa memoria. Por esto, a diferencia de otros
paradigmas comportamentales, aqui se requiere de un experimento
distinto por cada punto en el tiempo en el que se desee evaluar si la
memoria se encuentra extinguida. De este modo, realizamos distintos
experimentos en los que los cangrejos fueron re-expuestos al contexto
del entrenamiento por distintos tiempos, y evaluamos el estado de la
memoria, extinguida o no extinguida, en el momento anterior al fin de
la re-exposicion (Dia 2), o 24 h después (Dia 3).

De acuerdo a los antecedentes, al evaluar la memoria a largo

término, deberia encontrarse retencion o extincion de la memoria
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dependiendo del tiempo de re-exposicidon, de acuerdo a si éste fue
suficiente o no para inducir la extincién de la vieja memoria (Pedreira &
Maldonado 2003). Por su parte, de acuerdo a la hipdtesis propuesta
anteriormente, al evaluar la memoria antes del fin de la re-exposicién
(antes de que la extincidon sea inducida) deberia encontrarse siempre
retencion de la vieja memoria CS-US, independientemente del tiempo

de re-exposicion.

Para poner a prueba esta hipdtesis, en distintos experimentos
entrenamos cangrejos en el Dia 1, y en el Dia 2 los re-expusimos al
contexto del entrenamiento durante 5 min, 1 h, 2 h 6 3 h, sin presentar
el refuerzo en ningin momento. Por ultimo, en el Dia 3 evaluamos la
memoria (Fig. 2.1A). En el ensayo de evaluacién se observa que los
animales re-expuestos en el Dia 2 por tiempos mas cortos, 5 min 6 1 h,
mostraron en el Dia 3 retencion de la vieja memoria, mientras que
aquellos que en el Dia 2 fueron re-expuestos durante tiempos mayores,
2 6 3 h, mostraron una extincion de largo término (Fig. 2.1B). Esta
diferencia en el resultado experimental, retencién o extincién, de
acuerdo al tiempo de re-exposicion estd de acuerdo con los
antecedentes (Pedreira & Maldonado 2003), aunque en aquel caso se
habia observado extincion de la memoria CS-US incluso con una re-
exposicion de 1 h. Esta diferencia podria deberse a que, como
sefalamos anteriormente, esta duracidon se encuentra cercana al umbral
(45 min - 1 h) por debajo del cual el proceso inducido por la re-
exposicién es la reconsolidacion de la memoria en lugar de la extincion
(Pedreira & Maldonado 2003). El hecho de trabajar con poblaciones
naturales puede contribuir a explicar esta discrepancia dado que
factores ambientales, como pueden ser algunos cambios estacionales,
podrian influir de modo de manifestarse pequefas variaciones
paramétricas en los fendmenos comportamentales descriptos, que se
hacen mas evidentes en sus limites. Es por este motivo que, a partir de
aquel estudio, habiamos decidido adoptar como protocolo estandar de

entrenamiento de extincion un periodo de 2 h de re-exposicion al
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Figura 2.1: La extincién de largo término requiere una re-
exposicion no reforzada de mas de 1 h de duracion. (A) Protocolo
experimental. Dia 1: entrenamiento. Dia 2: re-exposicion al contexto del
entrenamiento sin refuerzo durante 5, 60, 120 6 180 min. Dia 3:
evaluacion. (B) Respuesta de escape al ensayo de evaluacion (media =
SEM) en el Dia 3, normalizada respecto de la respuesta media de cada
grupo CT. 5min, CT>EN: p0.02. 60min, CT>EN: p<0.04. 120min,
CT~EN: p=0.88. 180min, CT~EN: p=0.85. Abreviaturas y simbolos
como en la Fig. 1.1.

contexto. No obstante, los experimentos en que el tiempo de re-
exposicion fue de 5 min, 1 h y 2 h fueron replicados dos veces (no se
muestra). Los mismos resultados volvieron a obtenerse para los
animales re-expuestos 5 min (CT>EN: p<0,01 y p<0,03), 6 2 h
(CT~EN: p=0,56 y p=0,75), mientras que aquellos re-expuestos 1 h
mostraron retencion CS-US en una de las réplicas (CT>EN: p<0,02) y
extincion en la otra (CT~EN: p=0,55). Estas variaciones en torno al

limite son consistentes con la explicacion propuesta.
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Para evaluar el estado de la memoria durante la re-exposicion, a
estos mismos tiempos, repetimos los experimentos anteriores pero en
lugar de evaluar la memoria en el Dia 3 la evaluamos en el Dia 2
mediante un ensayo (US) presentado antes del fin de una re-exposicion
de 5min, 1 h, 2 h, 3 h, oincluso 6 h (Fig. 2.2A).
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Figura 2.2: La extincion de la memoria nunca se expresa
durante la re-exposicion al contexto del entrenamiento,
independiente-mente de su duracion. (A) Protocolo experimental.
Dia 1: entrenamiento. Dia 2: re-exposicion al contexto del
entrenamiento durante 5, 60, 120, 180 6 360 min, con refuerzo al final
(evaluacion). (B) Respuesta de escape al ensayo de evaluacién (media
+ SEM) en el Dia 2, normalizada respecto de la respuesta media de cada
grupo CT. 5min, CT>EN: p0.0001. 60min, CT>EN: p<0.007. 120min,
CT>EN: p<0.0001. 180min, CT>EN: p<0.0004. 360min, CT>EN:
p<0.009. Abreviaturas y simbolos como en la Fig. 1.1.
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A diferencia de los resultados observados a largo término, al
evaluar la memoria durante la re-exposicion se observé retencion de la
vieja memoria en todos los casos; es decir, no se evidencié extincién de
la memoria, independientemente del tiempo de re-exposicién al
contexto (Fig. 2.2B). Estos resultados estan de acuerdo con la
prediccion, y por lo tanto apoyan la hipétesis de que la extincidon de la
memoria no se dispara durante la re-exposiciéon, sin importar su
duracion.

En resumen, esta ultima serie de experimentos muestra que la
extincion de la memoria requiere de una re-exposicion al contexto de
larga duracién, y que esta extincion no se evidencia inmediatamente
antes del fin de la re-exposicién (Fig. 2.2) pero si 24 h después (Fig.
2.1). Estos resultados de las evaluaciones de largo término estan de
acuerdo con los antecedentes de nuestro laboratorio (Pedreira &
Maldonado 2003), y los de las evaluaciones intra-sesion estan de
acuerdo con las conclusiones que obtuvimos en el capitulo anterior y
con los antecedentes (Tomsic et al. 1998), mostrando que la extincién
no es inducida durante sino recién después de una re-exposicion larga

al contexto.

En base a estas conclusiones, nos preguntamos entonces cuanto
tiempo toma este proceso de adquisicién y expresion de esta nueva
memoria de extincion. Es decir, a partir de qué momento después del
fin del CS puede encontrarse que la vieja memoria CS-US se encuentra
extinguida. En este sentido, uno de los resultados del capitulo anterior
(Fig. 1.7) muestra que 4 h después del fin de la re-exposicion ya se

evidencia una extincion de la vieja memoria.

El siguiente objetivo consistid en evaluar si esta memoria de
extincion puede observarse a tiempos mas cortos, del orden de los
minutos. Para esto, en el siguiente experimento entrenamos a los
cangrejos en el Dia 1, y en el Dia 2 los re-expusimos al contexto del

entrenamiento durante 2 h y a continuacion los retiramos y los
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colocamos en un contexto diferente durante un periodo de 5 min.
Seguidamente, volvimos a colocar a los animales en el contexto del
entrenamiento y 5 min después les presentamos un ensayo de
evaluacion (grupo extinguido, EXT). Paralelamente, corrimos otro grupo
de animales que siguié un protocolo idéntico pero con la sola diferencia
de que un refuerzo fue incluido antes del fin de la re-exposiciéon de 2 h

(grupo reforzado, REF) (Fig. 2.3A). Este grupo experimental fue incluido
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Figura 2.3: La extincion de la memoria se expresa 10 min
después del fin de la re-exposicion. (A) Protocolo experimental. Dia
1: entrenamiento. Dia 2: re-exposicién al contexto del entrenamiento
durante 2h, con (REF) o sin refuerzo (EXT) al final. Tras 5 min en un
contexto distinto todos los animales vuelven al contexto del
entrenamiento y son evaluados. (B) Respuesta de escape al ensayo
de evaluacidon (media £ SEM) en el Dia 2, normalizada respecto de la
respuesta media del grupo REF-CT. ANOVA: F(3,127) = 3.31, P < 0.022.
REF-CT>REF-EN: P < 0.033. EXT-CT~EXT-EN: P = 0.12. Abreviaturas
y simbolos como en la Fig. 1.1. Cilindro rayado: contexto distinto.
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como control de retencién CS-US, ya que en experimentos preliminares
se observd que la manipulacion repetida de los cangrejos en tiempos
muy breves, del orden del minuto, puede producir efectos inespecificos
sobre el comportamiento a evaluar. De este modo, de no haber efectos
inespecificos de la manipulacidén de los animales a tiempos de 5 min, en
este grupo esperamos encontrar retencién CS-US a causa del refuerzo
presentado antes del fin de la re-exposicidon, mientras que el grupo EXT,
gue no recibié el refuerzo, deberia mostrar extincién o retenciéon de la
vieja memoria en funcién de si el breve tiempo transcurrido entre el fin
de la re-exposicién y el ensayo de evaluacién fue o no suficiente para
gue esta memoria de extincidn sea adquirida. En los resultados
podemos observar que el ensayo de evaluacion mostré retencion de la
vieja memoria en aquellos cangrejos que habian recibido un ensayo
previo (REF), mientras que los cangrejos que no habian recibido el
refuerzo previo a la salida del contexto (EXT) no mostraron memoria
CS-US (Fig. 2.3B). Dado que los cangrejos con la re-exposicién
reforzada mostraron retencion CS-US, los resultados de este ultimo
grupo experimental son consistentes con una extincién de la vieja
memoria, que ya se expresa a tiempos tan cortos como 10 min tras el
fin de la re-exposicién (5 min en el contexto diferente + 5 min en el

contexto del entrenamiento previo al ensayo de evaluacion).

A continuaciéon nos propusimos evaluar si esta extincién puede
observarse a tiempos aun mas cortos. Para esto, fue necesario poner a
punto una nueva metodologia experimental que nos permitiera sefializar
el fin de la re-exposicién al contexto del entrenamiento pero evitando
los efectos inespecificos mencionados antes, producto de Ia
manipulaciéon repetida de los animales. De este modo, el abordaje
consisti6 en producir un cambio virtual en el contexto del
entrenamiento, iluminando la arena experimental de un modo
completamente diferente, Unicamente con una lampara tenue ubicada
debajo de ésta, lo que provee un entorno visualmente muy distinto (ver

Materiales y Métodos para una descripcidn detallada). De aqui en
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adelante, cuando nos refiramos al contexto del entrenamiento, o
contexto estandar, entenderemos por esto al contexto con la
iluminacién estandar, dirigida desde arriba, como ha sido presentado
siempre hasta ahora en las sesiones de entrenamiento, re-exposicién y
evaluacion. Del mismo modo, cuando hablemos de la re-exposicién de
los animales nos estaremos refiriendo, como hasta ahora, a la re-
exposicion a este contexto, el contexto al que ya fueron expuestos. Por
su parte, para referirnos al contexto iluminado desde abajo, usaremos

los términos contexto alternativo.

Utilizando esta metodologia, en la siguiente serie de
experimentos los animales entrenados en el Dia 1, serdn re-expuestos
en el Dia 2 al contexto estandar (contexto del entrenamiento) durante 2
h (entrenamiento de extincion), luego se les presentara el contexto
alternativo y a continuacion se restaurara la iluminacion reestableciendo
el contexto estandar y se evaluara la memoria presentando un ensayo.
En primer término, para homologar la metodologia es necesario
demostrar que este procedimiento es equivalente a retirar a los
animales del contexto y volver a colocarlos para la evaluacién. Para
esto, dos grupos de animales entrenados en el Dia 1 (y sus respectivos
controles no entrenados) fueron re-expuestos en el Dia 2 al contexto
estandar durante 2 h. A continuacidon, uno de los grupos (DIF) fue
colocado en un contexto fisicamente diferente durante un periodo de 5
min, al igual que en el experimento anterior (Fig. 2.3, EXT), mientras
que el otro grupo (ALT) permanecié en el mismo contexto fisico, pero
iluminado como contexto alternativo durante el mismo periodo de
tiempo. Seguido a esto, todos los cangrejos volvieron al contexto
estandar para la sesién de evaluacion y, tras 5 min en el contexto
estandar recibieron el ensayo de evaluacion (Fig. 2.4A). Dado que, de
acuerdo a lo observado en el experimento anterior, la extincién ya se
expresa a los 10 min del fin de la re-exposicidon, esperamos que el
grupo DIF muestre extincidn de la memoria, y que el grupo ALT

muestre extincidn o retencién de la vieja memoria en funcién de si este
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Figura 2.4: La interrupcion de la re-exposicion por Ila
presentacion del contexto alternativo (luz inferior) durante 5
min permite la expresion de la memoria de extincion. (A)
Protocolo experimental. Dia 1: entrenamiento. Dia 2: re-exposicion al
contexto del entrenamiento durante 2h, sin refuerzo. Tras 5 min en un
contexto distinto (DIF) o en el contexto alternativo (ALT) todos los
animales vuelven al contexto del entrenamiento y son evaluados. (B)
Respuesta de escape al ensayo de evaluacién (media £ SEM) en el Dia
2, normalizada respecto de la respuesta media del grupo DIF-CT.
ANOVA: F(3,148) = 171.84, P = 0.34. DIF-CT~DIF-EN: P = 0.23. ALT-
CT~ALT-EN: P = 0.19. Abreviaturas y simbolos como en la Fig. 1.1.
Cilindro rayado: contexto distinto. Luz naranja: contexto alternativo
(iluminacion desde abajo).

cambio de contexto virtual es o no efectivo para senalizar el fin de la re-
exposicion. Los resultados del ensayo de evaluacion mostraron que,
tanto los animales que pasaron 5 min en otro contexto fisico como los

animales que pasaron los 5 min en el contexto alternativo ya no
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evidencian la vieja memoria CS-US (Fig. 2.4B). Por lo tanto, esto
implicaria que el cambio de luz (contexto alternativo) es efectivo como
método para interrumpir la re-exposicidon al contexto estandar. Por otra
parte, al igual que en el resto de los experimentos de esta tesis, no se
evidencian diferencias entre ambos grupos controles no entrenados (CT-
DIF~CT-ALT), lo que en este caso permite descartar que la falta de
diferencia significativa entre controles y entrenados que pasaron por el
contexto alternativo pueda deberse a un cambio inespecifico en los
niveles de respuesta generales de todos los animales. Sin embargo,
esta ausencia de memoria CS-US en los animales que pasaron por el
contexto alternativo (ALT), en lugar de deberse a una extincion si podria
estar dada por una amnesia, causada por efectos inespecificos del
cambio de luces. Para controlar esta posibilidad, repetimos el
tratamiento experimental del grupo ALT pero esta vez corriéndolo junto
con otro grupo con idéntico protocolo pero cuya re-exposicion inicial
duré so6lo 5 min en vez de 2 h (Fig. 2.5A). De este modo, si el cambio
de luces per se produce un efecto inespecifico sobre la memoria a
evaluarse poco después, esperamos encontrar amnesia en ambos
grupos. Caso contrario, el grupo que estuvo re-expuesto sélo 5 min
deberia mostrar retencion CS-US, ya que esta re-exposicion es
insuficiente para inducir una extincion. Efectivamente, los resultados de
la evaluacidn mostraron retencion de la vieja memoria para los
cangrejos re-expuestos 5 min pero no para aquellos re-expuestos 2 h
(Fig. 2.5B), pudiendo atribuirse entonces la falta de retencion CS-US
sblo al periodo de 2 h de re-exposicidn, lo que es consistente con una

extincion de la memoria.

Realizados estos controles, a continuacién abordamos la pregunta
de cuanto tiempo es necesario tras el fin de la re-exposicién para que se
adquiera esta memoria de extinciéon, que ya encontramos expresada a
los 10 min. Para esto, en el Dia 1 entrenamos cangrejos y en el Dia 2
los re-expusimos al contexto estandar durante 2 h. Seguidamente, en

distintos experimentos, los grupos experimentales fueron expuestos al
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Figura 2.5: La falta de memoria CS-US tras la presentacion del
contexto alternativo depende de la re-exposicion de 2 h. (A)
Protocolo experimental. Dia 1: entrenamiento. Dia 2: re-exposicion al
contexto del entrenamiento sin refuerzo durante 5 min 6 2h. Tras 5 min
en el contexto alternativo todos los animales vuelven al contexto del
entrenamiento y son evaluados. (B) Respuesta de escape al ensayo de
evaluacién (media £ SEM) en el Dia 2, normalizada respecto de la
respuesta media del grupo 5min-CT. ANOVA: F(3,150) = 6.46, P <
0.0004;. 5min, CT>EN: P < 0.003. 2h, CT~EN: P = 0.16. Abreviaturas
y simbolos como en la Fig. 2.4.

contexto alternativo durante tiempos que van desde los 9 seg hasta los
5 min, o bien se omitid la exposicion al contexto alternativo (0 seg). A
continuacion, todos los cangrejos fueron evaluados en el contexto

estandar (Fig. 2.6A). En esta serie de experimentos, como el objetivo
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fue detectar el minimo tiempo necesario para evidenciar extincion, el
ensayo de evaluacién se presentd sélo 9 seg después de reestablecer el
contexto estandar. Es decir que la sesidon de evaluacion consistié de una
re-exposicién al contexto estandar de sélo 18 seg, de los cuales los
ultimos 9 correspondieron al ensayo de evaluacién. En los resultados
podemos observar que la evaluacidn de la memoria mostrd retencion
CS-US para todos los animales que estuvieron expuestos al contexto
alternativo durante 0, 9 6 27 seg, y mostré extincidon de la memoria
para todos aquellos que pasaron en el contexto alternativo 45 seqg, 1, 4
6 5 min (Fig. 2.6B).
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Figura 2.6: La memoria de extincion es expresada menos de 1 min
después del fin de la re-exposicion de 2 h. (A) Protocolo experimental. Dia
1: entrenamiento. Dia 2: re-exposicion al contexto del entrenamiento sin
refuerzo durante 2h. Tras cierto tiempo entre 0 y 300 seg en el contexto
alternativo todos los animales vuelven al contexto del entrenamiento y son
evaluados 9 seg después. (B) Respuesta de escape al ensayo de evaluacion
(media £ SEM) en el Dia 2, normalizada respecto de la respuesta media de cada
grupo CT. Oseg, CT>EN: P < 0.002. 9seg, CT>EN: P < 0.01. 27seg, CT>EN: P
< 0.02. 45seg, CT>EN: P = 0.32. 60seg, CT>EN: P = 0.84. 240seg, CT>EN: P
= 0.27. 300seg, CT~EN: P = 0.23. Abreviaturas y simbolos como en la Fig. 2.4.
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En otras palabras, los cangrejos que recibieron la sesién de evaluacién
sblo 45 seg después del fin de la re-exposicidon ya evidenciaron extincién
de la memoria. Si tenemos en cuenta que, tras la restauracion del
contexto estandar transcurrieron otros 9 seg hasta el ensayo de
evaluacion, podemos considerar que la extincién se estd expresando en
un tiempo no mayor a 54 seg tras el fin de la re-exposicién al contexto
del entrenamiento. Por su parte, el hecho de que los animales que
estuvieron en el contexto alternativo durante tiempos menores a 45 seg
hayan mostrado retencién CS-US demuestra asimismo que este breve
periodo de 9 seg transcurridos a continuaciéon en el contexto estandar,
previo al ensayo de evaluacién, son suficientes para que los cangrejos
evoquen normalmente la vieja memoria. De este modo, descartamos
gue la falta de retencién observada tras 45 seg o mas en el contexto
alternativo se deba a una evocacion insuficiente de la memoria CS-US,
apoyando entonces la hipdtesis de que se debe a la expresion de la
memoria de extincién, que por lo tanto ya fue adquirida. Del mismo
modo que en la primera serie experimental de este capitulo, repetimos
dos veces los experimentos en que los animales fueron expuestos al
contexto alternativo durante 45 seg o menos (no se muestra) y
obtuvimos los mismos resultados en todos los casos, con excepcion de
una de las repeticiones a los 27 seg en la que se encontrd extincién en
lugar de retencién CS-US (0 seg: CT>EN, p<0,002 y p<0,008; 9 seg:
CT>EN, p<0,03 y p<0,03; 27 seg: CT>EN, p<0,0006 y CT~EN,
p=0,16; 45 seqg: CT~EN, p=0,23 y p=0,96). Como mencionamos
anteriormente, esta discrepancia en torno al momento que aparece
como bisagra para la expresiéon de la extincion, es susceptible de ocurrir
al maodificar ligeramente valores paramétricos en una situaciéon de
limite, y en particular en poblaciones naturales. Y en este caso, quiza
también podria contribuir a esto la variabilidad intrinseca a procesos
que ocurren en tiempos tan cortos. De este modo, consideraremos que
el tiempo minimo que los animales deben transcurrir en el contexto
alternativo es de 45 seg, un punto en el que los cangrejos nunca

mostraron retencion de la memoria CS-US.
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En resumen, estos resultados muestran que aunque la memoria
de extincién puede expresarse a tiempos tan cortos como <1 min tras el
fin de la re-exposicidon, este proceso requiere al menos de algunos
segundos para llevarse a cabo (e.g. 9 6 27 seg). Una explicacion
alternativa podria ofrecerse para el hecho de que los cangrejos
expuestos durante pocos segundos al contexto alternativo no hayan
mostrado extincidon de la vieja memoria. Podria argumentarse que en
estos casos la re-exposicidn al contexto estandar fue interrumpida
durante un tiempo tan breve que los cangrejos no alcanzaron a percibir
el cambio de iluminacién, o no alcanzaron a percibirlo como un cambio
contextual, por lo que se comportaron como si hubieran recibido el
ensayo de evaluacién directamente sin interrumpir la re-exposicién de 2
h. Es decir que, a causa de una limitacién perceptual, los cangrejos
expuestos al contexto alternativo sélo 9 seg previo a los 9 seg en el
contexto estandar (de ahora en mas, grupo “9ar + 9est’) Se comportan
como los que no fueron expuestos a este contexto alternativo (grupo
“Oar + 9est’) (Fig. 2.6). Para controlar esta posibilidad realizamos el
siguiente experimento. Se repitid el protocolo comportamental del grupo
“Oar + 9est”, corriéndolo simultdneamente con otro grupo que siguid
idéntico protocolo excepto que entre el contexto alternativo y el ensayo
de evaluacion se presentd el contexto estandar durante 45 seg en lugar
de sdlo 9 segq, i.e., 36 seg adicionales (grupo “9a.r + 45est”) (Fig. 2.7A).
De este modo, en este grupo la re-exposicion larga recibié una
interrupcién en el contexto alternativo igual de breve (9 seg) pero la
sesion de evaluacion fue demorada otros 36 seg, de modo que el
ensayo de evaluacion se presentd con la misma demora que en el grupo
“45ar + 9est’ del experimento anterior. De acuerdo a la prediccion, si
un periodo de 9 seg en el contexto alternativo es insuficiente para
percibir un cambio en el contexto, todos los animales en este
experimento deberian mostrar retenciéon de la vieja memoria. Si, en
cambio, los 9 seg sefalizan eficientemente el fin de la larga re-

exposicion pero son insuficientes para que la memoria de extincidn se
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forme y se exprese, entonces los animales cuya evaluacion es
demorada por otros 36 seg en el contexto estandar deberian mostrar
extincion de la memoria, ya que el tiempo transcurrido hasta la
presentacién del ensayo de evaluacién (54 seg) fue igual que en el
grupo “45xt1 + 9est” de la Fig. 2.6. Al evaluar a los animales, los
resultados mostraron, una vez mas, retencién CS-US para el grupo “9a.r
+ Ogst” pero no para el grupo “Oar + 45est” (Fig. 2.7B). Estos
resultados son consistentes con una extincidon de la memoria sélo en el
grupo “9ar + 45gst’, demostrando entonces que 9 seg en el contexto
alternativo bastan para que los cangrejos perciban el cambio en el
contexto, y que el tiempo extra es necesario para formar y expresar la

memoria de extincion.
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A continuacidn, abordamos el objetivo de disecar
farmacoldgicamente las fases de adquisicidn y consolidaciéon de la
memoria de extincion. Para ello, estudiamos la susceptibilidad de la
memoria de extincidn a inyecciones de CHX o de MK-801 administradas
a distintos tiempos respecto de la re-exposicién de 2 h, y evaluamos
esta memoria a corto término (10 min) o a largo término (24 h). Para
estudiar el efecto del MK-801 utilizamos una dosis de 103 M, que
resulta efectiva para disrumpir la consolidacion y la reconsolidacion de
la memoria contexto-sefial, sin afectar su evocacion (Pedreira et al.
2002; Troncoso & Maldonado 2002).

En primer lugar, estudiamos el requerimiento de sintesis de
proteinas en la extincion de la memoria contexto-sefal. Para esto, en la
siguiente serie de experimentos en el Dia 1 entrenamos distintos grupos
de cangrejos, en el Dia 2 los inyectamos con SAL 6 15 uygde CHXy 1 h
después los re-expusimos al contexto estandar durante 2 h. En los
distintos experimentos, la evaluacion fue realizada ya sea
inmediatamente antes del fin de la re-exposicion (Fig. 2.8A), o tras 5
min en el contexto alternativo y otros 5 min en el contexto estandar
(Fig. 2.9A), o a las 24 h, en el Dia 3 (Fig. 2.10A).

De acuerdo a los antecedentes (Fig. 1.5; Pedreira & Maldonado
2003) esperamos que en los animales inyectados con CHX la evaluacion
de largo término (Dia 3) muestre una amnesia de la memoria de
extincion, es decir, retencion de la vieja memoria, mientras que el
resultado de la evaluacion a corto término (10 min) dependera de si la
adquisicién de la memoria de extincidn requiere o no de la sintesis
proteica, en cuyo caso esperamos observar retencién CS-US o
extincion, respectivamente. Por ultimo, de acuerdo a las conclusiones
del capitulo anterior, dado que durante la re-exposicién la vieja
memoria aun no resulta labilizada y que la extincion aun no es inducida,
esperamos que la expresion de la vieja memoria CS-US evaluada antes

del fin de la re-exposicién no resulte afectada por la CHX.
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Figura 2.8: La expresion de la memoria CS-US antes del fin de la
re-exposicion de 2 h no requiere de la sintesis proteica. (A)
Protocolo experimental. Dia 1: entrenamiento. Dia 2: inyeccidon de SAL o
CHX y 1 h después re-exposicién al contexto del entrenamiento durante
2h con refuerzo al final (evaluacion). (B) Respuesta de escape al ensayo
de evaluacidon (media £ SEM) en el Dia 2, normalizada respecto de la
respuesta media del grupo SAL-CT. ANOVA: F(3,116) = 3.31, P < 0.02.
SAL, CT>EN: P < 0.03. CHX, CT>EN: P < 0.03. Abreviaturas y simbolos
como en la Fig. 2.4.

Efectivamente, al evaluar la memoria en el Dia 2 antes del fin de la re-
exposicion todos los cangrejos mostraron retencién CS-US (Fig. 2.8B).
Por su parte, al interrumpir la re-exposicion presentando el contexto
alternativo durante 5 min, en la sesion de evaluacién se observé que

todos los cangrejos mostraron ya una memoria extinguida (Fig. 2.9B).
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Figura 2.9: La adquisicion y expresion de la memoria de
extincion 10 min después del fin de la re-exposicion de 2 h no
requiere de la sintesis proteica. (A) Protocolo experimental. Dia 1:
entrenamiento. Dia 2: inyeccion de SAL o CHX y 1 h después re-
exposicion al contexto del entrenamiento durante 2h sin refuerzo.
Evaluacion tras 5 min en el contexto alternativo. (B) Respuesta de
escape al ensayo de evaluacion (media £ SEM) en el Dia 2, normalizada
respecto de la respuesta media del grupo SAL-CT. ANOVA: F(3,153) =
0.5, P = 0.68. SAL, CT~EN: P = 0.7. CHX, CT~EN: P = 0.44.
Abreviaturas y simbolos como en la Fig. 2.4.

Este resultado, por un lado confirma los hallazgos anteriores, mostrando
gue la extincién de la memoria ya ocurrié pocos minutos después del fin
de la re-exposicion (grupo SAL), y por otro lado, pone en evidencia que
la adquisiciéon de esta memoria de extincién no depende de la sintesis
proteica (grupo CHX). A su vez, el resultado de la evaluacién previa al
fin de la re-exposicién mostrando retencién CS-US (Fig. 2.8) permite

descartar la posibilidad de que este resultado a corto término se deba
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en realidad a una amnesia de la memoria CS-US causada por la CHX en
lugar de a una extincién. Por ultimo, en el caso en que la memoria se
evalud a las 24 h (Dia 3), de acuerdo a lo esperado, se evidencid un
efecto de la CHX. Los animales que recibieron SAL mostraron una
memoria de extincién intacta, mientras que aquellos que recibieron CHX
mostraron retencién de la vieja memoria, es decir, un efecto amnésico
de la CHX sobre la memoria de extincion compatible con una
interferencia en la consolidacion de esta memoria (Fig. 2.10B). De este
modo, esta serie de resultados nos permite concluir que la adquisicidon
de la memoria de extincién en el cangrejo, asi como la expresidn a corto
término de esta memoria, a pesar de requerir una larga experiencia

comportamental no depende de la sintesis de proteinas.
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Figura 2.10: La extincion de largo término requiere de la
sintesis proteica. (A) Protocolo experimental. Dia 1: entrenamiento.
Dia 2: inyeccidn de SAL o CHX y 1 h después re-exposicion al contexto
del entrenamiento durante 2h sin refuerzo. Dia 3: evaluacién. (B)
Respuesta de escape al ensayo de evaluacién (media £ SEM) en el Dia
3, normalizada respecto de la respuesta media del grupo SAL-CT.
ANOVA: F(3,152) = 3.40, P < 0.02. SAL, CT~EN: P = 0.51. CHX,
CT>EN: P < 0.003. Abreviaturas y simbolos como en la Fig. 2.4.
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En segundo lugar, estudiamos el requerimiento de la actividad de
receptores NMDA, para la adquisicion de esta memoria de extincion y su
expresion a corto término. Con este fin, realizamos una estrategia
farmacoldgica similar a la de la serie anterior de experimentos. Como ya
mencionamos, si bien los experimentos en los que la memoria fue
evaluada a largo término fueron presentados anteriormente (L. Pérez-
Cuesta, Seminario de licenciatura, FCEN-UBA), los incluimos en esta
tesis con el fin de ofrecer el panorama completo de resultados

experimentales.

En esta serie de experimentos, los cangrejos fueron entrenados
en el Dia 1 y en el Dia 2 fueron re-expuestos durante 2 h al contexto del
entrenamiento. En los distintos experimentos, los animales fueron
inyectados con SAL o 10> M (~17 upg/cangrejo) de MK-801 (MK) 1 h
antes de la re-exposicion y fueron evaluados ya sea a corto término (10
min tras el fin de la re-exposicién) (Fig. 2.11 A) o a largo término (24 h
tras el fin de la re-exposicién) (Fig. 2.12A). O bien, recibieron las
inyecciones de SAL o MK-801 a los 0 min, 30 min, 6 1 h después del fin
de la re-exposicién y luego la evaluacion tuvo lugar 24 h después (Dia
3) (Fig. 2.13A). Los resultados de la evaluacién de corto término (Dia
2) muestran que los animales previamente inyectados con SAL
extinguieron la vieja memoria, de acuerdo a lo esperado, mientras que
los animales que recibieron MK-801 mostraron un impedimento en la
extincion, evidenciandose retencién CS-US (Fig. 2.11B). Esta amnesia
de corto término estaria indicando que el MK-801 impidié la adquisicion
de la memoria de extincion. Podria argumentarse que la adquisicion de
esta memoria tuvo lugar, pero que el efecto amnésico observado esta
dado por un efecto del MK-801 sobre la evocacién de esta memoria. Sin
embargo, esta interpretacion pierde sustento dado que el mismo
resultado muestra que la droga no impide la evocaciéon de la memoria
CS-US. Asimismo, esto es consistente con resultados de trabajos
previos en los que se muestra que esta dosis de MK-801 no tiene

efectos sobre la evocacion de la memoria contexto-sefal
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Figura 2.11: La adquisicion y/o expresion de la memoria de
extincion 10 min después del fin de la re-exposicion de 2 h
requiere de receptores NMDA,. (A) Protocolo experimental. Dia 1:
entrenamiento. Dia 2: inyecciéon de SAL o MK y 1 h después re-
exposicién al contexto del entrenamiento durante 2h sin refuerzo.
Evaluacion tras 5 min en el contexto alternativo. (B) Respuesta de
escape al ensayo de evaluacion (media £ SEM) en el Dia 2 normalizada
respecto de la respuesta media del grupo SAL-CT. ANOVA: F(3,148) =
2.74, P < 0.04. SAL, CT~EN: P = 0.16. MK, CT>EN: P < 0.01.
Abreviaturas y simbolos como en la Fig. 2.4.

(Troncoso & Maldonado 2002). Aun asi, podria argumentarse que se
trata de dos memorias distintas (memoria CS-US vs memoria de
extincidn), y de edades distintas (largo término vs corto término), por lo
gue el MK-801 podria afectar su evocacién de modo diferencial. Sin
embargo, consistentemente con este Ultimo resultado y con la
interpretacidon propuesta, los cangrejos que siguieron idéntico protocolo

pero fueron evaluados en el Dia 3 (ya en ausencia de MK-801),
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Figura 2.12: El MK-801 impide la extincion de largo término
cuando es administrado antes de la re-exposicion de 2 h. (A)
Protocolo experimental. Dia 1: entrenamiento. Dia 2: inyeccidon de SAL o
MK y 1 h después re-exposicion al contexto del entrenamiento durante
2h sin refuerzo. Dia 3: evaluacion. (B) Respuesta de escape al ensayo
de evaluacién (media £ SEM) en el Dia 3 normalizada respecto de la
respuesta media de cada grupo SAL-CT. ANOVA: F(3,116) = 6.58, P <
0.0004. SAL, CT~EN: P = 0.31. MK, CT>EN: P < 0.001. Abreviaturas y
simbolos como en la Fig. 2.4.

volvieron a mostrar retencién CS-US, es decir, mostraron que 24 h
después la extincidn sigue impedida (Fig. 2.12B). Esto no seria posible si
el impedimento de la extincidn observado en el primer experimento
estuviera debido exclusivamente a un efecto de la droga sobre la
evocacion. Por lo tanto, este segundo resultado apoya la conclusién de
gue los receptores NMDA, son requeridos para la adquisicién de la
memoria de extincién. También, aunque con menor parsimonia, podria

sostenerse que en el primer experimento el MK-801 impidid la evocacion
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Figura 2.13: El MK-801 no impide la extincion de largo término
cuando es administrado después de la re-exposiciéon de 2 h. (A)
Protocolo experimental. Dia 1: entrenamiento. Dia 2: re-exposicion al
contexto del entrenamiento durante 2h sin refuerzo, y 0, 30 6 60 min
después, inyeccion de SAL o MK. Dia 3: evaluacion. (B) Respuesta de
escape al ensayo de evaluacion (media £ SEM) en el Dia 3, normalizada
respecto de la respuesta media de cada grupo SAL-CT. Omin: ANOVA:
F(3,116) = 0.47, P = 0.7. SAL, CT~EN: P = 0.66. MK, CT~EN: P =
0.37. 30min: ANOVA F(3,155) = 0.77, P = 0.51. SAL, CT~EN: P = 0.77.
MK, CT~EN: P = 0.35. 60min: ANOVA F(3,152) = 0.59, P = 0.62. SAL,
CT~EN: P = 0.54. MK, CT~EN: P = 0.32. Abreviaturas y simbolos como
en la Fig. 2.4.

de la memoria de extincion de corto término, y que en el segundo
experimento el MK-801 logré el efecto amnésico actuando (ademas)
sobre la consolidacion de esta memoria, con lo que se restaria apoyo la
conclusion de un impedimento de la adquisicion. Sin embargo, los
experimentos presentados a continuacion le quitan sustento a esta

interpretacion alternativa de una accién sobre la consolidacién, ya que
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cuando los cangrejos recibieron las inyecciones 0, 30 6 60 min después
del entrenamiento de extincidn, al dia siguiente en ningln caso se
evidencio un efecto del MK-801. Es decir que tanto los animales
inyectados con SAL como con MK-801 mostraron una extincion de largo
término (Fig. 2.13B). Por lo tanto, como anticipamos mas arriba, dado lo
temprano de las inyecciones tras la adquisiciéon de esta memoria, estos
resultados sugieren que el bloqueo de los receptores NMDA, no impediria
la consolidacién de la memoria de extincidn. En resumen, los resultados
de esta ultima serie de experimentos apoyan la hipdtesis de que
solamente la adquisicién de la memoria de extincién en el cangrejo

requiere de la actividad de receptores NMDA,.

En conjunto, los resultados de estas dos series de experimentos
permiten concluir que la adquisicion de la memoria de extincion
requiere de la actividad de receptores NMDA, pero no de la sintesis
proteica, y contrariamente, la consolidacion de esta memoria requiere

de la sintesis proteica pero no de la actividad de receptores NMDA,.

1.3 - Discusion

La adquisicion de la memoria de extincion

Los resultados obtenidos en esta seccién nos han llevado a la
siguiente serie de conclusiones.

En concordancia con trabajos previos (Pedreira & Maldonado
2003) y con los resultados del capitulo anterior (Figs. 1.5, 1.7), una re-
exposicion no reforzada al contexto del entrenamiento produce la
extincion de la vieja memoria CS-US si su duracidon es mayor a una
hora. Esta extincidn puede observarse tanto a largo término (24 h),
como a corto término cierto tiempo después de finalizada la re-
exposicion. Sin embargo, al evaluar la memoria durante esta re-

exposicion la memoria CS-US se expresa invariablemente. Es decir que
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en ningun caso se observa una extincion de la vieja memoria durante el
entrenamiento de extincion, independientemente de su duracion.

Una vez terminado el entrenamiento de extincidon, basta un
intervalo de tiempo de menos de un minuto para encontrar que la vieja
memoria ya estd extinguida. Este hecho sugiere que la adquisicién de
esta nueva memoria, a pesar de requerir de una experiencia
comportamental extensa, no ocurre de modo sincrénico con esta
experiencia, sino que tiene lugar durante un periodo de tiempo acotado,
de unos pocos segundos, tras el fin de la re-exposicidon. Es necesario sin
embargo considerar algunas reservas acerca de esta conclusién. Esta es
sostenida por los hechos de que la memoria de extincidon no se expresa
nunca durante la re-exposicion, aunque dure 6 h, y una vez finalizada
sblo le toma <1 min expresarse. No obstante, si bien la expresién de
una memoria constituye una evidencia de que esta memoria fue
adquirida, por el contrario, su no expresidon no es prueba de que la
adquisicién no tuvo lugar. Podria argumentarse entonces que la
memoria de extincion es adquirida durante la larga re-exposicion al
contexto, sdlo que no se expresa hasta que esta experiencia finaliza. Un
abordaje experimental para distinguir entre estas dos posibilidades
consistiria en administrar a los cangrejos MK-801 poco antes del fin de
la re-exposicidon y luego evaluar su efecto sobre la extincion de corto
término. De este modo, dado que el MK-801 actuaria selectivamente
sobre la adquisicion de la extincion, si esta memoria ya fue adquirida
durante la re-exposicién los cangrejos la expresarian tras la salida del
contexto; caso contrario, si la memoria de extinciéon es adquirida tras la
salida del contexto este proceso seria bloqueado por la accién de la
droga. Desgraciadamente, la administracion del MK-801 mediante una
inyeccion requiere, precisamente, retirar previamente a los animales del
contexto. Por lo tanto, para abordar este problema seria necesario
poner a punto una nueva técnica de administracion de la droga, por
ejemplo mediante la implantacidon de canulas, lo que parece dificilmente

realizable dado el elevado niumero de animales por experimento.
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Esta interpretacion alternativa de una adquisicidon sin expresion
mientras los animales permanecen en el contexto, sin embargo, aunque
no puede ser descartada es menos parsimoniosa dado que supone que
los animales estan adquiriendo -y consolidando- una memoria que no
se observa y eventualmente nunca llegarian a expresar. Esto ha sido
mostrado en periodos de tiempo tan largos como 6 h (Fig. 1.7; 2.2), 12
h (Tomsic et al. 1998) y 24 h (Lozada et al. 1990). En principio, resulta
dificil inclinarse por alguna de las dos hipotesis, ya que si bien de
acuerdo al los resultados la primera interpretacion es mas parsimoniosa,
existen casos demostrables, en este mismo paradigma, en los que una
experiencia comportamental es capaz de generar una memoria que se
consolida a largo término sin nunca expresarse, como es el caso de un
entrenamiento débil (Frenkel et al. 2005). No obstante, en el caso de un
entrenamiento débil, éste si genera una memoria que se expresa en el
corto término, mientras que en el presente caso nunca se observa una
extincidon de corto término antes de la salida del contexto. Por lo tanto,
basandonos en que este fendmeno nunca fue observado durante la re-
exposicion, y por parsimonia, nos inclinamos por la interpretacion de
una adquisicidn después de la salida del contexto, manteniendo de
todos modos las reservas que mencionamos.

Por ultimo, cabe sefialar que incluso en el caso en que la
memoria de extincién sea adquirida tras la salida del contexto seria
dificil sostener que durante la re-exposicion el individuo no esta
adquiriendo informacién de ningun tipo. Volveremos sobre este punto

un poco mas adelante.

El rol del refuerzo

En el capitulo anterior observamos un rol diferencial del refuerzo
ya que, al ser presentado antes del fin de la re-exposicion al contexto
previene la subsiguiente extincién de la memoria, mientras que si es
presentado después ya no tiene ningun efecto observable sobre la

extincion ya adquirida. Habiamos arribado a esta conclusidn basandonos
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en los resultados obtenidos en una evaluacién a largo término, a las 24
h, que en el primer caso (refuerzo antes) encontraba retencién de la
vieja memoria (Fig. 1.6, SAL y 1.7, CONT), y en el segundo caso
(refuerzo después), encontraba extincion (Fig. 1.7, INT). En este
sentido, los resultados presentados en este capitulo suman una nueva
evidencia que apoya estas conclusiones al mostrar que como
consecuencia de la inclusidn del refuerzo durante la re-exposicion
tampoco se observa una extincion a corto término, al evaluar la
memoria sélo 10 min después del fin de la re-exposicion (FIG. 2.3,
REF). De modo importante, esto permite descartar que una larga re-
exposicion reforzada al final, sin generar una extincién de largo término,
produzca una extincion que sélo se observe a corto término. En otras
palabras, el hecho de que la inclusién del refuerzo antes del fin de la re-
exposicidon impida observar una extincién de la memoria, tanto a largo
término como sélo 10 min después, apoya la hipdtesis de que este
refuerzo previene la extincidon de la memoria, tal como previene la

labilizacion cuando es presentado antes del fin de la re-exposicién corta.

En el marco de la dicotomia planteada mas arriba, esta ultima
conclusion acerca del papel del refuerzo vuelve aun menos parsimoniosa
a la interpretacion de una adquisicion de la extincién durante la re-
exposicion, ya que de ser asi no soOlo se estaria adquiriendo una
memoria que nunca se expresaria de permanecer indefinidamente en el
contexto sino que tampoco se expresaria de ocurrir un refuerzo.
Nuevamente, sin descartar que durante la re-exposicion haya cierta
informacidon que se esté adquiriendo, cabria preguntarse mas bien si
esta adquisicidon constituye efectivamente la adquisicion de la memoria
de extincidn, o en todo caso se trata de adquisicidon de informacion que
eventualmente serd necesaria para la adquisicion de la memoria de
extincion, tras el fin de la re-exposiciéon. Considerando a la extincién
como una inhibicion de la expresién de la memoria CS-US por
adquisicién de una nueva traza CS-no US, podriamos hipotetizar que la

salida del contexto es el momento donde la informacidn adquirida
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durante la re-exposicion (CS) se asocia a la ausencia del refuerzo (no
us).

Mecanismos de la adquisicidon y la consolidacion de la extincidn

Asimismo, hemos concluido que este proceso de adquisicién de la
nueva memoria de extincidn requiere de la actividad de receptores
NMDA, pero no de la sintesis de proteinas, e inversamente, la
consolidacién de esta nueva traza si requiere de la sintesis de proteinas

pero no de la actividad de receptores NMDA,.

Estos ultimos resultados en relacion a la sintesis de proteinas
estan de acuerdo con la vision general de que la sintesis de
macromoléculas no es requerida para la adquisicidn de las memorias
pero si para la formacion de memorias de largo término. No obstante,
es de interés descartar este requerimiento molecular para la adquisiciéon
de la memoria de extincién en este paradigma comportamental ya que
si bien esta adquisicidon apareceria como un proceso rapido y acotado en
el tiempo, depende de la ocurrencia previa de una experiencia
comportamental extensa, del orden de las horas, mas compatible con
procesos de cinética lenta como la sintesis de proteinas. Entonces,
hubiera sido posible que esta experiencia indujera una sintesis proteica
necesaria para la posterior adquisicion de la memoria de extincion. Por
otro lado, existen antecedentes en la literatura que muestran que la
extincion a corto término (20 min) es impedida por la inhibicién de la
sintesis de proteinas pero no de la transcripcidon, sugiriendo el
requerimiento de sintesis de proteinas a partir de mRNA preexistente,

para la adquisicion de la memoria de extincion (Lin et al. 2003c).

Respecto del requerimiento de receptores NMDA,, los resultados
presentados estan de acuerdo con algunos trabajos y en desacuerdo
con otros. En principio, si bien no hay antecedentes acerca del rol de los

receptores NMDA en la extincion de la memoria en invertebrados,
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numerosos trabajos muestran que los receptores NMDA son necesarios
para la extincion de la memoria en diversos paradigmas en roedores
(e.g. Falls et al. 1992; Cox & Westbrook 1994; Baker & Azorlosa 1996;
Szapiro et al. 2003; Lee et al. 2006; Liu et al. 2009). Sin embargo,
pocos trabajos distinguen si este rol tiene lugar durante la adquisicién
de la memoria de extincidon o durante su consolidacién. Y entre estos,
los resultados son variados. A su vez, resulta dificili hacer
comparaciones entre estos trabajos dadas las grandes diferencias entre
drogas, vias de administracion y paradigmas comportamentales
utilizados.

Por ejemplo, Santini et al. (2001) encuentran que en un
paradigma de condicionamiento clasico de tono-shock en ratas el
antagonista competitivo CPP administrado sistémicamente previo a un
entrenamiento de extincidon de 15 ensayos (90 min) no impide la
extincion intra-sesién (adquisicion) pero si impide la retencion a largo
término de esta extincion, sugiriendo un rol de los receptores NMDA en
la consolidacién de esta memoria. Suzuki et al. (2004), utilizando en
ratones la misma droga, misma via de administracion y misma o mayor
dosis, pero en un condicionamiento contextual aversivo, encuentran
efectos similares sobre la consolidacién de la extincién. Por su parte, Lin
et al. (2003c) muestran que en el paradigma de potenciacién del
sobresalto por miedo (fear-potentiated startle) con una asociacion luz-
shock en ratas, el antagonista competitivo APV infundido en la amigdala
impide la memoria de extincién evaluada apenas 20 minutos después de
un entrenamiento de extincidn de 30 ensayos (50 min), resultado
consistente con un bloqueo de la adquisicién de esta memoria. En dos
trabajos mas recientes Sotres-Bayon et al. (2007; 2009) determinan un
rol diferencial de la amigdala lateral (AL) y la corteza prefrontal
ventromedial (CPFvm), mostrando mediante la administracién de
ifenprodil, un antagonista selectivo de los receptores NMDA que
contienen la subunidad NR2B, que estos receptores son requeridos en la
AL sélo para la adquisicion de la extincién y en la CPFvm sélo para la

consolidacion de la extincion.
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Esta gran variedad de resultados podria sugerir que el rol de los
receptores NMDA, en la adquisicidon o en la consolidaciéon de la memoria
de extincidn, podria variar dependiendo de los circuitos involucrados en
la extincidon en una tarea particular. Esto es consistente con la vision de
gue no parece haber un mecanismo Unico para la extincion de la
memoria, comun a todos los paradigmas (Myers & Davis 2002; Myers et
al. 2006).

2 — Dinamica de la labilizacion de la memoria

2.1 - Introduccion

Dado el notable paralelismo evidenciado anteriormente entre los
procesos de extincibn y reconsolidacion de la memoria, Yy
particularmente a la luz de los ultimos resultados sobre la rapida
cinética de la adquisicion de la extincién nos preguntamos si, del mismo
modo que tras el fin de una re-exposicién larga es posible evaluar la
memoria a tiempos cortos para determinar la cinética de la adquisicion
de la extincion, seria posible por algin medio evidenciar la cinética del
proceso de labilizacion de la memoria, tras una re-exposicién corta.
Frente a esta pregunta, se plantea la dificultad de como determinar la
ocurrencia de un proceso como la labilizacién de la memoria, que no se
manifiesta comportamentalmente y del que no se poseen marcadores
en el cangrejo. Se conocen drogas como los compuestos B-lactamicos o
el MG132, inhibidores del proteasoma, que bloquean el proceso de
labilizacion inducido por un recordatorio, tanto en roedores (Lee 2008;
Lee et al. 2008) como en cangrejos (M. S. Fustinana & A. Romano,
comunicacién personal), con lo que la memoria permanece consolidada
e insensible a agentes amnésicos. Sin embargo, una de las principales
limitaciones de cualquier abordaje puramente farmacologico para

determinar la cinética de un proceso es su baja resolucion temporal. La
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administracion de una droga en un momento dado no permite
determinar en qué momento, dentro de su ventana de accién del orden
de las horas, la droga esta ejerciendo su efecto inhibitorio o activador.
Por lo tanto, con un abordaje comportamental en mente, seguimos el
siguiente razonamiento. En el primer -capitulo determinamos vy
discutimos la importancia del refuerzo y su valor diferencial respecto de
si es presentado antes o después del fin de una re-exposicion.
Presentado antes pero no después del fin de una re-exposicion larga, el
refuerzo impide la induccion de la extincién de la memoria (Figs. 1.6 y
1.7), y presentado antes pero no después del fin de una re-exposicion
corta, el refuerzo impide la induccidn de la labilizacidon y subsiguiente
reconsolidacion de la memoria (Figs. 1.2, 1.3 y 1.4). En otras palabras,
un unico refuerzo tiene la capacidad de prevenir pero ya no de revertir
la ocurrencia del proceso mnésico, sea extincion o labilizacién y
reconsolidacién. De este modo, razonamos, el efecto que tiene la
presentacién del refuerzo podria ser una caracteristica diagndstica del
estado en el que se encuentra la memoria. Esta hipodtesis, llevada al
terreno de la reconsolidacion de la memoria, propondria que si la
presentacién de un refuerzo en un momento dado tras la re-exposicion
corta tiene la capacidad de impedir la labilizacién de la memoria, esto se
deberia a que esa labilizaciéon todavia no tuvo lugar. Por el contrario, si
a pesar de la presentacion del refuerzo la memoria resulta de todos
modos labilizada, esto se debe a que el refuerzo no pudo impedir el
proceso de labilizacion, sugiriendo que éste ya tuvo lugar o al menos ya
fue irreversiblemente iniciado al momento de la presentacion del
refuerzo. Ejemplos de estas dos situaciones candnicas son el efecto del
refuerzo presentado antes del fin de la re-exposicién corta, donde
previene la labilizacién (Figs. 1.2 y 1.3), y la falta de efecto del refuerzo
al ser presentado 4 h después del fin de la re-exposicién (Fig. 1.4). Es
de esperar que, presentando el refuerzo tras periodos mas cortos que 4
h post re-exposicidén, sea posible reducir el intervalo de tiempo en cuyos

extremos se sigan encontrando estos dos casos opuestos, de modo de

115



acotar el intervalo en el que la memoria estaria sufriendo el proceso de
labilizacion.

Este abordaje, desde luego, tiene sus propias limitaciones ya que
no es posible equiparar de forma irrestricta la pérdida de efecto del
refuerzo sobre la labilizacion de la memoria con la ocurrencia misma del
proceso de labilizacién. Por lo tanto, discutiremos las implicancias de los

resultados obtenidos teniendo en cuenta estas reservas.

2.2 - Resultados

La siguiente serie de experimentos tuvo como objetivo
determinar en qué momento tras la re-exposicién corta al contexto del
entrenamiento la presentacion del refuerzo pierde su capacidad de
impedir que la labilizacién de la memoria ocurra. Para esto, buscamos
reducir el intervalo de tiempo en el que se observd que el refuerzo
pierde este efecto, 4 h después de la re-exposicion (Fig. 1.4). El
abordaje para lograr esto consistié en intercalar entre re-exposicion y
refuerzo un periodo de tiempo de duracidn variable de exposicién al
contexto alternativo. Seguidamente, antes de la presentacion del
refuerzo, se presentd el contexto estandar durante 9 seg, periodo de
tiempo que ya ha mostrado ser suficiente para que los animales
evoquen la vieja memoria (Figs. 2.6 y 2.7). De este modo, el refuerzo
es presentado en el contexto del entrenamiento a distintos tiempos tras
la re-exposicion corta, pudiendo o no prevenir la labilizacion de la
memoria. Para poner a prueba si la memoria resulta labilizada en cada
caso, los animales deben ser inyectados con CHX y evaluados a largo
término. Por lo tanto, en la siguiente serie de experimentos, en el Dia 1
entrenamos distintos grupos de cangrejos y en el Dia 2 inyectamos a
todos los animales con CHX y 1 h después los re-expusimos al contexto
estandar durante 5 min. En los distintos experimentos, a continuacién
les presentamos el contexto alternativo durante 9 seg, 6 5 min, u

omitimos el contexto alternativo (0 seg), y seguidamente,
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reestablecimos el contexto estandar y 9 seg después les presentamos el
refuerzo. Finalmente, todos los animales fueron evaluados 24 h después
(Dia 3) (Fig. 2.14A). De acuerdo a la hipétesis, podemos predecir que
en aquellos casos en que la memoria resulte labilizada a pesar de la
presentacién del refuerzo, la CHX deberia impedir la reconsolidacion y
por lo tanto deberiamos encontrar una amnesia en la evaluacion del Dia
3. En primer lugar, en los resultados del Dia 2 podemos observar que el
refuerzo presentado, en su papel de evaluador, mostré en todos los
casos retencion de la memoria CS-US, no evidenciandose un efecto de
la CHX a corto término (Fig. 2.14B, izquierda). Esto es consistente con
otros trabajos de la literatura (e.g. Nader et al. 2000a), y con
antecedentes de nuestro laboratorio (Merlo et al. 2005) en los que se
observa que el efecto de los agentes amnésicos sobre el proceso de
reconsolidacion no se evidencia durante las horas siguientes a la
presentacién del recordatorio. En segundo lugar, en los resultados de la
evaluacion del Dia 3, podemos observar por un lado y de acuerdo a lo
esperado, que los cangrejos cuya re-exposicion no fue interrumpida
antes de presentar el refuerzo (grupo “O seg”) también mostraron
retencion de la memoria CS-US, a pesar de la inyeccion de CHX,
indicando que la vieja memoria no resultd labilizada en el Dia 2 (Fig.
2.14B, derecha). Esto es consistente con los antecedentes del Capitulo
I (Figs. 1.2 y 1.3), en los que se determind que la presentacion del
refuerzo antes del fin de una re-exposicidon corta previene la labilizacién
de la memoria. Por otro lado, sorprendentemente, los dos grupos cuya
re-exposicién fue brevemente interrumpida (9 seg” y “5 min”)
mostraron amnesia en el Dia 3 evidenciando que la memoria resulté
labilizada en ambos casos, independientemente de la duracion de la
interrupciéon (Fig. 2.14B, derecha). De acuerdo a la hipétesis planteada,
estos resultados implican que incluso 18 seg (9 seg en el contexto
alternativo + 9 seg en el contexto estandar previo al refuerzo) son
suficientes para que el refuerzo ya no pueda prevenir el proceso de

labilizacion de la memoria.
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Figura 2.14: El refuerzo previene la labilizacion de la memoria
consolidada cuando es presentado antes pero no 9 seg o 5 min
después del fin de la re-exposicion de 5 min. (A) Protocolo
experimental. Dia 1: entrenamiento. Dia 2: inyeccion de CHX, y 1 h
después re-exposicion al contexto del entrenamiento sin refuerzo
durante 5 min sin refuerzo, y tras 0, 9 6 300 seg en el contexto
alternativo los animales volvieron al contexto estandar por 9 seg y
recibieron un refuerzo. Dia 3: evaluacién. (B) Respuesta de escape al
ensayo de evaluacion (media £ SEM) en el Dia 2 y en el Dia 3,
normalizada respecto de la respuesta media de cada grupo CT. Dia 2:
Oseg: P< 0.05; 9seg: P < 0.05; 300seg: P < 0.05; Dia 3: Oseg: P <
0.01; 9seg: P = 0.877; 300seg: P = 0.382; Abreviaturas y simbolos
como en la Fig. 2.4.

Como observamos antes, al no haber un correlato
comportamental de la labilizacién no es posible descartar la posibilidad

de que la memoria, sin encontrarse aun labil, se encuentre si en un
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“punto de no retorno” en el que el refuerzo ya no sea efectivo para
prevenir su inminente labilizacion. De este modo, podemos concluir
entonces que apenas 18 seg después del fin de la re-exposicidon un

proceso irreversible de labilizacidon de la memoria ya se ha disparado.

2.3 - Discusion

La induccidon de la labilizacién de la memoria

La conclusidn central que emerge de estos resultados es que
apenas 18 seg después del fin de la re-exposicion al contexto del
aprendizaje el refuerzo pierde su capacidad de prevenir la labilizacién de
la vieja memoria. Si bien, como ya discutimos, no es posible inferir
directamente que en este momento la memoria CS-US ya se encuentra
en un estado 1abil, estos resultados revelan un interesante fenomeno al
poner en evidencia que apenas 18 seg después del fin de la re-
exposicion el proceso de labilizacion de la memoria ya se habria
disparado.

Frente a este argumento es necesario volver sobre la definicion de la
labilizacion de la memoria para discutir las implicancias de estos
resultados. Lo que estrictamente podemos afirmar, de acuerdo a como
hemos definido este fendmeno, es que pocos segundos después de la
salida del contexto la labilizacién ya ha sido inducida, es decir se han
dado las condiciones necesarias y suficientes para que se genere un
requerimiento de sintesis de proteinas para que esta memoria pueda
persistir a largo término, y que este proceso ya no puede ser impedido
por la presentacion de un refuerzo como lo era hasta hace pocos
segundos.

Por supuesto, esto no revela mucho acerca del proceso mismo de
labilizacion ni de la cinética con la que este proceso lleva a la vieja
memoria a un estado labil, y de hecho, cualquier estudio de Ia
labilizacion de la memoria que se base en una interferencia con el

proceso de reconsolidacion se encontrarda con esta misma limitacion,
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dado que la labilizacién (explicada en términos de reconsolidacién) no
es sino la generacién de un requerimiento a futuro.

Sin embargo, el hecho de que se evidencie este punto de no
retorno tan temprano (18 seg) pone nuevamente en relieve el rol
central del fin de la re-exposicion discutido anteriormente. Por otra
parte, este hallazgo traza nuevamente un paralelo con el proceso de
extincion de esta memoria, en el que se evidencid que la adquisicién de
la memoria de extincién ocurre rapidamente, a los pocos segundos del
fin de la re-exposicién larga. Y también del mismo modo que ocurre en
la extincion, cuando el refuerzo es presentado tras el fin de una re-
exposicion corta ya no es capaz de prevenir o revertir el proceso de
labilizacion de la memoria. Esto habia sido observado en el Capitulo I,
presentando el refuerzo a las 4 h de la re-exposicién (Fig. 1.4), y aqui

es confirmado a tiempos mucho menores.

Estos hallazgos van en una misma linea con la hipotesis del
switch, que propone que tras el fin de la re-exposicion (no reforzada)
este mecanismo opera dirigiendo la memoria hacia su labilizacion vy
reconsolidacion o hacia su extincién. De acuerdo a los resultados
obtenidos en ambas secciones de este capitulo y a la interpretacién
formulada, este mecanismo de switch estaria ocurriendo a los pocos

segundos de finalizada la re-exposicion.
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CAPITULO III

Reconsolidacion y extincion de la memoria:

émutua exclusion o coexistencia?



1 - Introduccion

Uno de los hallazgos mas importantes de nuestro laboratorio en
el estudio de la reconsolidacién y la extincion de la memoria contexto-
sefial, es el de la existencia de un vinculo entre estos dos procesos
mnésicos. La evidencia de este vinculo emerge del hallazgo de que una
re-exposiciéon al contexto del entrenamiento tiene la capacidad de
inducir de forma mutuamente excluyente uno u otro proceso,
dependiendo de una caracteristica paramétrica: su duracidon (Pedreira &
Maldonado 2003). Por otra parte, en los capitulos anteriores del
presente trabajo estos hallazgos fueron extendidos a nuevas
condiciones para la induccién de estos procesos: la ausencia del
refuerzo y el fin de la re-exposicion. Alli, hemos mostrado que durante
el tiempo de re-exposicién, independientemente de su duracion,
ninguno de los dos procesos resulta inducido. Por el contrario, desde la
entrada de los animales al contexto y durante todo el transcurso de la
re-exposicién, la vieja memoria permanece consolidada e intacta, es
decir que no resulta ni labilizada ni extinguida. Este conjunto de
caracteristicas sostiene y da forma a la hipdtesis originalmente
planteada, que propone la existencia de un mecanismo tipo switch, que
opera en ausencia del refuerzo tras la salida de los animales del
contexto, dirigiendo a la memoria hacia uno u otro destino:
reconsolidacién o extincién. Labilizacién de la vieja traza o formacion de

una nueva traza que compite con la anterior.

Esta mutua exclusién entre reconsolidacidon y extincidn evidencia
por lo tanto un mecanismo que vincula estos dos procesos, y es un
fendmeno que ha sido observado en otros modelos de memoria,
basados en distintos paradigmas comportamentales y en especies
diversas como peces y roedores (Eisenberg et al. 2003; Suzuki et al.
2004; Lee et al. 2006). Sin embargo, distintas hipdtesis han sido
propuestas para dar cuenta de esta mutua exclusién. Debiec et al.

(2002) y Nader (2003) han sugerido que dado que ambos procesos
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requieren mecanismos moleculares similares, como aquellos que sirven
generalmente la consolidacion de las memorias, podria existir una
competencia a nivel de la maquinaria molecular responsable de estos
mecanismos, 0 una competencia por otros recursos moleculares
comunes. Esta hipotesis, por lo tanto, impone restricciones a la co-
ocurrencia de estos dos procesos mnésicos, basandose en una
competencia a nivel molecular.

Por otra parte, Mamiya et al. (2009) han propuesto también una
interaccion entre estos dos procesos, aunque en este caso formulando
la hipdtesis de un mecanismo de inhibicidon. En particular, estos autores
proponen que la evocacion de la vieja memoria dispara ambos procesos,
pero que la persistencia de la re-exposiciéon al contexto induce una
inhibicién del proceso de reconsolidacion.

Ambas hipétesis, la de la restriccion por competencia y la de la
inhibicidon, entran en contradiccidn con nuestros resultados obtenidos en
el cangrejo. Por un lado, de un modo u otro, ambas hipétesis suponen
gue es la evocacion de la vieja memoria el agente inductor de ambos
procesos mnésicos y que, de un modo u otro, es el desarrollo de uno de
estos procesos el que impide el desarrollo del otro. En cambio, nuestros
resultados han mostrado que, por un lado, la mera evocacién no es el
agente de la induccion de ninguno de los dos procesos mnésicos sino
gque esto se da por una conjuncién de condiciones, de la que la
evocacion es parte; y, por otro lado, que esta induccidn no ocurre
durante la re-exposicidon al contexto. La necesidad particular del fin de
la re-exposicién, en concordancia con la hipdtesis del switch, sugiere
gue éste es un momento de integracidon de informacién, cuyo producto
depende de parametros de esta informacién (e.g. duracion de la re-
exposicion, presencia o ausencia del refuerzo). Es importante remarcar
gue el hecho de que reconsolidacidon o extincién sean inducidos después
del fin de la re-exposiciéon implica que esta induccidn ocurre recién una
vez que irreversiblemente se han cumplido las condiciones para uno
solo de los dos procesos, dado que en este momento el parametro clave

(la duracién) ya se encuentra determinado, y por lo tanto la induccién
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del otro proceso ya no seria posible. Asi, de acuerdo a esta hipotesis,
reconsolidacién y extincidon no ocurririan simultadneamente porque soélo
se induce uno de los procesos, y ho porque se inducen ambos procesos
y uno prevalece sobre el otro. En otras palabras, de acuerdo a la
hipétesis del switch, la mutua exclusidon se daria como consecuencia de
la regulacion de la induccion de uno u otro proceso (el switch) en un
momento puntual que es tras la salida del contexto.

Una prediccidn que esta hipotesis genera, es que si el fin de la re-
exposicion desencadena este mecanismo de mutua exclusién, entonces
multiples re-exposiciones podrian suponer multiples instancias de
disparo de uno u otro proceso, de acuerdo a las caracteristicas de cada
re-exposicién. Dado el caso particular de la presentacién de sélo dos re-
exposiciones en serie, cuyas caracteristicas indujeran el disparo de un
proceso primero y el otro después, si el intervalo entre re-exposiciones
fuera suficientemente corto respecto de la cinética de los procesos,
podria darse el caso de que la reconsolidacidon y la extincién de esta
memoria ocurrieran en paralelo. Sin embargo, de acuerdo a las otras
hipotesis planteadas esto no seria posible dado que, ya sea por
competencia o por inhibiciéon, sdlo uno de los dos procesos puede
desarrollarse en un momento dado. Basdndonos en esta prediccidon
diferencial, intentaremos determinar la naturaleza de la relacion entre
reconsolidacién y extincién en el cangrejo, estudiando si una memoria

es capaz de ser reconsolidada y extinguida simultaneamente.

La posibilidad de esta co-ocurrencia de reconsolidacién vy
extincion es de particular interés considerando que en la vida real la
repeticion sucesiva de recordatorios no es un evento improbable, por lo
que este fendmeno podria poner en evidencia un mecanismo general del

procesamiento de las memorias.
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2 - Resultados

La siguiente serie de experimentos tiene por objetivo evaluar si
los procesos de reconsolidacién y extincién de la memoria contexto-
seflal pueden desarrollarse en paralelo o si, por el contrario, el
desarrollo de un proceso impone una restriccion sobre el otro. Para
esto, se buscé inducir estos procesos mediante la presentacion en serie
de dos re-exposiciones: una corta, que induce reconsolidacion, seguida
de una larga, que induce extincién. El abordaje experimental consistid
entonces en entrenar distintos grupos de cangrejos en el Dia 1, y en el
Dia 2 re-exponerlos al contexto primero durante 15 min, y tras un
intervalo de 15 min re-exponerlos nuevamente durante 2 h. De este
modo, si no existe ninguna restriccién para el desarrollo simultaneo de
estos dos procesos, esperamos que ambos ocurran en paralelo, ya que,
de acuerdo a nuestra hipétesis, reconsolidacion y extincidn estarian
siendo inducidas tras el fin de las respectivas re-exposiciones, por lo
gue al momento de inducirse la extincion (fin de la re-exposicién larga)
la vieja memoria deberia estar alin reconsolidandose. Del mismo modo,
si la consolidacion de esta nueva memoria de extincion no es un
impedimento para la reconsolidacién en curso, y viceversa, entonces
tanto la vieja memoria como la nueva memoria de extincién deberian
estabilizarse a largo término. Si, por el contrario, existe una
competencia entre ambos procesos o una dominancia de un proceso
sobre el otro, esperariamos encontrar que sdélo uno de los dos,
reconsolidacion o extinciéon, tenga lugar tras este protocolo

comportamental.

Para poder poner en evidencia la ocurrencia de estos procesos es
necesario administrar CHX al momento de las re-exposiciones (Dia 2) y
luego evaluar la memoria a largo término. En trabajos anteriores (Merlo
& Romano 2008) y en experimentos preliminares, se determind que la
memoria contexto-sefial extinguida por una re-exposicién no reforzada

de 2 h de duracién se mantiene extinguida a las 24 h (Dia 3), pero se
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recupera espontaneamente si se evalla a los animales a las 48 6 72 h
(i.e., Dia 4 6 Dia 5). Esta caracteristica nos permite determinar el
estado de la memoria de extincidn, evaluando a los animales en el Dia
3, vy el estado de la vieja memoria evaluandolos en el Dia 4. De este
modo, de encontrar en el Dia 3 una ausencia de la vieja memoria, la
evaluacion del Dia 4 nos permitira distinguir si esto se debe a una
extincion de la memoria o0 a una amnesia producida por efectos de la
CHX.

Dado que los mismos animales son evaluados en el Dia 3 y en el
Dia 4, de encontrar recuperacién de la vieja memoria en el Dia 4 no
podremos hablar de recuperacién espontanea dado que la evaluacion
del dia anterior consiste en la presentacion de un refuerzo (un ensayo).
Por esto, nos referiremos simplemente a recuperacion de la vieja
memoria. Respecto del valor diagndstico que esta doble evaluacién
tiene, debemos considerar que en numerosos trabajos anteriores se ha
observado que la presentacion de un Unico ensayo no genera una
memoria que se exprese a largo término (Delorenzi et al. 1995;
Freudenthal & Romano 2000; Frenkel et al. 2005). Por esto, la re-
emergencia de la vieja memoria en el Dia 4 en cualquier caso
dependera de la integridad de la vieja memoria, ya sea que se recupere
de forma espontdnea, o como producto de una interaccion con el

ensayo presentado en el Dia 3 (saving).

Bajo la hipdtesis planteada, predecimos que si la vieja memoria
resultara labilizada y reconsolidada, y ademas tuviera lugar la extincidon
y su consolidacion, entonces los cangrejos inyectados con SAL deberian
mostrar extincién en el Dia 3 y recuperacién de la vieja memoria en el
Dia 4, mientras que aquellos inyectados con CHX deberian mostrar una
amnesia persistente de la vieja memoria, tanto en el Dia 3 como en el
Dia 4, debido al bloqueo de la reconsolidacion, e independientemente de
lo que ocurra con la memoria de extincion.

Alternativamente, si la vieja memoria no resultara labilizada

como consecuencia de este protocolo comportamental, entonces los
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cangrejos inyectados con CHX deberian tener impedida solamente la
consolidacién de la memoria de extincidn, observandose retencion de la
vieja memoria en ambas evaluaciones dado que ésta habra
permanecido en todo momento consolidada. Por su parte, si este
protocolo comportamental indujera solamente la labilizacién vy
reconsolidacién de la vieja memoria pero no asi su extincion, entonces
serian los animales inyectados con SAL quienes deberian mostrar
retencién de la vieja memoria en ambas evaluaciones, tal como ocurre

con una unica re-exposicién corta.

En una primera serie de experimentos, en el Dia 1 entrenamos
distintos grupos de cangrejos, con sus respectivos controles no
entrenados, y en el Dia 2 los inyectamos con SAL 6 40 ug de CHX, y 1 h
después los re-expusimos al contexto del entrenamiento en ausencia de
refuerzo durante 15 min (REC), 2 h (EXT), 6 15 min + 2 h con un
intervalo entre exposiciones de 15 min (REC+EXT). Por ultimo, todos los
animales fueron evaluados en el contexto del entrenamiento en el Dia 3
y en el Dia 4 (Fig. 3.1A). Dada la brevedad del intervalo entre ambas
re-exposiciones, para evitar eventuales efectos inespecificos de las
manipulaciones en éste y en todos los experimentos que se presentan
en este capitulo utilizamos el método del cambio de iluminacién
descripto en el capitulo anterior, por lo que los animales pasaron estos
15 min en el llamado contexto alternativo (iluminacién desde abajo).

En concordancia con los resultados previos y con los trabajos
anteriores, en los resultados de la evaluacion (Fig. 3.1B) observamos
gue los cangrejos que recibieron una inyeccion de SAL y una Unica re-
exposicion de 2 h al contexto del entrenamiento (grupo SAL-EXT)
mostraron extincion en el Dia 3 y recuperacién de la memoria CS-US en
el Dia 4, mientras que los cangrejos que siguieron el mismo protocolo
pero recibieron CHX (grupo CHX-EXT) mostraron retencion de la
memoria CS-US en ambas evaluaciones, como consecuencia del
bloqueo de la consolidacidn de la memoria de extincion (Pedreira &

Maldonado 2003). Por otra parte, los cangrejos inyectados con SAL pero
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Figura 3.1: Una re-exposicion de 15 min seguida de una re-
exposicion de 2 h induce la labilizacion y reconsolidacion de la
memoria CS-US, y también su extincion a largo término.
(A) Protocolo experimental. Dia 1: entrenamiento. Dia 2: inyeccidon de
SAL o CHX, y 1 h después re-exposicion al contexto del entrenamiento
sin refuerzo durante 2h (EXT), 15 min (REC), 6 15 min + 2 h
(REC+EXT). Todos los animales fueron evaluados en el Dia 3 y en el Dia
4. (B) Respuesta de escape al ensayo de evaluacién (media £ SEM) en
el Dia 3 y en el Dia 4, normalizada respecto de la respuesta media de
cada grupo SAL-CT. (EXT), Dia 3: ANOVA: F(3,129) = 2.83, P < 0.05.
SAL, CT~EN: P = 0.365. CHX, CT>EN: P < 0.02. Dia 4: ANOVA:
F(3,128) = 4.79, P < 0.05. SAL, CT>EN: P < 0.01. CHX, CT>EN: P <
0.03. (REC), Dia 3: ANOVA: F(3,121) = 3.21, P < 0.05. SAL, CT>EN: P
< 0.01. CHX, CT~EN: P = 0.749. Dia 4: ANOVA: F(3,121) = 2.84, P <
0.05. SAL, CT>EN: P < 0.01. CHX, CT~EN: P = 0.591. (REC+EXT), Dia
3: ANOVA: F(3,153) = 0.69, P = 0.5593. SAL, CT~EN: P = 0.3777.
CHX, CT~EN: P = 0.4181. Dia 4: ANOVA: F(3,123) = 2.73, P < 0.05.
SAL, CT>EN: P < 0.04. CHX, CT~EN: P = 0.5415. Abreviaturas y
simbolos como en las Figs. 1.1y 2.4.
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gue fueron re-expuestos sélo durante 15 min (SAL-REC) mostraron
retencion de la memoria CS-US en ambas evaluaciones, mientras que
aquellos inyectados con CHX (CHX-REC) mostraron en el Dia 3 una
amnesia de la memoria CS-US que persistio en el Dia 4. Esto es
consistente con un bloqueo de la reconsolidacién, tal como se mostré en
los resultados de los capitulos anteriores y en trabajos previos (Pedreira
et al. 2002; Pedreira & Maldonado 2003). Por su parte, al observar los
resultados de los animales que recibieron la doble re-exposicién, vemos
que mientras que los cangrejos inyectados con SAL (SAL-REC+EXT) se
comportaron como los primeros (i.e., mostraron extincion en el Dia 3 y
recuperacion de la memoria CS-US en el Dia 4), los cangrejos
inyectados con CHX (CHX-REC+EXT) se comportaron como los ultimos
(i.e., mostraron una amnesia persistente en ambas evaluaciones).

Podemos sacar de estos resultados dos series de conclusiones. En
primer lugar, respecto de la labilizacién de la vieja memoria podemos
observar que (1) nuevamente, cuando se presenta una Unica re-
exposicion de 2 h la vieja memoria CS-US no resulta labilizada (el grupo
CHX-EXT muestra retencion de la vieja memoria a pesar de la inyeccién
de CHX, que sdlo bloqued la consolidacidon de la memoria de extincién),
y (2) la vieja memoria consolidada resultd labilizada en todos los grupos
gue incluyeron una re-exposiciéon de 15 min (la CHX causé una amnesia
persistente tanto en el grupo REC como en el grupo REC+EXT). Por lo
tanto, concluimos que una re-exposicién corta es capaz de inducir la
labilizacion de la vieja memoria CS-US independientemente del
entrenamiento de extincidon subsiguiente. En resumen, no sdlo la re-
exposicion larga es incapaz de inducir la labilizacién de la memoria
(grupos EXT), sino que también es incapaz de prevenir, impedir o
revertir la labilizacién inducida por la re-exposicidon corta presentada
previamente (grupos REC+EXT).

En segundo lugar, en los grupos REC+EXT observamos que (1) a
pesar de la labilizacién inducida por la primera re-exposicion, la
memoria CS-US de todos modos resulta extinguida y esta memoria de

extincion es consolidada (el grupo SAL-REC+EXT muestra en el Dia 3
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una ausencia transitoria de la memoria CS-US), y (2) a pesar de que se
induce la extincion de la memoria CS-US y a pesar de la consolidacion
en curso de esta memoria de extincion, la vieja memoria labilizada esta
efectivamente siendo reconsolidada (el grupo SAL-REC+EXT muestra
una memoria CS-US de largo término intacta en la recuperacion del Dia
4). Por lo tanto, podemos concluir que ambos procesos mnésicos,
reconsolidacién y extincidn, resultan inducidos como resultado de las
respectivas re-exposiciones corta y larga. Sin embargo, respecto del
objetivo planteado, estos resultados no nos ofrecen informacidon acerca
de si los dos procesos ocurren o no simultdneamente. De acuerdo a los
trabajos anteriores, tras una breve re-exposicion al contexto la
reconsolidacion de la vieja memoria presenta una sensibilidad a la CHX
durante una ventana de 4-6 h (Pedreira et al. 2002). Cabria esperar
entonces que la reconsolidacién inducida tras el fin de la re-exposicién
corta esté aun desarrollandose durante y después de la re-exposicion
larga. No obstante, esta re-exposicion larga y la induccién de la
extincion que de ella resulta podrian estar alterando la cinética de la
reconsolidacién de modo que estos dos procesos no se solapen, ya sea
finalizando antes la reconsolidacion o disparandose mas tarde la

extincion.

Con el objetivo de evaluar entonces si existe un solapamiento
entre estos dos procesos, comenzamos por determinar si la
reconsolidacién de la vieja memoria persiste alun después del final de la
re-exposiciéon larga. Para esto, en el siguiente experimento repetimos el
protocolo aplicado anteriormente a los grupos REC+EXT, pero
administrando las inyecciones de SAL o CHX 1 h después de las re-
exposiciones en lugar de 1 h antes (Fig. 3.2A). De este modo, si 1 h
después de las re-exposiciones (i.e., 3:15 h después de la re-exposicidon
corta) la reconsolidacion de la vieja memoria aun no concluyd,
esperariamos que los animales inyectados con CHX muestren una
amnesia persistente en el Dia 3 y Dia 4, al igual que al administrar la

CHX antes de las re-exposiciones. Caso contrario, si la vieja memoria ya
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se encuentra reconsolidada,

entonces la CHX deberia bloquear

solamente la consolidacién de la memoria de extincidn, observandose

retencion de la memoria CS-US en ambas evaluaciones.
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Figura 3.2: 1 h después del fin de la re-exposicion de 2 h, la
memoria CS-US se encuentra aun labil y reconsolidandose.
(A) Protocolo experimental.
exposicion al contexto del entrenamiento sin refuerzo durante 15
min + 2 h, e inyeccion de SAL o CHX 1 h después. Dia 3 y Dia 4:
todos los animales fueron evaluados en ambos dias. (B) Respuesta
de escape al ensayo de evaluacidon (media £ SEM) en el Dia 3 y en el
Dia 4, normalizada respecto de la respuesta media del grupo SAL-
CT. Dia 3: ANOVA: F(3,155) = 0.98, P = 0.4041. SAL, CT~EN: P =
0.2152. CHX, CT~EN: P = 0.3878. Dia 4: ANOVA: F(3,123) = 3.73,
P < 0.05. SAL, CT>EN: P < 0.02. CHX, CT~EN: P = 0.0937.
Abreviaturas v simbolos como en la Fig. 3.1.

Dia 1: entrenamiento. Dia 2: re-

En los resultados podemos observar en primer lugar que, en

concordancia con el experimento anterior, los cangrejos inyectados con

SAL mostraron extincién de largo término en la evaluacion del Dia 3, y

una recuperaciéon de la memoria CS-US en el evaluacién del Dia 4. Por
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su parte, de acuerdo con la hipdtesis propuesta, los cangrejos
inyectados con CHX mostraron una amnesia de la vieja memoria tanto
en el Dia 3 como en el Dia 4 (Fig. 3.2B). Por lo tanto, estos resultados
muestran que aun 1 h después del fin de las re-exposiciones al contexto

la vieja memoria continla labil y reconsolidandose.

Si bien en el capitulo anterior mostramos que la extincién de la
memoria tiene lugar pocos segundos después del fin de la re-exposicion
de 2 h, en el presente caso podria no ocurrir lo mismo, ya que el
protocolo comportamental presentado a los animales es distinto. En
particular, en lo que respecta a la hipdtesis de interferencia con el
proceso de reconsolidacion por competencia o inhibicién, podria ocurrir
gue este proceso tuviera algun efecto sobre la cinética de la extincion,
por ejemplo demorandola. Alternativamente, dado que en este
protocolo comportamental la re-exposicion de 2 h esta precedida de una
breve re-exposicion no reforzada, operativamente un ensayo de
extincion, podria ocurrir en cambio que la extincion de la memoria se
vea facilitada por esta experiencia previa, disparandose entonces en un
momento anterior al fin de la re-exposicién larga.

Para poner a prueba estas hipotesis, realizamos un experimento
en el que todos los cangrejos recibieron las dos re-exposiciones al
contexto del entrenamiento, como en los experimentos anteriores, pero
los animales fueron evaluados a corto término, ya sea inmediatamente
antes (grupo PRE) 6 10 min después (grupo POST) del fin de la re-
exposicion larga (Fig. 3.3A). Los cangrejos evaluados después del fin de
la re-exposicidon pasaron a continuacion 5 min en el contexto alternativo
y otros 5 min en el contexto estandar, previo al ensayo de evaluacion.
En los resultados podemos observar que los animales cuya memoria se
evalud inmediatamente antes de la salida del contexto (PRE) mostraron
una memoria CS-US intacta, mientras que aquellos cuya memoria se
evalud 10 min después mostraron ya una extincion de la memoria (Fig.
3.3B). En otras palabras, el patréon de resultados obtenidos fue el

mismo que al presentar una Unica re-exposicién larga (Fig. 2.6),
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mostrando que aun presentando previamente una re-exposicidn corta la
memoria resulta extinguida poco después del fin de la re-exposicidon
larga. De este modo, estos resultados en conjunto con los del
experimento anterior son concluyentes acerca de que la memoria CS-US
resulta extinguida mientras se encuentra aun labil y reconsolidandose.
Es decir, la reconsolidacién y la extincion de la memoria realmente
ocurren de forma simultanea.

Dia 1 Dia 2
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Figura 3.3: La extincion de la memoria CS-US se expresa 10
min después pero no antes del fin de la re-exposicion de 2 h.
(A) Protocolo experimental. Dia 1: entrenamiento. Dia 2: re-
exposicién al contexto del entrenamiento sin refuerzo durante 15
min + 2 h, y evaluacion antes del fin de la re-exposicion (PRE) o
tras pasar 5 min en el contexto alternativo y otros 5 min en el
contexto estandar. (B) Respuesta de escape al ensayo de
evaluacion (media £ SEM) en el Dia 2, normalizada respecto de la
respuesta media del grupo PRE-CT. ANOVA: F(3,155) = 2.99, P <
0.05. PRE, CT>EN: P < 0.01. POST, CT~EN: P = 0.3547.
Abreviaturas y simbolos como en la Fig. 3.1.
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Volviendo a la hipdtesis de una eventual competencia entre
reconsolidacién y extincion de la memoria, es de interés determinar si el
proceso de consolidacién de la memoria de extincion recién formada
impone alguna restriccion sobre la reconsolidacion en curso. Ya hemos
observado que ambos procesos son efectivamente llevados a término,
ya que ambas memorias de hecho se manifiestan a largo término (Fig.
3.1, REC+EXT; Fig. 3.2), pero podria suceder que de haber una
competencia por recursos moleculares la reconsolidacién de la memoria
tome mayor tiempo en concluir al ocurrir simultdneamente con la
consolidacién de la memoria de extincion. Esto implicaria que la
memoria CS-US permaneceria en el estado labil durante mas tiempo
que en el caso de no tener lugar una extincién concurrente. Para poner
a prueba esta hipodtesis, repetimos el experimento presentado en la
Figura 3.2, pero demorando las inyecciones de SAL o CHX a 3 h después
de las re-exposiciones, en lugar de 1 h (Fig. 3.4A). De acuerdo a los
antecedentes, éste es un punto en el tiempo tras la re-exposicion corta
(5 h y 15 min) en el que se espera que la memoria ya se encuentre
reconsolidada (Pedreira et al. 2002), y a su vez es un punto en el
tiempo tras la re-exposicién larga (3 h) en el que se espera que la
consolidacién de la memoria de extincion todavia esté en curso
(Pedreira & Maldonado 2003). Por lo tanto, de evolucionar ambos
procesos de forma independiente, esperariamos encontrar que la CHX
no alcanza a disrumpir el proceso de reconsolidacion, pero si bloquea la
consolidacién de la memoria de extincidn. Si por el contrario, la
memoria CS-US permaneciera labil durante una ventana de tiempo

mayor, se volveria entonces susceptible a la CHX.

En los resultados se puede observar, una vez mas, que los
cangrejos inyectados con SAL muestran extincidon en la evaluacién del
Dia 3 y retencidon de la memoria CS-US en el Dia 4. Por su parte, los
cangrejos que recibieron CHX mostraron retencién de la memoria CS-US
en ambas evaluaciones (Fig. 3.4B). Estos resultados son consistentes

con un bloqueo de la consolidacién de la memoria de extincidn
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solamente, y evidencian que al momento de la inyeccién la

memoria ya se encontraba reconsolidada.

A

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

M EL=1 % 0O O

3h

Dia 3 Dia4
150

125 A o

g | I |
@ 1001 1 (f =
o
£
E 751 § b
wn
Q
a §
g 507 . {
m *
*
25 i
* O CT
® EN
0
SAL CHX SAL CHX

Figura 3.4: 3 h después del fin de la re-exposicion de 2 h, la
memoria CS-US ya se encuentra reconsolidada, pero la
memoria de extincién ain no esta consolidada. (A) Protocolo
experimental. Dia 1: entrenamiento. Dia 2: re-exposicidén al contexto
del entrenamiento sin refuerzo durante 15 min + 2 h, e inyeccién de
SAL o CHX 3 h después. Dia 3 y Dia 4: todos los animales fueron
evaluados en ambos dias. (B) Respuesta de escape al ensayo de
evaluacién (media = SEM) en el Dia 3 y en el Dia 4, normalizada
respecto de la respuesta media del grupo SAL-CT. Dia 3: ANOVA:
F(3,105) = 2.70, P < 0.05. SAL, CT~EN: P = 0.3059. CHX, CT>EN:
P < 0.01. Dia 4: ANOVA: F(3,105) = 4.87, P < 0.05. SAL, CT>EN: P
< 0.01. CHX, CT>EN: P < 0.05. Abreviaturas y simbolos como en la
Fig. 3.1.

vieja
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3 - Discusion

A partir de los resultados presentados en este capitulo hemos
sacado una conclusién central, que es que la reconsolidacion y la
extincion de la memoria son dos procesos que pueden desarrollarse
simultaneamente si, en lugar de ser inducidos por una Uunica re-
exposicion al contexto, son inducidos por sendas re-exposiciones. De
acuerdo a los resultados, la labilizacién y reconsolidacion se dispararian
una vez finalizada la re-exposicidon corta (Cap. I y II), y la extincién se
dispararia una vez finalizada la re-exposicién larga (Cap. II; Cap. III,
Fig. 3.3). En otras palabras, estos dos procesos serian disparados en
serie tras las respectivas re-exposiciones y, dada sus cinéticas del orden
de las horas, se desarrollan en paralelo estabilizando a largo término la
vieja memoria y la memoria de extincion. La implicancia mas
importante de estos resultados respecto del objetivo planteado, es que
no existirian caracteristicas intrinsecas a estos procesos mnésicos que
impongan restricciones a su desarrollo simultaneo, como la competencia
por recursos moleculares, o la inhibicion de un proceso por el otro. Esto
implica que este tipo de interacciones dificiimente podrian ser la causa
de la mutua exclusién que se da al presentar una Unica re-exposicion,
sino que mas bien esta mutua exclusidn seria producto de un
mecanismo mnésico que dirige a la vieja memoria hacia la
reconsolidacién o hacia la extincidon regulando la inducciéon de uno u otro
proceso, en sintonia con la hipdtesis del switch. Como mencionamos
anteriormente, esta hipdtesis es apoyada ademas por los resultados de
los capitulos anteriores que muestran que estos procesos recién se
disparan una vez finalizada la re-exposicién, un punto en el que, de
modo irreversible, sdlo uno de los dos procesos ve cumplidas las

condiciones para su induccién.
Cabe remarcar que, en cambio, esto no excluye la posibilidad de

gue los eventos que puedan ocurrir durante la re-exposicion, o el propio

mecanismo mnésico del switch, si estén basados en una competencia a
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nivel molecular, por ejemplo como producto de un determinado tiempo
de re-exposicion al contexto, y que esto resulte en la induccién de uno u
otro proceso. Pero un evento que ocurre durante la re-exposicién no
deberia ser considerado parte de los procesos de reconsolidacién o de
extincidn, ya que ocurrird independientemente de que alguno de estos
dos procesos mnésicos sea posteriormente inducido. En este sentido,
trabajos recientes de nuestro laboratorio han determinado una
activacion diferencial del factor de transcripcion NF-kB en funcidn del
tiempo de re-exposicion al contexto (Merlo & Romano 2008).

Volveremos sobre estos trabajos mas adelante, en la Discusion General.

En resumen, la reconsolidacion y la extincion de la memoria
aparecen como procesos mutuamente excluyentes al presentarse una
Unica re-exposicion al contexto, pero pueden ocurrir simultdneamente si
son inducidos por sendas re-exposiciones. Es decir que la condicion de
mutua exclusidn o de coexistencia de estos procesos depende de la
experiencia comportamental que determina su induccidén: una re-

exposicion, un proceso; dos re-exposiciones, dos procesos.

Existe un trabajo reciente que guarda una relacién con los
resultados presentados. En ese trabajo, usando un paradigma de
memoria de miedo al contexto en ratones, Mamiya et al. (2009)
proponen que al re-exponer a los animales al contexto del
entrenamiento la evocacién de la vieja memoria induce ambos
procesos, reconsolidacion y extinciéon, pero que de persistir la re-
exposicion al contexto los procesos relacionados con la reconsolidaciéon
son inhibidos. Este razonamiento se basa en que los autores encuentran
gue una re-exposicién corta (3 min), que induce la reconsolidacién de la
memoria contextual, genera cierto patron de actividad de CREB vy
expresion de Arc en neuronas piramidales del hipocampo, y que este
patron se ve “revertido” cuando la re-exposicién se prolonga hasta los
30 min, lo que a nivel comportamental genera una extincion de esta

memoria. Sin embargo, todos los ensayos son realizados siempre cierto
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tiempo después de las re-exposiciones (e.g. se mide pCREB 30 min
después de la re-exposicion de 3 min, y 3 min después de la re-
exposicion de 30 min), por lo que no es posible determinar si los
fendmenos observados en el hipocampo son realmente inducidos al
inicio y luego revertidos durante los 30 min de re-exposicidon, o si
directamente sdlo son inducidos si los animales salen del contexto a los
3 min. En otras palabras, si bien es perfectamente posible que en ese
modelo de memoria estos eventos moleculares ocurran como los
autores proponen, los mismos patrones de resultados podrian obtenerse
si estos fendmenos fueran inducidos recién tras la salida de los animales
del contexto, en concordancia con nuestra hipotesis, por lo que esta
visiéon de una induccién de estos fendmenos al inicio de la re-exposicién
y su posterior reversidon parte del preconcepto de que es la evocacion de
la memoria contextual quien induce estos procesos, al inicio de la re-

exposicion.

En nuestro trabajo encontramos que reconsolidacion y extincidon
no imponen una restriccion mutua. Sin embargo, existe una posibilidad
gue es necesario considerar. De acuerdo a las hipdtesis planteadas,
ambos procesos serian inducidos con un desfasaje de ~2 h 15 min, que
es el tiempo que transcurre entre el fin de una y otra re-exposicion. Por
lo tanto, podria argumentarse que ambos procesos podrian ser capaces
de competir o inhibirse mutuamente si fueran disparados con un
desfasaje de tiempo menor. Es decir, podria darse una interaccién entre
ambos procesos por ejemplo si la extincién se disparara en fases mas
tempranas del proceso de reconsolidacién. Si bien en el presente caso la
extincion es inducida ~2 h 15 min mas tarde que la reconsolidacion, el
entrenamiento de extincidon, que produce la evocacién de la vieja
memoria y el supuesto fendmeno de inhibicidn planteado por Mamiya et
al., comienza sélo ~15 min después de la induccion de la
reconsolidacién. De modo que casi la totalidad del proceso de
reconsolidacion de la vieja memoria tiene lugar durante la re-exposicion

prolongada y durante el desarrollo del proceso de extincion vy
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consolidacién de la memoria de extincidn. Aun asi podria plantearse que
la hipotética inhibicién podria darse en los minutos iniciales. Esta
posibilidad no puede ser descartada y es necesario tenerla en cuenta,
aunque en rigor este planteo llevado al extremo (interaccién en los
instantes iniciales) terminaria implicando que la interaccion se da en el
momento de la induccidn de uno u otro proceso, en concordancia con

nuestra hipoétesis.

Otra conclusién que hemos sacado a partir de estos resultados es
gue la cinética de la reconsolidacion no resultaria alterada respecto de
lo esperado en ausencia de extincidon simultanea. Esta observacién es
de interés ya que ante la hipdtesis de una eventual competencia por
recursos moleculares, podria esperarse que uno o ambos procesos
demore mas tiempo en concluir, por lo que las ventanas de sensibilidad
a la CHX podrian extenderse. Sin embargo, aqui encontramos que la
CHX no muestra efecto sobre la reconsolidacién al ser administrada 5 h
15 min después de la re-exposicion corta (Fig. 3.4). Esto estda de
acuerdo con trabajos anteriores en los que determinamos que la CHX
disrumpe la reconsolidacion cuando es administrada a las 4 h de la re-
exposicion pero ya no a las 6 h (Pedreira et al. 2002). No obstante, a
pesar de no tener efecto sobre la reconsolidacion esta inyeccion bloquea
la consolidacidon de la memoria de extincidon. Un aspecto interesante de
este resultado es que el hecho que la consolidacién de la extincién
pueda ser disrumpida selectivamente tras el fin de la reconsolidacion
muestra que reconsolidacién y consolidacién de la extincion emergen
tras la experiencia comportamental como dos procesos individuales. Si
bien estos resultados no permiten descartar una eventual interaccién a
nivel molecular, esta serie de consideraciones sugieren que
reconsolidacién y extincion ocurren de modo independiente. Si éste
fuera el caso, esto podria darse porque los eventos moleculares
asociados a cada proceso no interfieren entre si, o porque ambos

procesos ocurren en sustratos neuronales distintos.

139



DISCUSION GENERAL



1 - El refuerzo y el mismatch

Los hallazgos de este primer capitulo revelan un remarcable
paralelismo entre los resultados encontrados en el marco de los
experimentos de reconsolidacion y de extincion. Recapitulando las
observaciones realizadas en ambas secciones, evidenciamos que el
refuerzo y la salida del contexto (fin del CS) ocupan un rol central tanto
para la reconsolidacion como para la extincidon de la memoria. En ambos
casos, ninguno de los dos procesos se dispara antes del fin de la re-
exposicion; en ambos casos, el refuerzo presentado antes del fin de la
re-exposicién previene que uno u otro proceso se dispare; y, en ambos
casos, la presentacion del refuerzo después del fin de la re-exposicidon
ya no muestra efectos restrictivos sobre el proceso inducido.

Podemos concluir entonces que, de acuerdo a la hipotesis del
switch propuesta inicialmente (Pedreira & Maldonado 2003), este
mecanismo tipo switch que dirige la memoria hacia reconsolidaciéon o
hacia extincién sélo opera si se cumplen dos condiciones: la ausencia de
refuerzo y el fin de la re-exposicién. Si el refuerzo ocurre mientras los
animales se encuentran aun en el contexto del entrenamiento, el
mecanismo del switch no tiene lugar y ninguno de los dos procesos se
dispara. Es decir que la ausencia o presencia del refuerzo durante la re-
exposicion operaria habilitando o deshabilitando el mecanismo del
switch. De este modo, en ausencia del refuerzo (switch habilitado), tras
el fin de la re-exposicidon la memoria evocada se dirige a uno u otro
destino, reconsolidacion o extincion, dependiendo del tiempo
previamente transcurrido. Para que esto ocurra, tras el fin de la re-
exposicion deberia ocurrir una integracion de esta informacién:

ocurrencia o no del refuerzo y cantidad de tiempo transcurrido.

Esta ultima variable, el tiempo transcurrido, podria estar reflejada
en una variedad de procesos moleculares, naturalmente dependientes
del tiempo. Es interesante en este punto mencionar que en distintos

trabajos del laboratorio, se caracterizd6 la actividad del factor de

141



transcripcion NF-kB durante el curso de la re-exposicion al contexto del
entrenamiento, tanto en el cangrejo como en un paradigma de memoria
contextual en ratones (Merlo et al. 2005; Boccia et al. 2007; Merlo &
Romano 2008; V. de la Fuente & A. Romano, trabajo enviado). NF-kB,
gue también participa en la consolidacién original de esta memoria en
ambas especies (Freudenthal & Romano 2000; Freudenthal et al. 2005),
en el cangrejo mostré un cambio en su nivel de actividad como funcién
de la duracion de la re-exposicion, en animales entrenados pero no en
controles no entrenados, encontrandose un pico de activacion tras 5
min de re-exposicién, una inhibicion por debajo de los niveles basales
tras tiempos mas largos, como 45 min, y posteriormente un retorno a
los niveles basales a tiempos mayores. Por su parte, en ratones también
se observaron cambios parecidos en los niveles de activacion de NF-kB
en funcidn del tiempo previamente transcurrido en el contexto. Estos
cambios en los niveles de actividad de NF-kB podrian estar ocurriendo a
medida que el tiempo transcurre dentro del contexto, o podrian
producirse rapidamente en el momento de la salida del contexto como
consecuencia de otros procesos moleculares que reflejen el transcurso
del tiempo durante la re-exposicion. Pero en cualquier caso, no dejan de
ser una manifestacidon a nivel molecular, estrechamente relacionada con
esta memoria, de la dependencia temporal propuesta para los eventos
comportamentales observados. Estos resultados de los eventos
moleculares proveen un apoyo a la interpretacion hecha de los
resultados comportamentales. En este sentido, resultaria muy
interesante explorar el perfil temporal de actividad de NF-kB tras una
re-exposicién reforzada, y determinar si se observan los mismos niveles
de actividad en condiciones comportamentales que ya no son capaces

de inducir la reconsolidacion o la extincion de la memoria.

Hasta aqui hemos hecho un analisis fenomenolégico de los
resultados obtenidos. Nos preguntamos ahora por el significado
bioldgico de estos fendmenos y, de acuerdo a lo discutido, proponemos

la siguiente interpretacion.
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La evocacion de la memoria como consecuencia de la re-
exposicion al contexto (CS) implica la recuperacién de un conocimiento
organizado (la memoria CS-US) que genera predicciones acerca de la
realidad (Dudai 2002b) como puede ser, en el modelo experimental,
que el US ocurrird. El intervalo de tiempo en que el animal esta en el
contexto del entrenamiento seria entonces un periodo de expectativa
durante el cual el sistema computa el pasaje del tiempo y la memoria
evocada permanece intacta y consolidada. Durante esta re-exposicion la
asociacion adquirida en el entrenamiento puede resultar confirmada por
la ocurrencia del US o no. En este ultimo caso, el fin de la re-exposicidon
al contexto sin la ocurrencia del US senaliza una incongruencia
irreversible entre lo que se esperaba que ocurriera y lo que realmente
ocurrié (el mismatch). Si esta incongruencia se confirma tras un periodo
de expectativa corto, entonces se induce la labilizacién y reconsolidacién
de la vieja memoria. Si esto se da tras un periodo de expectativa largo,
la vieja memoria permanece consolidada y se dispara el proceso de
extincion. Por lo tanto, proponemos que el mismatch entre lo que el
animal espera y lo que realmente ocurre dispara la reconsolidacién o la

extincion de la memoria (Fig. D.1).

E» CONSOL. EXTINCION
EVOCACION cs-usk

L»> RECONSOLIDACION _

P,

MEMORIA CS-US g
CONSOLIDADA switch

Figura D.1: Hipédtesis del switch. La memoria CS-US
permanece intacta y consolidada durante toda la re-exposicion,
hasta que la salida del contexto actla como disparador de este
mecanismo mnésico, llevando la memoria hacia la extinciéon (E),
con la consiguiente consolidacion de esta nueva memoria, o hacia
la labilizacién (L) y reconsolidacién de la memoria CS-US.
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Esta interpretacion general supone por Ilo tanto que
reconsolidacién y extincion son dos procesos que estan vinculados, y
esta hipodtesis, formalizada en el mecanismo del switch, estd basada en
la observacién experimental, verificada tanto en cangrejos como en
diversos vertebrados, de que ambos procesos ocurren de forma
mutuamente excluyente (Eisenberg et al. 2003; Pedreira & Maldonado
2003; Suzuki et al. 2004; Lee et al. 2006). Ante todo, resulta notable
qgue frente a la presentacion de informacion relacionada con un
aprendizaje anterior el sistema opte entre dos procesos mnésicos con
mecanismos tan distintos y a la vez tan antiguamente conservados.
Esto podria suponer que el mecanismo propuesto que los vincula, el
switch, también podria encontrarse antiguamente conservado. Si bien
ya hemos mencionado que la mutua exclusién se observd en una
diversidad de especies filogenéticamente distantes, en apoyo de esta
hipdétesis, nunca se ha determinado en otros modelos experimentales si
el mecanismo que subyace la mutua exclusidon ocurre, como en el
cangrejo, una vez finalizada la re-exposicion al CS. Volveremos sobre

este punto en las siguientes secciones de esta Discusion General.

Analizaremos a continuacion el posible significado bioldgico del
mecanismo del switch, esta opcion entre reconsolidacidn y extincion,
suponiendo como verdadera la hipotesis de que la reconsolidaciéon de la
memoria es funcional a la incorporacion de nueva informacion
integrandola a una traza mnésica previamente consolidada. La mayor
parte de los trabajos en los que se propone esta hipoétesis se basan en
la observacion de cambios de tipo cuantitativo en la expresién de la
memoria (o en la persistencia de esta expresidn) como consecuencia de
diversos tratamientos durante la ventana de reconsolidacion, por lo que
estos cambios podrian deberse a un decremento (o un aumento) en la

fuerza de la traza mnésica que se esta reconsolidando mas que a una
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incorporacion de informacion. No obstante, hay algunos trabajos
recientes que ofrecen evidencias importantes de que nueva informacion
estaria siendo incorporada en la vieja traza durante el proceso de

reconsolidacién (Morris et al. 2006; Forcato et al. 2010).

En primer lugar debemos considerar que la relevancia bioldgica
de la induccién de uno u otro proceso para el procesamiento de la
nueva informacién presentada deberia estar dada por la ventaja o
conveniencia de labilizar y modificar la traza existente relacionada con
esa experiencia, o formar una nueva traza a partir de la nueva
informacion, sin labilizar (ni hipotéticamente modificar) la traza original.
En este sentido, resulta particularmente llamativo que mientras que una
memoria CS-US se labiliza como consecuencia de lo que podria
considerarse un entrenamiento de extincion débil (breve CS no
reforzado), la misma memoria sometida a un entrenamiento de
extincion mas fuerte (CS de mayor duracion, o repetido mas veces)
permanece consolidada (insensible a agentes amnésicos).

Analizando el tipo de experiencias que induce uno u otro proceso
en el cangrejo, podriamos conceder que una re-exposicion corta al
contexto del entrenamiento sin refuerzo es wuna experiencia
comportamental que difiere menos del entrenamiento que la experiencia
de una re-exposicion larga sin refuerzo. Si se considera el mismatch en
si, no hay gradualidad en la contradiccidn ocurrida; es todo o nada, la
prediccion se cumple o no se cumple. Sin embargo, si se piensa en la
prediccidon en términos de probabilidad de ocurrencia del refuerzo, en un
tiempo de re-exposicion largo es claramente mas probable que el
refuerzo ocurra que en un tiempo de re-exposicién corto. De este modo,
podria considerarse que un mismatch tras una re-exposicion corta tiene
un valor de contradiccion distinto (menor) al mismatch tras una re-
exposicién larga. En otras palabras, si la re-exposicién no reforzada es
corta, probabilisticamente hablando hay mas chances de que el refuerzo
eventualmente ocurriera de haber permanecido mas tiempo en el

contexto. De este modo, si el individuo originalmente aprendié que ese
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contexto predice la ocurrencia del refuerzo, y luego es enfrentado al
contexto y el refuerzo no ocurre, entonces es mas probable que la
relacion entre estimulos aprendida originalmente siga siendo
relativamente valida (verdadera) en el presente si la segunda
experiencia con el contexto (no reforzada) fue corta que si fue larga.
Esta interpretacion otorgaria a la re-exposicidn corta un “caracter
contradictorio” mas relativo que a una re-exposicion larga, donde la no
ocurrencia del refuerzo durante tanto tiempo tornaria en poco probable
la vigencia de la relacién de contingencia original entre el contexto y el
refuerzo. De este modo, el caracter mas relativo o mas absoluto de la
contradiccion podria estar relacionado con la conveniencia bioldgica o

valor adaptativo de optar por uno u otro proceso mnésico.

Suponiendo que ésta fuera la relacidon entre el proceso inducido y
el grado de contradiccién que lo dispara, i.e., bajo grado de
contradiccion induce reconsolidacion (procesamiento en la misma traza)
y alto grado de contradiccién induce extincién (procesamiento en una
nueva traza), podria suponerse que una nueva situacion
comportamental que difiere poco de aquella del aprendizaje original
pueda ser procesada por el sistema simplemente como una
reevaluacion de la misma experiencia del aprendizaje original, o quiza
una pequefia relativizacion del grado de contingencia entre los
estimulos. Pero si la nueva situacién es radicalmente distinta de la
original podria ser entonces procesada en una traza independiente,
como una circunstancia extraordinaria que, aunque esta relacionada con
la experiencia original (los estimulos son los mismos), seria

discriminada como un caso distinto.

Esta vision hipotética, basada en las diferencias mas marcadas
entre las experiencias que inducen reconsolidacién y extincion, podria
dar una explicacion de qué caracteristicas cualitativas en términos

generales determinan la opcién entre uno y otro proceso.
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Evaluaremos a continuacion la universalidad de los hallazgos
realizados en el cangrejo, en relacion a otros modelos de memoria, con
respecto a las experiencias comportamentales que son capaces de
inducir el fendmeno de labilizacién y reconsolidacién de la memoria.
Como hemos discutido hasta aqui, una de las conclusiones centrales de
este capitulo, y en estrecha relacién a la interpretacion propuesta mas
arriba, ha sido que el refuerzo previene la labilizacién de la vieja
memoria.

Nuestros resultados pueden ser interpretados en linea con la
hipotesis de que la reconsolidacidn seria un proceso funcional a la
actualizacion de la vieja memoria (Nader et al. 2000a; Sara 2000b;
Alberini 2005; Morris et al. 2006), dado que muestran que la memoria
no resulta labilizada como consecuencia de una experiencia
comportamental cuya informacion es similar a aquella de la experiencia
del entrenamiento (CS-US), pero en cambio, si resulta labilizada como
consecuencia de wuna experiencia que contiene informacion de
significado opuesto (CS-no US) a aquella del entrenamiento, es decir
una experiencia relacionada pero diferente. Sin embargo, al considerar
la universalidad de estos hallazgos es necesario tener en cuenta que en
diversos modelos experimentales se ha evidenciado que la memoria
consolidada puede resultar labilizada también como consecuencia de la
presentacién de un CS reforzado, es decir, una experiencia similar a la
del entrenamiento (Sangha et al. 2003; Duvarci & Nader 2004;
Eisenberg & Dudai 2004; Akirav & Maroun 2006; Lee 2008).

Ante esta situacidén surgen dos posibilidades. O bien en el
cangrejo este fendmeno ocurre de un modo distinto que en los otros
modelos experimentales, o bien podria haber alguna diferencia
inherente a los paradigmas comportamentales que explique esta
discrepancia. Resulta dificil apoyar la primera proposicién basandose en
argumentos de distancia filogenética, por tres motivos. Primero, tanto
los fendmenos mnésicos como los mecanismos moleculares que los

subyacen estudiados hasta el momento en el cangrejo han mostrado
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estar notablemente conservados en una gran variedad de especies de
vertebrados e invertebrados, evidenciando la persistencia evolutiva de
ciertos principios basicos de los mecanismos de las memorias
(Maldonado 2002). Segundo, entre los modelos experimentales que han
mostrado la labilizaciéon de la vieja memoria mediante una experiencia
que incluye el refuerzo, como en el entrenamiento, se cuenta un
paradigma de memoria en el molusco Lymnaea stagnalis (Sangha et al.
2003), con lo que se puede descartar que ésta sea una caracteristica
exclusiva de vertebrados. Tercero, resulta de gran interés destacar que
esta hipdtesis de la labilizacidon de la memoria como consecuencia de un
mismatch entre lo que el individuo predice que ocurrird y lo que
realmente ocurre, formulada a partir de los resultados obtenidos en el
cangrejo, ha sido verificada recientemente en un trabajo de nuestro
laboratorio en una memoria declarativa en humanos (Forcato et al.
2009).

Si en cambio considerdramos que estas discrepancias podrian
deberse a diferencias en los paradigmas comportamentales utilizados,
de sostener la hipdtesis de que soélo las experiencias que contienen
informacién significativa son capaces de labilizar la memoria,
deberiamos preguntarnos por qué en aquellos paradigmas una nueva
presentacién del CS reforzado constituye informacion significativa para
el individuo mientras que en el paradigma de memoria contexto-sefal
no.

Una posibilidad seria que la diferencia pase por la saliencia del US
en cada caso, lo que podria determinar la importancia que un Unico
ensayo CS-US presentado en esta nueva experiencia pueda tener para
el animal en cada uno de estos paradigmas. En muchos casos, en estos
paradigmas en los que la memoria puede labilizarse con un ensayo CS-
US, esta memoria de largo término es generada ella misma por un
unico ensayo CS-US, de las mismas caracteristicas que el utilizado para
labilizarla (e.g. Duvarci & Nader 2004; Lee 2008). Es decir, la memoria
consolidada resulta labilizada por un uUnico ensayo que posee la fuerza

necesaria como para generar una memoria que se exprese a largo
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término. Del mismo modo, en otros paradigmas de memoria diferentes,
como la tarea de reconocimiento de objetos, la experiencia utilizada
para labilizar la memoria es igual a la del entrenamiento. Es decir, es
igual no sélo en términos de la relacidon de estimulos sino también en
duraciéon (Akirav & Maroun 2006), por lo que, nuevamente, la memoria
es labilizada por una experiencia que per se tiene la intensidad
suficiente como para generar una memoria de largo término. Por su
parte, en el paradigma de condicionamiento operante en el molusco
Lymnaea, la memoria también resulta labilizada por una experiencia del
mismo signo que la del aprendizaje original que, si bien no es igual en
intensidad, no consiste en un Unico ensayo sino en una extensa sesion
de 45 min incluyendo multiples ensayos (Sangha et al. 2003). En otras
palabras, en estos paradigmas la experiencia utilizada para labilizar la
memoria consiste de uno o mas ensayos reforzados que, dada su
considerable intensidad, constituye per se una verdadera sesién de
entrenamiento.

Todos estos casos contrastan notoriamente con el paradigma de
memoria contexto-sefial en el cangrejo en el que el entrenamiento
consta de 15 ensayos CS-US, y en el que un Unico ensayo CS-US (o
incluso una serie de 5 6 10 ensayos) es incapaz de generar una
memoria que se exprese a largo término (Delorenzi et al. 1995;
Freudenthal & Romano 2000). Esta relacion pone de manifiesto la gran
diferencia entre éste y los otros paradigmas de memoria respecto del
valor que puede tener para el animal la presentacién de un Unico
ensayo reforzado, tanto en términos absolutos como en relacion al

entrenamiento.

En consecuencia, podriamos hipotetizar que en este paradigma
en el cangrejo, un Unico ensayo que confirma la relacién de estimulos
del aprendizaje anterior no poseeria la relevancia o intensidad suficiente
como para inducir la labilizacién de la memoria consolidada. Sin
embargo, si este mismo ensayo no incluye el refuerzo induciria entonces

la labilizacién dado que esto pasaria a representar una informacion
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significativamente distinta a aquella del entrenamiento, por cambiar la
relacién entre estimulos. Una prediccidon que surge de esta hipotesis es
gue la presentacion de un nimero mayor de ensayos CS-US, i.e., una
nueva sesion de entrenamiento, podria ser capaz de inducir la
labilizacién de la vieja memoria. Si esta situacion se confirmara,
deberiamos entonces considerar que la capacidad de labilizar la vieja
memoria no dependeria exclusivamente de la relacidon entre estimulos,
si tienen o0 no el mismo signo que en la memoria consolidada, sino de la
importancia general de esta nueva experiencia en relacion a lo

previamente aprendido.

En base a estas consideraciones podria proponerse a modo de
sintesis que, un unico CS sin reforzar podria tener la capacidad de
inducir el fendmeno de reconsolidacién de la vieja memoria por
constituir una experiencia con nueva informacién (de distinto signo)
respecto del aprendizaje anterior. Por su parte, un CS reforzado, que
constituye una experiencia en la que la relacion de estimulos es la
misma que en el entrenamiento, tendria la capacidad de inducir este
fendmeno de reconsolidacién sdlo si tiene la intensidad necesaria como
para inducir fendomenos de plasticidad a largo término, con lo que esta
experiencia representaria probablemente un episodio significativo en

relacién al aprendizaje original.

Estas hipdtesis respecto de la configuracion de estimulos capaces
de inducir la labilizaciéon de la memoria integran los hallazgos realizados
en el cangrejo con los de otros paradigmas de memoria,
complementando las conclusiones discutidas mas arriba acerca de lo
que ocurriria en el cangrejo ante la presentacién de un Unico ensayo,

reforzado o sin reforzar.
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2 - El fin del CS y el destino de la vieja memoria

En este segundo capitulo, hemos sacado importantes
conclusiones acerca de la dindmica del proceso de extincion de la
memoria en el cangrejo. Una de estas conclusiones es que en el
cangrejo la memoria CS-US no resulta extinguida durante la re-
exposiciéon al CS, por larga que ésta sea, sino que la extincién ocurre
pocos segundos después del fin del CS. Dado que este hallazgo va en
contra de la visidn generalizada de que la extincion de la memoria
ocurre mientras los animales son expuestos al CS sin refuerzo, nos
preguntamos por la universalidad de estas conclusiones. Como
mencionamos en la Introduccién del Capitulo II (Seccién 1.1), nuestros
resultados y conclusiones acerca de que la extincidén se dispara tras el
fin del CS pueden ser conciliados con la visidn de una extincion intra-
sesion en un paradigma de extincién de ensayos multiples (EEM), ya
que en estos paradigmas el decremento gradual de la respuesta
condicionada que se observa en cada ensayo de la sesidon podria estar
dado por la extincion inducida tras el ensayo anterior. Sin embargo, una
discrepancia aparece al contrastar nuestros resultados con aquellos de
otros trabajos con una extincidn de ensayo Unico (EEU) donde se
observa una extincién intra-sesion. En la literatura existen pocos
ejemplos de paradigmas de EEU. Uno de los mas comunes entre estos
es el paradigma de memoria de miedo al contexto en roedores, en el
gue se asocia la ocurrencia de un shock eléctrico al contexto espacial en
el que esto ocurre. Este paradigma guarda ciertos puntos de contacto
con el paradigma de memoria contexto-sefal utilizado en nuestro
laboratorio, ya que en ambos casos el contexto (CS) es asociado a un
US aversivo, y en ambos casos la extincidn se logra por una Unica re-
exposicidon de los animales al contexto del aprendizaje, en ausencia del
refuerzo, siempre que esta re-exposicion supere cierto valor de tiempo.
Si bien en este paradigma en ratones se ha reportado la extincion intra-
sesion de la respuesta condicionada (Cain et al. 2003; Suzuki et al.

2004), el freezing o congelamiento, esta interpretacion es de relativa
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validez, y ha sido puesta en duda en diversos trabajos. Estas objeciones
estan motivadas en que el freezing, como respuesta defensiva, es una
respuesta activa y por lo tanto es cuestionable la posibilidad de que un
animal continde haciendo freezing al contexto durante largos periodos
de tiempo (e.g. 30 min) independientemente de si se produjo la
extinciéon de la memoria de miedo al contexto. Se han ofrecido otras
explicaciones que pueden contribuir a un decremento en la respuesta de
freezing durante la re-exposicidn al contexto, como la fatiga o la
habituacion al contexto (McSweeney & Swindell 2002; Cain et al. 2003,
2004). En este sentido, pensamos que el paradigma comportamental en
cangrejos ofrece una ventaja Unica: la posibilidad de evaluar el estado
de la memoria de manera puntual en un momento dado de la re-
exposicion, sin necesidad de haberla evaluado previamente de modo

continuo a lo largo de todo este periodo.

Un modelo experimental en ratas con estas caracteristicas, que
podria permitir poner a prueba esta hipdtesis de una extincién tras el fin
del CS, es el paradigma de sobresalto potenciado por miedo (Falls et al.
1992; Lin et al. 2001), en el que la respuesta comportamental medida
no se expresa directamente con la exposicién al CS, sino que se expresa
ante un estimulo aversivo en presencia del CS. De este modo, al igual
que en el paradigma de memoria contexto-sefal en el cangrejo, la
memoria CS-US puede ser extinguida por presentacion del CS sin
reforzar y sin provocar la expresion continua de la vieja memoria. Sin
embargo, en los trabajos que utilizan este paradigma nunca se ha
utilizado un entrenamiento de extincién de ensayo Unico. En estos
trabajos el aprendizaje CS-US consiste en un condicionamiento por
claves (luz-shock), un tipo de condicionamiento que normalmente es
extinguido mediante ensayos multiples. Seria entonces interesante
explorar alguna variante de este paradigma, quiza algun tipo de version

contextual, que permita una EEU.
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En el capitulo anterior discutimos acerca del valor diferencial del
refuerzo de acuerdo a si éste es presentado antes o después del fin del
CS. Observamos que presentado antes de la salida del contexto el
refuerzo previene tanto la labilizacion como la extincién de la memoria,
mientras que presentado 4 h después ya no tiene ningun efecto
observable sobre estos procesos. En este segundo capitulo estrechamos
estos margenes de tiempo al encontrar que, por un lado, bastan apenas
18 seg tras el fin del CS corto para que el este refuerzo pierda la
capacidad de prevenir el proceso de labilizacién de la vieja memoria,
sugiriendo que ésta ya ha sido inducida. Por otra parte, encontramos
que bastan apenas 54 seg tras el fin del CS largo para encontrar que la
memoria de extincidn ya se expresa. Esto sugiere que, ademas de que
el fin del CS de actia como disparador de estos procesos mnésicos,
estos eventos ocurririan rapidamente.

Propusimos también en el primer capitulo que, en ausencia de
refuerzo, un mecanismo tipo switch ocurre tras el fin del CS dirigiendo
la memoria hacia la reconsolidacion o hacia la extincion, dependiendo
del tiempo previamente transcurrido (ver Fig. D.1). Los resultados
obtenidos en este segundo capitulo respaldan esta hipétesis al poner
nuevamente en relieve la importancia central que tienen para la
induccién de estos procesos mnésicos los eventos que ocurren en los
instantes siguientes al fin del CS. Si las hipotesis que acabamos de
plantear acerca del rol del fin del CS tuvieran una validez universal,
tanto en protocolos de ensayo Unico como de ensayos multiples, nos
preguntamos como reinterpretar esta hipotesis del switch en el marco
de un protocolo de ensayos multiples. En la proxima seccidon de esta
Discusion General, a la luz de las conclusiones acerca de la posibilidad
de ocurrencia simultanea de estos dos procesos mnésicos ante la
presentacién de mas de un CS, propondremos una interpretacion mas

abarcativa de este mecanismo del switch reconsolidacidn-extincion.
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3 - Reconsolidacion y extincion de la memoria:

mutua exclusion o coexistencia

A partir de los resultados de este tercer capitulo hemos propuesto
gue los procesos de reconsolidacion y extincion de la memoria pueden
ser mutuamente excluyentes o pueden ocurrir simultdneamente,
dependiendo de si son inducidos por un Unico CS o por sendos CSs,
respectivamente. De acuerdo a la hipdtesis del switch, el fin de un CS
es capaz de inducir un solo proceso, por lo que la ocurrencia de la
reconsolidaciéon y la extincion requiere de la presentacidon de al menos
de dos CSs distintos. Como mostramos en este trabajo, la labilizacién y
reconsolidacion se inducen tras el primer CS (de corta duracién) y la
extincion y su consolidacién, tras el segundo CS (de larga duracién); v,
dado que estos CSs ocurren de modo suficientemente cercano en el
tiempo, los procesos de reconsolidacion y extincidon se solapan,

desarrollandose simultdneamente (Fig. D.2).

switch switch
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Figura D.2: Protocolo de doble re-exposicion e induccion de cada
proceso mnésico. De acuerdo a las hipdtesis planteadas, la memoria CS-US
permanece consolidada hasta que la labilizacion (L) y reconsolidacion se
disparan tras el fin de la primera re-exposicién. Por su parte, la extincion (E) y
su consolidacion se disparan, tras el fin de la segunda re-exposicion. Se indican
los tiempos en los que cada proceso mnésico fue interferido con CHX:
reconsolidaciéon a 1 h (Fig. 3.2), y consolidacion de la extincion a 3 h (Fig. 3.4).
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Estas conclusiones vuelven a reafirmar el rol central del fin de la
re-exposicién en la induccidn de estos procesos, y a su vez plantean
interesantes preguntas relacionadas con los objetivos centrales de esta
tesis. En particular, resulta de gran interés discutir las implicancias de la
ocurrencia simultdnea de la reconsolidacion y la extincion de la
memoria, y también hasta qué punto esta ocurrencia simultdnea podria
representar una caracteristica general del procesamiento de las
memorias. A continuacién discutiremos estos hallazgos vy la
universalidad de estas conclusiones. Discutiremos en particular cémo se
relacionan estos resultados con la observacidon en otros trabajos de que
los agentes amnésicos administrados antes de un entrenamiento de
extincion de ensayos multiples bloquean la consolidacién de la extincién

y no afectan la vieja memoria.

El hecho de que ante la presentacion de mas de un CS, la
reconsolidacién y la extincidn puedan ocurrir simultdneamente implica
gue podria haber una diferencia cualitativa entre una EEU y una EEM en
los casos en que ésta Ultima permita la labilizacidon inicial de la vieja
memoria, ya que de acuerdo a las hipdtesis propuestas en este sentido,
la labilizacién podria permitir la incorporacidon de nueva informacién a la
vieja traza. Esto supone que podria haber un resultado mnésico distinto
para cada tipo de extincidn en relacion a la integridad de la vieja traza
CS-US. En el primer caso (EEU), al haber un unico fin de CS ambos
procesos serian mutuamente excluyentes, por lo que si la memoria
resulta extinguida la vieja traza CS-US se mantendria en todo momento
consolidada. De este modo, la extincidn de la vieja memoria supondria
una competencia entre las dos trazas, de acuerdo a la vision clasica del
fendmeno. Mientras tanto, en el segundo caso (EEM), si la memoria
original resulta labilizada podria ocurrir un debilitamiento, modulacién o
cambio de significado de la informacién contenida en la vieja traza como
producto de la experiencia comportamental concurrente (el
entrenamiento de extincién), una experiencia con un significado opuesto

a aquel de la memoria labilizada. Fendmenos de este tipo podrian ser
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compatibles con la visién de un “desaprendizaje” (unlearning) durante la
extincion propuesta por algunos autores (Lin et al. 2003a; 2003b;
2003c).

Sin embargo es notorio que, en general, en la literatura se
muestra que los paradigmas de EEM no inducen la labilizaciéon de la
memoria original sino que inducen solamente el proceso de extincion
(e.g. Eisenberg et al. 2003; Lee et al. 2006). Por el contrario, son raros
los casos donde se observd que una EEM induce ademas la labilizacion
de la vieja memoria (Duvarci et al. 2006). Por lo tanto, cabe
preguntarse a qué se debe que ante una presentacion sucesiva de CSs
estos sean procesados como una sucesion de eventos capaces de
inducir la labilizaciéon y reconsolidacidon de la vieja memoria, al menos
inicialmente, o que en cambio induzcan solamente una extincion. En
otras palabras, de qué factores puede depender que, si un breve CS no
reforzado induce la labilizacion de la vieja memoria, la presentacion
subsiguiente de CSs adicionales prevenga o no este fenémeno.
Evidentemente, un parametro central debe ser el intervalo entre
ensayos (inter-trial interval, ITI), ya que si éste fuera lo suficientemente
prolongado llegaria un punto en el que la vieja memoria resultaria
labilizada y reconsolidada antes de que los subsiguientes CSs puedan
ejercer algun efecto (Fig. D.3A). Por lo tanto, seria necesario asumir
gue en los casos en los que una EEM no induce la labilizacién, un factor
determinante seria entonces un ITI breve en términos relativos (Fig.
D.3B). De este modo, podriamos postular la existencia de un intervalo
critico después del primer CS tras el cual la labilizaciéon de la vieja
memoria es un evento irreversible. De acuerdo a esta hipdtesis, en el
presente trabajo el intervalo que tiene lugar tras la primera re-
exposicion (15 min) excederia este intervalo critico, ya que la vieja
memoria resulta labilizada y reconsolidada (Fig. D.3C), mientras que en
paradigmas de EEM en los que la reconsolidaciéon nunca se dispara este

intervalo critico nunca se alcanzaria entre ensayo y ensayo.
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Figura D.3: Hipoétesis del intervalo critico (IC) necesario entre
ensayos para la labilizacion de la memoria. (A) Si tras el primer
ensayo transcurre tiempo suficiente (>IC) esto permitiria la labilizacion de
la memoria. (B) Si el intervalo entre ensayos es menor al IC, lo que
hipotéticamente seria el caso de la mayoria de los protocolos de EEM, se
prevendria la induccién de la labilizacién de la memoria. (C) Este seria el
caso de los presentes resultados (Cap. III). De acuerdo a la hipotesis, en
cada uno de los tres casos, si la re-exposicion total es suficiente, puede
dispararse también la extincién de la memoria (no se indica).

Existe un trabajo reciente del laboratorio de Joseph LeDoux de
particular interés en relacion a estos resultados y a las hipdtesis
planteadas (Monfils et al. 2009). En este trabajo en ratas usando un
paradigma de memoria aversiva de claves tipo tono-shock, los autores
observan que luego de inducir mediante un Unico CS corto la labilizacion
de la memoria, un entrenamiento de EEM presentado
subsiguientemente tiene distinto efecto sobre la expresién de la
memoria original dependiendo de si es realizado dentro de la ventana
temporal de la reconsolidacion o fuera de ésta. Los autores encuentran
gue si la extincién se induce durante la ventana de reconsolidacion, la
vieja memoria no puede ser recuperada en evaluaciones posteriores

mediante ninguno de los procedimientos generalmente utilizados para
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recuperar una memoria extinguida (renewal, reinstatement, re-
entrenamiento, recuperacién espontanea). En cambio, si el
entrenamiento de extincién ocurre una vez que la reconsolidacién
finalizé, la vieja memoria es luego recuperada por cualquiera de estos
procedimientos. Ante estos resultados, los autores sugieren que este
efecto diferencial se debe al estado de labilidad, y por lo tanto de
maleabilidad, de la vieja memoria, por lo que interpretan que el
entrenamiento de extincién estaria actuando directamente sobre la
traza de la vieja memoria, ya sea disrumpiéndola o a modo de una re-
evaluacion del valor del CS incorporada a la vieja traza CS-US
(updating). La interpretacion que hacen los autores en términos de un
updating apoya nuestra hipdtesis acerca de las posibles diferencias
cualitativas entre una EEU y una EEM en funcion de si la vieja memoria
resulta labilizada. No obstante, en este trabajo en ratas no se muestran
evidencias de que el efecto logrado sobre la desaparicion permanente
de la respuesta condicionada se deba a un updating y no a una
interferencia inespecifica con el proceso de reconsolidacién. De todos
modos, cualquier interpretacién de los resultados requiere considerar la
labilizacion de la vieja memoria, ya que la pérdida permanente de la
expresion de la memoria CS-US depende de la ocurrencia del EEM
dentro de la ventana de reconsolidacion. En un trabajo posterior, estos
resultados obtenidos en ratas fueron extendidos a humanos usando un
paradigma de claves visuales asociadas a un shock leve (Schiller et al.
2010).

El trabajo de Monfils et al. presenta diferencias y coincidencias
con nuestros resultados e hipdtesis. Por un lado, la diferencia mas
notoria con nuestros resultados es que en nuestro trabajo el
entrenamiento de extincidon no parece tener efecto alguno sobre la traza
original mas alld de inhibir transitoriamente su expresién, del mismo
modo que lo hace en ausencia de reconsolidacién simultdnea. En cambio
en el trabajo de Monfils et al. la ocurrencia del entrenamiento de

extincion dentro de la ventana temporal de la reconsolidacién torna a la
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vieja memoria irrecuperable. Si bien ésta es una discrepancia central,
esto podria deberse a diferencias paramétricas, por ejemplo en la fuerza
de los entrenamientos de extincion en uno y otro trabajo, o en la
relacion de intensidades entrenamiento CS-US/entrenamiento de
extinciéon, lo que podria determinar la magnitud del efecto que el
entrenamiento de extincién pueda tener sobre la vieja traza. En aquel
trabajo, se utiliza un entrenamiento CS-US que podria considerarse
relativamente débil, de 3 pareamientos CS-US, usando como CS un
tono de 20 seg y como US un shock de 0,7 mA, 500 ms. Por ejemplo, a
modo comparativo, en trabajos anteriores sobre extincién del mismo
laboratorio los entrenamientos CS-US utilizados son notoriamente mas
fuertes, e.g. 7xCS-US; CS=30 seg; US=0,7 mA, 1 seg (Sotres-Bayon et
al. 2007; 2009). Por su parte, el protocolo de EEM utilizado por Monfils
et al. (18xCS) lleva la respuesta condicionada a niveles asintoticos
varios ensayos antes de finalizado. Por lo tanto, la utilizacién de un
entrenamiento CS-US débil y un entrenamiento de extincién extensivo

podrian contribuir a explicar estas diferencias con nuestros resultados.

Por otro lado, este trabajo coincide con el nuestro al mostrar que
si el entrenamiento de extincion es demorado cierto tiempo tras el
primer ensayo ya no seria capaz de prevenir la induccion de la
labilizacion de la vieja memoria. Es interesante destacar que el intervalo
de tiempo intercalado entre el primer ensayo y el resto del
entrenamiento de extincién en los dos trabajos mencionados es de
apenas 10 min (Monfils et al. 2009; Schiller et al. 2010). Estos valores
son muy similares al del intervalo utilizado en nuestro trabajo, que fue
de 15 min. De acuerdo a la hipdtesis propuesta, el intervalo critico
planteado para que la labilizacidén de la vieja memoria ocurra se
encontraria por debajo de los 10 - 15 min en los tres trabajos,
abarcando cangrejos, ratas y humanos. En relaciéon a cuan corto puede
llegar a ser este intervalo critico, debemos considerar que en los
paradigmas de EEM en los que se evidencid que la vieja memoria no

resulta labilizada, el ITI es generalmente del orden de los pocos minutos
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(e.g. 2 min, Eisenberg et al. 2003; 1 min, Lee et al. 2006), por lo que
este intervalo critico deberia encontrarse por encima de estos valores.
Existen muchos otros trabajos que han estudiado los mecanismos de la
EEM utilizando ITIs iguales a estos ultimos o algo mayores (e.g. 1 min,
Baker & Azorlosa 1996; 4+2 min, Sotres-Bayon et al. 2007; 2009).
Aunque en estos trabajos no se ha puesto a prueba si estos protocolos
de EEM son capaces de inducir también la labilizacién de la vieja
memoria, la naturaleza de las drogas utilizadas para estudiar la
extincion (e.g. antagonistas de receptores NMDA), frecuentemente
utilizadas como bloqueantes de la reconsolidacion en distintos
paradigmas (Przybyslawski & Sara 1997; Pedreira et al. 2002; Torras-
Garcia et al. 2005; Akirav & Maroun 2006; Lee et al. 2006), sugeriria
gue si la vieja memoria hubiera resultado labilizada su reconsolidacién
se habria visto impedida. Por su parte, el Unico trabajo que reporta que
una EEM induce ademas la labilizacion de la memoria CS-US no informa
el ITI empleado (Duvarci et al. 2006). En resumen, en base a la
hipotesis propuesta, podria esperarse que un entrenamiento de EEM
“permita” la induccién de la labilizacién y reconsolidacion de la vieja
memoria si el intervalo (al menos entre el primer y segundo ensayo)
supera cierto valor umbral. Considerando los antecedentes en el
conjunto de resultados citados, este valor umbral, el intervalo critico,
deberia encontrarse por encima de los 2 — 4 min y por debajo de los 10
- 15 min. No obstante, es ciertamente posible que el valor de este
intervalo critico dependa asimismo de otros parametros del
entrenamiento CS-US y/o del entrenamiento de extincidn, variando por
lo tanto de un paradigma a otro. De cualquier modo, en coincidencia
con nuestras hipdtesis, estos trabajos parecen indicar que los eventos
que ocurren en el sistema durante los primeros pocos minutos tras el fin
del primer CS serian clave para que la experiencia subsiguiente pueda o

no prevenir la labilizacién y reconsolidacion de la vieja memoria.

En relacién a este intervalo critico y a nuestros resultados de este

tercer capitulo, otra posibilidad a considerar es que, en sintonia con la
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relevancia del fin de la re-exposicion para la induccién de estos
procesos, el intervalo critico no opere entre el fin de la primera re-
exposicidon y el comienzo de la re-exposicidn siguiente, sino que opere
entre el fin de una re-exposicién y el fin de la siguiente. Es decir, entre
eventos de induccién de estos procesos mnésicos. De ser asi, en el
presente caso el intervalo empleado pasaria de durar 15 min a durar 2 h
15 min, mientras que en paradigmas de EEM en los que cada ensayo
tiene una duracion del orden de los segundos el intervalo se seguiria
manteniendo en valores parecidos al ITI, del orden de los pocos minutos
(Fig. D.4A,B). Estas dos hipotesis alternativas implicarian que en la
serie de resultados de este capitulo, la labilizaciéon y reconsolidacion de
la vieja memoria ocurren porque (a) durante 15 min no comienza la
segunda re-exposicién, o (b) durante 2 h 15 min no finaliza la segunda
re-exposicién. Para poner a prueba estas dos hipotesis acerca del
intervalo critico, seria necesario repetir estos experimentos, pero
acortando el intervalo entre re-exposicién corta y re-exposicién larga y
evaluar si la vieja memoria resulta labilizada de todos modos (Fig.
D.4C). Si el intervalo critico operara exclusivamente durante el ITI
(caso “a@”) podria eventualmente llegarse a una situacién donde el inicio
de la segunda re-exposicion ocurriera tan cerca del fin de la primera
gue previniera la induccidn de la labilizacién y reconsolidacion de la
memoria. Alternativamente, si el intervalo critico operara entre el final
de una y otra re-exposicion (caso “b”) seria dificil determinarlo, ya que
el acortamiento de este intervalo implicaria un acortamiento de la
segunda re-exposicion, con lo que dejaria de inducirse la extincion de la

memoria.
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Ca Figura D.4: Hipétesis de un
I intervalo critico ente el fin de

una re-exposicion y el inicio
L - de la siguiente (a), o entre el
IC (b) fin de una vy otra re-
exposicion (b). (A) En el caso
del presente protocolo de doble
I IC (a) I re-exposiciéon, la diferencia de

B u u tiempo entre un caso y otro es
< (b) considerable. (B) En el caso de

—q ensayos muy breves, como
ocurre generalmente en los
protocolos de EEM, la diferencia

T de ,tiempo entre uno y otro caso

: seria poco relevante. (C) En el
C } caso que la primera hipotesis (a)
| fuera correcta, esto se
x evidenciaria con el presente

protocolo reduciendo el tiempo
entre re-exposiciones.

Un resultado del Capitulo II que guarda relacion con estas
hipotesis es aquel que muestra que un refuerzo presentado apenas 18
seg después del fin de la re-exposicién corta no logra prevenir la
induccién de la labilizacién y reconsolidacion de la memoria (Fig. 2.14).
De acuerdo a las conclusiones formuladas entonces, si bien este
resultado no demuestra que en el momento de la presentacién del
refuerzo la labilizacion de la memoria ya tuvo lugar o ya se inicid, si
muestra que en este punto tras la re-exposicidon la inducciéon de la
labilizacion ya no puede ser evitada por esa experiencia
comportamental. Esto podria parecer un resultado disonante respecto
de lo planteado mas arriba ya que el hallazgo de que la labilizacién no
podria ser prevenida tras un intervalo tan breve (18 seg) no parece
compatible con la observacién en otros paradigmas de EEM que la
ocurrencia de ensayos subsiguiente tras intervalos de 1 6 2 min si
previenen la labilizacion de la vieja memoria. Por lo tanto, seria
necesario considerar que, o bien un ensayo reforzado (nuestros
resultados) y un ensayo no reforzado (otros paradigmas de EEM) no son

comparables respecto de su capacidad de prevenir la subsiguiente
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labilizacion de la memoria, o bien estas conclusiones en el cangrejo no
tienen un valor universal, o estan al menos sujetas a importantes
variaciones paramétricas respecto de otros paradigmas
comportamentales. Por Ultimo, es necesario tener en cuenta que en el
cangrejo, por tratarse de una memoria contextual, el efecto del
espaciamiento entre ensayos podria ser naturalmente distinto al de una
memoria en la que el CS es una clave discreta, quizd mas susceptible de

ocurrir en el tiempo de forma reiterada, intermitente.

A continuacién discutiremos una conexién muy interesante entre
distintos trabajos de extincidon, que guardan una relacion con los
resultados de Monfils et al. citados anteriormente, y con las hipétesis
gue hemos propuesto. Algunos trabajos en los Ultimos afios han
mostrado que mecanismos distintos subyacerian los procesos de
extincion de la memoria de acuerdo a si se trata de una extincién
temprana, llevada a cabo poco tiempo después del entrenamiento CS-
US, o si se trata de una extincién tardia, realizada cierto tiempo
después, por lo general a tiempos como 24 h, en los que la vieja
memoria ya se encuentra consolidada (Cain et al. 2005; Myers et al.
2006). En particular, en el trabajo de Myers et al. se muestra que un
entrenamiento de extincion (una EEM), cuando es llevado a cabo 24 h
post entrenamiento induce una pérdida de la respuesta condicionada de
forma transitoria que, en concordancia con la vision clasica de la
extincion, puede ser recuperada posteriormente por cualquiera de los
procedimientos comportamentales habituales, como reinstatement,
renewal, o recuperacién espontanea. Sin embargo, si el mismo
entrenamiento de extincidn es realizado poco después del
entrenamiento CS-US (10 min 6 1 h), y manteniendo iguales todos los
demas parametros, la memoria CS-US ya no puede ser recuperada
posteriormente mediante ninguno de los procedimientos
comportamentales mencionados. A la luz de las observaciones de que la
extincion temprana y la tardia dependerian de mecanismos distintos

(e.g. Cain et al. 2005), y que en trabajos que estudian los mecanismos
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de la extincidon temprana encuentran eventos moleculares relacionados
con la despotenciacion sinaptica (Lin et al. 2003a; 2003b; 2003c), los
autores interpretan estos resultados en términos de “desaprendizaje”.
Estos hallazgos resultan particularmente interesantes al relacionarlos
con el estudio de Monfils et al. (2009), en el que obtienen resultados
similares pero realizando el entrenamiento de extincidn poco tiempo
después (10 min 6 1 h, llamativamente) de la labilizaciéon de la memoria
por re-exposicion a un CS corto, en lugar de poco después del
entrenamiento CS-US. Una hipétesis interesante que emerge ante este
paralelismo, y en concordancia con lo que propusimos a partir de
nuestros resultados, es la posibilidad de que la induccién de la extincion
produzca resultados cualitativamente distintos (i.e., reaprendizaje
versus desaprendizaje), no en funcidon del tiempo transcurrido tras el
entrenamiento CS-US sino mas bien en funcion del estado de labil o
consolidado de la vieja memoria. O, en los términos propuestos por
Lewis (1979), en funcion del estado activo o inactivo de la vieja

memoria (Fig. D.5).

Por ultimo, buscaremos proponer un esquema interpretativo de la
induccién de los procesos de reconsolidacion y de extincion de la
memoria ante un protocolo de ensayos multiples a la luz de nuestros
resultados, que muestran (a) un rol central del fin del CS para la
induccién de estos procesos, (b) que dos CSs presentados en serie son
capaces de inducir uno y otro proceso respectivamente, y (c) que
ambos procesos pueden ocurrir en paralelo si son inducidos de forma
cercana en el tiempo. Y consideraremos también los resultados en otros
modelos experimentales en los que los protocolos de EEM no inducen la
labilizacion de la memoria CS-US. Sosteniendo entonces como premisas
principales el hecho de que el fin del CS es un punto de integracién de

informacion y que tras cada CS uno u otro proceso puede ser inducido,
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la interpretacion mas parsimoniosa seria que ante la presentacion de un
protocolo de ensayos multiples sin reforzar (EEM), el switch
reconsolidacidn-extincion podria ocurrir tras el fin de cada CS. Este
evento ha sido observado en los resultados del tercer capitulo ante la
presentacién serial de dos CSs, aunque en este caso se traté de dos CSs
de duracion distinta. Ante una sucesién de CSs de igual duracidén este
mecanismo podria actuar induciendo uno u otro proceso mnésico ya no
de acuerdo al tiempo transcurrido exclusivamente durante el CS previo
sino integrando de algun modo la informacidon de los CSs anteriores.
Esta integracion de informacién, de acuerdo a lo discutido, deberia dar
cuenta de algun modo del tiempo transcurrido durante los ensayos
como del tiempo transcurrido entre ensayos, ya que de esto ultimo
dependeria la eventual induccidon del proceso de labilizacion vy
reconsolidacién. De este modo, los procesos inducidos tras el fin de los
CSs iniciales, si estan lo suficientemente espaciados podrian contribuir a
la labilizacidon y reconsolidaciéon de la vieja traza, y a partir de cierto
punto, cuando la cantidad de ensayos acumulados es suficiente como
para inducir una extincién significativa, éste sea el proceso mnésico

inducido tras los CSs subsiguientes (Fig. D.6).

switch CONSOLIDACION EXTINCION "
E.? E.? E.? E.? E

< w. :KL'E :KLD :V

M IACS-US
C%%%EGDED%S L» RECONSOLIDACION

e CONSOLIDACION EXTINCION _
E.? E? E.7 E E

v

MEMORIA CS-US X
CONSOLIDADA
IC

Figura D.6: Esquema hipotético de como podria ocurrir la induccién de la
labilizacién (L) (y la subsiguiente reconsolidacion) y de la extincion (E) (y su
consolidacién) en un protocolo de ensayos multiples. (A) Si el ITI fuera mayor al
intervalo critico (IC), podria esperarse que se induzca la labilizacién (L), al menos
tras el primer ensayo, o los primeros ensayos. Tras cada CS, uno u otro proceso
podria dispararse de acuerdo a la historia de los ensayos previos. (B) Si el ITI
fuera menor al IC, la labilizacion no seria inducida, y la vieja memoria
permaneceria consolidada durante la presentacidon de los ensayos sucesivos.
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Recientemente, en nuestro laboratorio se ha puesto a punto un
nuevo protocolo de EEM en el cangrejo, haciendo uso de la metodologia
de cambio virtual del contexto (Hepp et al. 2010). En concordancia con
el modelo propuesto, en este trabajo se muestra que asi como la EEU
en el cangrejo requiere una re-exposicion de al menos 1 h de duracién
(Pedreira & Maldonado 2003), la EEM requiere de un tiempo comparable
transcurrido en el contexto del entrenamiento (contexto estandar),
aunque repartido entre los multiples ensayos. Asi, una serie de 18 re-
exposiciones no reforzadas, cada una con una duracién de 5 min, y un
ITI=1 min (transcurrido en el contexto alternativo), logran la extincion
de la memoria CS-US a corto y a largo término. Contrariamente, un
nimero menor de re-exposiciones de 5 min, o un namero igual de re-
exposiciones pero de 3 min, son insuficientes para inducir la extincién
de la memoria. Una pregunta interesante que aun no fue evaluada es si
este protocolo experimental es capaz de inducir ademas la labilizacion y
reconsolidacion de la memoria CS-US. De acuerdo a lo discutido, y al
ITI utilizado en este nuevo paradigma (1 min), cabria esperar que, si en
el cangrejo estos parametros rondan los mismos valores que en los
paradigmas discutidos de roedores, la memoria CS-US permanezca

consolidada.

En este trabajo hemos revelado nuevas -caracteristicas
paramétricas que determinan la induccidon de la reconsolidacion y la
extincidon en el cangrejo Chasmagnathus, la cinética con la que estos
procesos ocurren, y un hipotético mecanismo que los vincula, que tiene
lugar tras el fin del CS. Encontramos que (a) durante toda la
presentacién del CS la memoria original permanece intacta vy
consolidada, mostrando que ni reconsolidacion ni extincidn son
inducidas hasta la terminacién del CS, independientemente de su
duracion, (b) la presentacion de un unico refuerzo (US) durante la
exposicion al CS tiene la capacidad de prevenir la induccién tanto de la

extincion como de la reconsolidacién, (c) la extincidn de la memoria
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ocurre pocos segundos después del fin del CS, y (d) reconsolidacién y
extincion son inducidas de forma mutuamente excluyente tras un Unico
CS, pero ambos procesos pueden dispararse por sendos CSs y
desarrollarse simultaneamente. Hemos analizado estos resultados
relacionandolos con distintos trabajos en la literatura, discutimos los
puntos donde surgen discrepancias, y como resultado, presentamos un
modelo hipotético que integra estos hallazgos, reflejando la dindmica e
interrelacion entre los procesos de reconsolidacién y extincion de la

memoria.
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