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MECANISMOS NEUROBIOLÓGICOS INVOLUCRADOS EN LA  
PERSISTENCIA DE LA MEMORIA DE LARGO TÉRMINO: ROL DE C -FOS 
EN HIPOCAMPO Y CORTEZA RESTROSPLENIAL  
 

Resumen 

Un punto de vista predominante en la ciencia moderna de la memoria es que los 

recuerdos son inicialmente frágiles, pero se vuelven más estables con el tiempo. A pesar 

de que la persistencia es una característica fundamental en el almacenamiento de la 

memoria, su mecanismo se encuentra escasamente caracterizado. Para comprender los 

procesos que subyacen a la memoria de largo término (MLT) debemos entender cómo 

es que las trazas de memoria persisten a lo largo del tiempo, a pesar de la vida media 

corta y de la alta velocidad de recambio de sus sustratos moleculares. En este trabajo, 

mostramos que la MLT de evitación inhibitoria duradera pero no la que dura más allá de 

2-3 días, depende de la expresión tardía de c-Fos en el hipocampo y en la corteza 

retrosplenial. Por otra parte, la inhibición de la transcripción en el hipocampo 24 h luego 

del entrenamiento afecta la persistencia, pero no la formación de la MLT. No obstante, 

la inhibición de la transcripción en la corteza retrosplenial impide la formación de la 

memoria. Además, mostramos que los requerimientos de traducción en la corteza 

retrosplenial alrededor del entrenamiento, en la formación de la memoria, y tardíamente 

luego del entrenamiento, en la persistencia de la memoria, son similares a los vistos en 

el hipocampo. Estos hallazgos indican que una fase de transcripción y traducción tardía 

son esencial para el mantenimiento de una traza de memoria inducida por miedo. 

Nuestros resultados apoyan la hipótesis de la existencia de rondas recurrentes de 

eventos como la consolidación, que ocurren luego del aprendizaje en el hipocampo y 

corteza retrosplenial para mantener las memorias.  

Palabras clave: persistencia de la memoria; c-Fos; hipocampo; corteza retrosplenial; 
transcripción; traducción; evitación inhibitoria. 
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NEUROBIOLOGICAL MECHANISMS INVOLVED IN PERSISTENCE OF 
LONG-TERM MEMORY STORAGE: ROLE OF C -FOS IN THE 
HIPPOCAMPUS AND RETROSPLENIAL CORTEX.  

 

Abstract 

A prevailing view of the modern science of memory is that memories are initially 

fragile but become more stable with time. Although persistence is a key characteristic of 

memory storage, its mechanisms are scarcely characterized. To understand the 

processes that underlie memory, we must comprehend how is it that memory traces 

persist despite the short-lived nature and rapid turnover of their molecular substrates. In 

this work, we show that long-lasting but not short-lived inhibitory avoidance long-term 

memory depends on a delayed expression of c-Fos in the hippocampus and retrosplenial 

cortex. Moreover, inhibition of transcription in the hippocampus 24 h after training 

hinders persistence but not formation of long-term storage. However, inhibition of 

transcription in the retrosplenial cortex impairs memory formation. In addition, 

translation requirements in the retrosplenial cortex around training, for memory 

formation, and late after training, for memory persistence, are similar of those seen in 

the hippocampus. These findings indicate that delayed phases of transcription and 

translation are essentials for maintenance of a fear-motivated memory trace. Our results 

support the hypothesis that recurrent rounds of consolidation-like events take place late 

after learning in the dorsal hippocampus and retrosplenial cortex to maintain memories. 

 

Key words: memory persistence; c-Fos; hippocampus; corteza retrosplenial; 
transcription; translation; inhibitory avoidance. 
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Abreviaturas 

Ama: α-amanitina 

AMPA: ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiónico 

Ani : anisomicina 

Arc: proteína asociada al citoesqueleto regulada por actividad 

BDNF: Factor Neurotrófico Derivado de Cerebro 

CaMKII: proteína quinasa dependiente de calcio/calmodulina II 

C/EBPく: proteína beta de unión al elemento CCAAT 

ASO c-fos: oligonucleótido antisentido contra c-fos 

ASO zif268: oligonucleótido antisentido contra zif268 

CPEB: proteína citoplasmática de unión al elemento de poliA 

CREB: proteína de unión al elemento que responde a AMP cíclico 

E: entrenamiento 

EI: evitación inhibitoria  
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ERK1/2: proteína quinasa de regulación extracelular 1/2 

IEG: gen inmediato temprano 
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MTL: lóbulo temporal media l 

MSO c-fos: oligonucleótido sin-sentido contra c-fos 

MSO zif268: oligonucleótido sin-sentido contra zif268 

NE: norepinefrina 

NMDA: N -metil- D-aspartato 
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PI3K: proteína quinasa de fosfatidil inositol-3-fosfato 

PKA: proteína quinasa A 

PKB: proteína quinasa B 

PKMζ: proteína quinasa Mzeta 
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TrkB: receptor a tirosina quinasa B 

Veh: vehículo 
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A través de los sentidos somos capaces de percibir el mundo que nos rodea, y de 

todo aquello que hemos percibido, sólo una fracción se guarda en nuestra memoria. 

Nuestra memoria, la cual define quienes somos a través de las experiencias que hemos 

vivido. Podemos afirmar que somos aquello que recordamos. No podemos hacer aquello 

que no sabemos cómo se hace ni comunicar nada que no conozcamos, es decir, nada 

que no esté en nuestra memoria. El pasado, nuestra memoria, no sólo nos dice quienes 

somos, sino también nos permite proyectar rumbo al futuro, nos dice quien podríamos 

ser. 

Quizá uno de los retos más interesantes y atractivos en la historia de la ciencia, 

haya sido y sea comprender las bases neurobiológicas de la memoria. Los procesos 

mentales por los cuales percibimos, actuamos, aprendemos y recordamos. Sabemos que 

todas las funciones mentales, de las más simples a las más complejas, tienen lugar en el 

cerebro. Sin embargo, aún no conocemos con precisión su localización y organización.  

A lo largo de este trabajo, mostraremos y discutiremos una serie de resultados 

experimentales realizados con el objetivo de contribuir al conocimiento general sobre 

uno de los problemas más difíciles, desafiantes y excitantes de la neurociencia actual: 

entender cuáles son las bases neurobiológicas que subyacen a la formación y 

persistencia de una memoria duradera en el cerebro de los mamíferos. Para ello, 

empezaremos entonces por definir qué entendemos por memoria y aprendizaje, los tipos 

de memorias que se han descripto y estudiado, cuáles son las estructuras que 

participarían en la formación de estas memorias, cuáles son las etapas que llevan al 

almacenamiento de una memoria y cuáles son los conocimientos actuales sobre algunos 

de los eventos moleculares y celulares que estarían involucrados en la formación y 

persistencia de la memoria. 
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Aprendizaje y Memoria 

¿Qué es la memoria? Varias son las definiciones que nos vienen a la mente 

cuando tratamos de responder esta pregunta. Una posible respuesta es aquella que la 

define como la representación interna del mundo (conocimiento), versiones del mundo 

codificadas y estructuradas neuronalmente en el sistema nervioso central, las que 

pueden, llegado el caso, guiar el comportamiento. En otras palabras, modelos adquiridos 

del mundo, codificados espacio-temporalmente en actividad cerebral. 

¿Y cómo se construye la representación interna del mundo?: a través del 

aprendizaje. ¿Y qué es, pues, el aprendizaje? Es el proceso por el cual adquirimos nuevo 

conocimiento acerca del mundo. Es decir, el proceso mediante el cual creamos o 

modificamos nuestra representación interna del mundo, producida por la experiencia. 

Tales modificaciones pueden persistir durante un tiempo apreciable o durante toda la 

vida. 

 

Tipos de memoria 

Está ampliamente aceptado que existen múltiples tipos de memoria que están 

“mapeadas” en distintos circuitos anatómicos del cerebro. Aunque se han desarrollado 

varios esquemas taxonómicos para los diferentes tipos de memoria, la mayoría 

comparten una forma genérica común (ver Esquema I.1). 
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Esquema I.1. Taxonomía de los tipos de memoria. La memoria de largo 

término se puede dividir en memorias explícitas (declarativas) e implícitas (no 

declarativas). La memoria implícita afecta a la conducta sin participación de la 

conciencia. La memoria explícita se subdivide en memoria semántica, representando el 

conocimiento general sobre el mundo, y la memoria episódica, representando el 

conocimiento personal sobre el pasado propio. Aunque esta forma genérica de división 

se aplica directamente a los sistemas de memoria en humanos, una clasificación similar 

sería aplicable a la memoria en animales, aunque pueda carecer de algunas 

características típicas de las memorias en humanos. 

 

Primero se hace la distinción entre memorias de corto y largo término (MCT y 

MLT), y esta última se divide en explícitas (o declarativas) e implícitas (o no 

declarativas). Las memorias explícitas se suelen subdividir en semánticas (hechos) y 

episódicas (eventos): la primera consiste en información sobre el mundo, como cuál es 

la capital de Canadá o que los perros son cuadrúpedos que no vuelan, mientras que la 

segunda se caracterizó originalmente como la evocación consciente de eventos 

específicos del pasado personal en humanos (Tulving 1983). Sin embargo, para 

investigar los mecanismos neurales y celulares subyacentes en animales, algunas de 
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estas definiciones originales de las memorias presentan dificultades. Respecto a la 

cognición semántica, existen evidencias de que animales no humanos efectivamente 

dividen el mundo categóricamente en objetos y que, aunque no poseen expresiones 

verbales, pueden demostrar a través de su comportamiento que “saben” qué son esos y 

otros tipos de objetos (Clayton y col. 2003). Además, algunos estudios recientes 

modelan la memoria episódica en animales como una memoria de cuándo, dónde y qué 

evento ha ocurrido (Clayton y Dickinson 1998), o como la memoria de la propia 

conducta del animal (Hampton 2001). 

 

Sistemas de memorias: Lóbulo temporal medial 

En términos psicológicos, los sistemas de memorias son considerados módulos 

especializados que procesan una clase de información particular (por ejemplo hechos o 

eventos; Squire y Zola 1996), o guardan información por un período particular de 

tiempo (por ejemplo memoria de corto y largo término; Squire y Zola 1996; Izquierdo y 

col. 1999; McGaugh 2000). En términos biológicos, un sistema de memoria es definido 

como una estructura neural y sus interconexiones, que en conjunto procesan un tipo 

particular de información y participan en el guardado de tal información, tanto dentro 

como fuera de la propia estructura (Kim y Baxter 2001). Un sistema de memoria 

anatómicamente definido es el lóbulo temporal medial (MTL) (ver Esquema I.2), que 

incluye la formación hipocámpica − el hipocampo propiamente, el giro dentado, el 

subículum y la corteza entorrinal (ver Esquema I.3) − y cortezas adyacentes − 

perirrinal y postrrinal− (Amaral y Witter 1995; Squire y Zola 1996; Kandel y col. 1996; 

Burwell y Amaral 1998).  
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El MTL, en particular el hipocampo, es un lugar de convergencia multimodal. 

Contiene neuronas que son sensibles a la configuración de muchos estímulos 

ambientales, así como al contexto conductual en el cual ocurren los eventos (O’Keefe y 

Nadel 1978). El hipocampo se considera crítico para la formación de memorias 

explícitas de largo término, las cuales se asume que dependen de este tipo de 

información configuracional así como de circuitos neurales hipocampales específicos 

(O’Keefe y Nadel 1978). 

 

Esquema I.2 Sistema de memoria del lóbulo temporal medial y sus conexiones. En 

la rata la información que llega al hipocampo proviene de áreas de asociación de la 

neocorteza (azul). Ésta proyecta a las cortezas perirrinal (naranja), postrrinal (violeta) y 

entorrinal (verde), que están a su vez interconectadas. De este modo, la corteza 

entorrinal es un sitio de convergencia y distribución de la información proveniente de la 

corteza al hipocampo en sí, giro dentado y subiculum (rojo). Al mismo tiempo, es la 

principal vía de salida de la información desde el hipocampo, giro dentado y subiculum. 
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La mayor entrada hacia el giro dentado y una de las entradas más importantes 

hacia el hipocampo y el subiculum proviene de la corteza entorrinal que a su vez, recibe 

información de una variedad de regiones corticales. Sabemos específicamente que el 

hipocampo está conectado con la amígdala y otras áreas de la corteza que también han 

sido implicadas en el procesamiento de la memoria. A su vez, la corteza entorrinal 

recibe aferentes que llegan de las distintas regiones del hipocampo, sobre neuronas que 

a su vez mandan proyecciones a distintas áreas de la corteza (Esquema I.3). Este 

sistema, y particularmente el hipocampo ha sido involucrado en la formación de 

memorias de tipo declarativas. Sin embargo no está claro, cuál es su función específica 

y durante cuánto tiempo es necesario. 

 

Esquema I.3. Conexiones intrínsecas de la formación hipocámpica. En la rata el 

término “formación hipocámpica” comprende seis regiones cito-arquitectónicamente 

diferentes: el hipocampo propiamente dicho que a su vez se divide en tres regiones 

(CA1, CA2 y CA3), el giro dentado (GD), el subiculum (S), el presubiculum (PrS), el 

parasubiculum (PaS) y la corteza entorrinal (CE). Notar que muchas de las vías 

señaladas − la vía perforante (verde), las fibras musgosas (celeste) y las colaterales de 

Schaffer (roja) − son unidireccionales. Además, se señala que existen interacciones 

corticales y subcorticales. 
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Etapas de la memoria 

La formación de una memoria no se trata de un proceso único, sino que es el 

resultado de la integración de etapas o procesos, en los cuales pueden intervenir 

diferentes mecanismos. Las definiciones modernas atribuyen a la memoria los procesos 

de adquisición de la información, guardado (consolidación) y evocación. Dicho de 

otro modo, para tener memoria de algún suceso, primero hay que adquirir  la 

información pertinente. Luego, la memoria deberá atravesar una etapa de consolidación 

en la que será guardada en un sistema de almacenamiento de largo término. Finalmente, 

para poder recordar, tiene que existir un mecanismo que permite poner en juego la 

memoria: la evocación (ver Esquema I.4). Además, la evocación de un recuerdo puede 

tener profundas influencias sobre el propio recuerdo y sobre un comportamiento 

subsiguiente, por ejemplo, puede iniciar la extinción. Pero extinción no es un sinónimo 

de borrado u olvido, las memorias extinguidas pueden ser revividas mediante alguna 

clave recordatoria y en particular si se recrea la situación que dio lugar al aprendizaje 

original (Ahlers y col. 1989; Izquierdo 1989). La extinción consiste en la inhibición 

gradual de la evocación del aprendizaje original, y no en el borrado de la memoria 

(Myers y Davis 2002).  

Se ha propuesto también que la evocación podría desencadenar la 

reconsolidación de la traza de memoria. Dicho de otro modo, una memoria ya 

consolidada, al ser reactivada, se vuelve sensible a tratamientos que se sabe impiden la 

consolidación de la traza de memoria original (Misanin y col. 1968; Judge y 

Quartermain 1982; Nader y col. 2000; Sara 2000; Taubenfeld y col. 2001a; Debiec y 

col. 2002; Milekic y Alberini 2002; Pedreira y col. 2002; Pedreira y Maldonado 2003; 

Dudai y Eisenberg 2004; Boccia y col. 2005; Boccia y col. 2010).  
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Asimismo, los procesos de consolidación, reconsolidación y extinción de la 

memoria pueden ser altamente modulados por diversos neurotransmisores, hormonas y 

señales periféricas (McGaugh 2004; Boccia y col. 2009; Boccia y col. 2010). Sin 

embargo, los mecanismos involucrados en estas fases de la memoria exceden los 

objetivos de esta tesis (para una revisión ver Izquierdo y Medina 1997; McGaugh 2000) 

 

 

Esquema I.4. Las etapas de la memoria. Varias etapas han sido descriptas para el 

procesamiento de la memoria. El aprendizaje ocurre durante una etapa inicial de 

adquisición. Luego la memoria atraviesa un período de consolidación que puede durar 

horas y se caracteriza por el requerimiento de la transcripción y de la traducción. Los 

inhibidores de la síntesis de proteínas interfieren con la consolidación de la memoria e 

impiden la formación de la MLT. La evocación de la memoria ocurre durante la sesión 

de test. La evocación puede desencadenar al menos dos procesos: 1) la reconsolidación, 

definida como la susceptibilidad de la MLT a la acción de inhibidores de la síntesis de 

proteínas luego de una sesión de test en ausencia del refuerzo; y 2) extinción, que es un 

proceso que causa una disminución en la retención de la memoria luego de su evocación 

no reforzada e involucra el aprendizaje de una nueva asociación y no una reversión en el 

aprendizaje de la asociación original.  

 

Entre las etapas mencionadas, la más estudiada ha sido y es la etapa de 

consolidación. La idea de que las memorias atraviesan una etapa de consolidación 

surgió a partir de un estudio realizado por Müller y Pilzecker (1900) con seres humanos. 
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Ellos encontraron que la memoria de cierta información A se perdía, si otra información 

B era aprendida inmediatamente luego de haber adquirido la información A. Basados en 

estos resultados, propusieron la hipótesis de la preservación o consolidación de las 

memorias. Ésta sugiere que el proceso que subyace a la formación de nuevas memorias 

persiste inicialmente en un estado frágil y que se consolida con el tiempo. 

Muchas de las convicciones acerca de la consolidación de las memorias, 

surgieron a partir de estudios realizados en pacientes que tenían dañada alguna región 

particular del cerebro, o de personas que quedaron inconscientes durante un tiempo 

debido a un accidente. En ese sentido, el primer caso bien estudiado acerca de la 

memoria es el del paciente HM (Scoville y Milner 1957), a quien le fueron removidos 

parte de sus lóbulos temporales, incluyendo el hipocampo, giro dentando y subículum, 

la corteza entorrinal, perirrinal y amígdala. HM sufrió durante años ataques epilépticos a 

consecuencia de un daño cerebral a los 9 años de edad, cuando fue atropellado por 

alguien que andaba en bicicleta. De adulto, no pudo llevar una vida normal, trabajar o 

tener una familia. La pérdida de algunas porciones de sus lóbulos temporales lo dejó 

con un déficit de memoria devastador. Éste fue bastante específico, dado que HM 

conservaba intacta la memoria de muy corto plazo (segundos o minutos) y tenía una 

memoria perfecta para hechos que ocurrieron antes de la operación. Recordaba su 

nombre y eventos de su niñez, aunque tenía cierto grado de amnesia para la información 

adquirida en los años cercanos a la cirugía (amnesia retrógrada). Retenía perfectamente 

bien el lenguaje y su variado vocabulario y su coeficiente intelectual permaneció en el 

rango de lo normal. Lo que no podía hacer ahora era transferir una memoria de corto 

término a una permanente. Retenía por muy poco tiempo la nueva información 

concerniente a lugares, gente, u objetos (amnesia anterógrada). Nunca reconoció a la 

doctora Milner, a pesar de haberla visto mensualmente por varios años. Ante cada 
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encuentro, reaccionaba como si nunca la hubiera visto antes. Al mismo tiempo, tenía 

tremendos problemas de orientación espacial, tantos, que le tomó casi un año aprender 

el camino a su nueva casa. 

Este, y otros casos clínicos en los que se estudiaron pacientes con lesiones 

similares a HM han contribuido a la idea de que la formación hipocámpica sería un 

sistema de memoria transitorio, que dejaría de ser necesario una vez que la memoria se 

ha guardado de manera permanente en la neo-corteza u otras estructuras, es decir, una 

vez que la memoria se ha consolidado. En particular, la integridad del hipocampo 

pareciera ser un prerrequisito para la normal adquisición y consolidación de 

información acerca de las asociaciones y relaciones entre estímulos. (Cemark y 

O´Connor 1983; Rempel-Clower y col. 1996: Teng y Squire1999). 

 

La odisea de la “consolidación” 

En el año 1949, Donald Hebb allanó el terreno para lo que se convertiría en uno 

de los grandes dogmas de la memoria: la teoría de la doble traza. Esta teoría revivió la 

idea de la perseverancia de Müller y Pilzecker (1900), al postular la existencia de una 

MCT en forma de actividad reverberante en circuitos locales. Esta reverberación 

induciría cambios estructurales en las sinapsis de la red reverberante y permitiría que la 

memoria se almacenara en forma persistente como MLT (Hebb 1949). Estas ideas 

provocaron un cambio en el estudio de la memoria. La idea de que las modificaciones 

estructurales subyacían a la MLT, sugirió un rol para la síntesis de proteínas en este 

proceso que fue confirmado experimentalmente (para una revisión ver Davis y col. 

1984; McGaugh 2000). De hecho, uno de los dogmas consensuados entre los expertos 

es que, luego de la adquisición, la memoria se divide en al menos dos fases: una que 
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dura entre minutos y unas horas (MCT) y es independiente de la síntesis de ARNm y de 

proteínas, y una que dura al menos 24 horas (MLT) y depende de la transcripción y la 

traducción (McGaugh 2000; Kandel 2001). Experimentalmente, se demostró que la 

infusión intracerebral de inhibidores de la síntesis de proteínas es capaz de producir un 

déficit en la MLT, pero no en la MCT (Agranoff 1965; Barondes 1970; Davis y col. 

1984; Izquierdo y col. 1998; McGaugh 2000). Más aún, el efecto amnésico de estos 

inhibidores depende del momento en el cual se realiza la administración. La sensibilidad 

a estos inhibidores varía según la especie y la tarea aprendida, y puede durar minutos o 

hasta 6 horas luego del entrenamiento (Flood y col. 1975; Davis y col. 1976; Grecksch y 

col. 1980; Montarolo y col. 1986; Rosenblum y col. 1993; Ghirardi y col. 1995; 

Pedreira y col. 1995; Bourtchouladze y col. 1998; Schafe y col. 2000b; Igaz y col. 2002; 

Scharf y col. 2002). Estos hallazgos le dieron un sustrato molecular a las observaciones 

de Müller y Pilzecker y permitieron postular que la característica principal de la 

consolidación de la MLT era el requerimiento de síntesis de nuevas proteínas 

(McGaugh 2000; Kandel 2001). Inclusive, experimentos posteriores identificaron que el 

requerimiento de síntesis proteica no era continuo luego del entrenamiento sino que, en 

varios casos, la sensibilidad a inhibidores de la síntesis de proteínas se expresaba en 

momentos discretos, luego de la adquisición de una tarea (Bourtchouladze y col. 1998; 

Quevedo y col. 1999; Igaz y col. 2002). De esta forma, se encontraron al menos dos 

ondas o picos de requerimiento de traducción para la consolidación de la memoria de 

varios aprendizajes: uno al momento del entrenamiento y otro entre 3 y 6 h más tarde. 

Pasadas unas horas, los inhibidores de la traducción eran inefectivos para causar 

amnesia a las 24 horas del entrenamiento, indicando que la consolidación se completa 

en unas pocas horas (Igaz y col. 2002). 
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Por otra parte, los experimentos de Muller y Pilzecker acerca de la perseverancia 

tomaron fuerza en la psicología como una forma de comprender la amnesia retrograda 

observada luego de lesiones cerebrales. No obstante, la pérdida de memoria por lesiones 

puede extenderse a varios años previos a esa lesión. Por lo tanto, la amnesia retrograda 

más prolongada no podía ser explicada en términos de una consolidación que dura unas 

pocas horas. 

Durante los últimos 15 años se ha intentado combinar los dos fenómenos antes 

mencionados: 1) las observaciones a nivel molecular de que la memoria es susceptible a 

manipulaciones farmacológicas por unas horas luego de un entrenamiento, y 2) la 

existencia de amnesia retrograda que puede extenderse a lo largo de días en animales y 

hasta años en humanos al producirse una lesión en el MTL. El resultado es una hipótesis 

bastante intuitiva y poco explicativa: la consolidación involucra una reorganización a 

nivel celular o sináptico y también una reorganización a nivel de sistemas (Dudai y 

col. 2004; Frankland y col. 2005; Morris 2006). La consolidación celular o sináptica se 

completa en unas horas luego del entrenamiento e implica la estabilización de los 

cambios en la conectividad sináptica en circuitos locales (por ejemplo, el crecimiento de 

nuevas conexiones y la reestructuración de otras ya existentes). La consolidación a nivel 

de sistemas es un proceso temporalmente mucho más largo e involucra la 

reorganización gradual de las regiones que subyacen a la traza de memoria (por 

ejemplo, un cambio dependiente del tiempo en los circuitos necesarios para la 

evocación de una memoria) (Dudai y col. 2004; Frankland y col. 2005; Morris 2006). 

Encontramos en la literatura científica numerosas evidencias de la consolidación 

celular (para una revision ver McGaugh 2000; Kandel 2001; Izquierdo y col. 2006). 

Además, se han identificado varias de las cascadas de señalización intracelular, de los 

factores de transcripción y algunos de los genes involucrados en este proceso (Abel y 
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col. 1997; Izquierdo y Medina 1997; Kandel 2001; Sweatt 2004). Entre ellas, la cascada 

de la proteína quinasa A (PKA) (Brunelli y col. 1976; Bernabeu y col. 1997; 

Bourtchouladze y col. 1998; Schafe y col. 2000b; Locatelli y col. 2002), las quinasas 

reguladas extracelularmente (ERK1/2) (Atkins y col. 1998; Selcher y col. 1999; Schafe 

y col. 2000a; Alonso y col. 2002c; Gooney y col. 2002; Bozon y col. 2003; Kelleher y 

col. 2004; Sweatt 2004; Trifilieff y col. 2006), los factores de transcripción CREB 

(Montarolo y col. 1986; Bernabeu y col. 1997; Bartsch y col. 1998; Taubenfeld y col. 

2001b; Bozon y col. 2003; Trifilieff y col. 2006), c-Fos (Morrow y col. 1999; 

Cammarota y col. 2000; Guzowski 2002; He y col. 2002; Fleischmann y col. 2003; 

Countryman y col. 2005; Yasoshima y col. β006) y C/EBPく (Alberini y col. 1994; 

Taubenfeld y col. 2001a; Yefet y col. 2006) y algunos genes efectores como el factor 

neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) (Qiao y col. 1998; Hall y col. 2000; Mizuno y 

col. 2000; Tokuyama y col. 2000; Johnston y Rose 2001; Alonso y col. 2002a; Egan y 

col. 2003; Lee y col. 2004; Liu y col. 2004; Monteggia y col. 2004; Pezawas y col. 

2004; Rattiner y col. 2004; Alonso y col. 2005; Ou y Gean 2006).  

Sin embargo, algunos autores aún cuestionan el rol de la síntesis de novo de 

proteínas en la formación de la memoria. Una hipótesis alternativa propone que la 

modificación post-traduccional de proteínas pre-existentes es necesaria y suficiente para 

la MLT, y que la transcripción y la traducción simplemente funcionan como 

mecanismos de reposición de proteínas usadas en las sinapsis (Routtenberg y Rekart 

2005). Otra posibilidad que contemplan algunos autores, es que la síntesis de nuevas 

proteínas es importante para la modulación, pero no para la consolidación de la MLT, y 

no constituye el sustrato de la traza de memoria (Gold 2006). 

La consolidación a nivel de sistemas está avalada por un menor número de 

evidencias señaladas en los importantes trabajos publicados  por el grupo de Frankland 
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y Bontempi (Frankland y col. 2001; Frankland y col. 2004; Maviel y col. 2004) durante 

los últimos diez años. Estos trabajos indican que, mientras que la evocación de una 

memoria espacial reciente activa el hipocampo y la corteza entorrinal, la evocación de 

una memoria remota está asociada a la activación (relacionada con el consumo de 

glucosa o a la induccion de genes como c-Fos y Zif268) de zonas de la corteza 

prefrontal, frontal, cingulado anterior, corteza retrosplenial y corteza temporal (Maviel y 

col. 2004). Resultados similares fueron obtenidos para la evocación de una memoria 

asociativa de miedo (Frankland y col. 2004). Pero a pesar de que estos experimentos 

apoyan claramente la hipótesis de una consolidación de sistemas, el hecho de que una 

zona se active durante la evocación de una memoria, no quiere decir que la traza esté 

almacenada en esa región, sino solamente que participa del mecanismo necesario para la 

evocación.  

Un trabajo del grupo de Morris (2007) sugiere que una memoria espacial dejaría 

de depender de la integridad del hipocampo luego de dos días de la adquisición (Tse y 

col. 2007), indicando que, al menos para esta tarea, la consolidación a nivel de sistemas 

se completaría en un tiempo corto relativo a los gradientes propuestos por los trabajos 

anteriores. 

 

Cuestiones de mantenimiento: persistencia de la memoria 

Dentro del marco de lo expuesto en los párrafos anteriores, aún quedan en el 

tintero los mecanismos por los cuales se mantendría la traza en el hipocampo mientras 

se transfiere y almacena en las cortezas (proceso que podría tardar días o meses) 

(Frankland y Bontempi 2005). Si los eventos moleculares que se inducen con el 

aprendizaje continúan por horas o días luego del entrenamiento, la activación de 
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cascadas de señalización intracelulares y la síntesis de macromoléculas podrían 

mantener las modificaciones sinápticas producidas por el aprendizaje hasta que los 

circuitos se reorganicen y la traza sea almacenada en la corteza. Por lo tanto, un bloqueo 

del proceso de mantenimiento de la traza en el hipocampo afectaría un posible proceso 

de transferencia a la corteza; por lo tanto, existiría una consolidación completa a nivel 

celular pero incompleta a nivel de sistemas, y se vería un decaimiento más rápido de la 

memoria a lo largo de los días.  

El hallazgo de una fase dependiente de síntesis de proteínas y de BDNF en el 

hipocampo necesaria para la persistencia de la MLT (Bekinschtein y col. 2007; 

Bekinschtein y col. 2008) da cuenta del posible mecanismo que mantendría la memoria 

en el hipocampo mientras el engrama se transfiere a la corteza. Así, la inhibición de la 

síntesis de proteínas o de BDNF durante el período crítico interferiría con el 

mantenimiento de la memoria en el hipocampo causando una transferencia incompleta y 

una memoria que no persiste a lo largo del tiempo. 

 

Bases moleculares de la persistencia 

La vida media de las proteínas es relativamente corta comparada con la duración 

de las memorias. Entonces, ¿qué mecanismos moleculares podrían permitir el 

mantenimiento de la traza mnésica? Una posible explicación involucra rondas 

recurrentes de activación neuronal (Wittenberg y col. 2002) que producirían cambios 

moleculares que podrían preparar a una población neuronal para participar en futuros 

episodios de plasticidad sináptica por reforzamiento en la eficacia de la transmisión 

sináptica y crecimientos de dendritas y axones (Lamprecht y LeDoux 2004, Tolwani y 

col. 2002).  



 

24 

Sin embargo, actualmente son pocos los trabajos que han colaborado con el 

esclarecimiento de los mecanismos moleculares involucrados en el mantenimiento de 

los cambios sinápticos vinculados con el almacenamiento persistente de la memoria. 

Los candidatos más destacados hasta el momento son el BDNF y  PKMζ.  

El BDNF pertenece a una familia de factores tróficos denominados neurotrofinas 

(McAllister y col. 1999; Huang y Reichardt 2001; Binder y Scharfman 2004). En el 

cerebro adulto, el BDNF es importante para la transmisión sináptica excitatoria y la 

plasticidad (Poo 2001; Tyler y col. 2002; Bramham y col. 2005). Su expresión es 

regulada por dopamina (Küppers y Beyer 2001), se sintetiza, se almacena y es liberado 

por neuronas glutamatérgicas, y su receptor, el TrkB, se expresa abundantemente en 

sinapsis glutamatérgicas (Bramham y col. 2005). Además, esta proteína es necesaria y 

suficiente para el mantenimiento de la potenciación de largo término (LTP) en el 

hipocampo, probablemente la forma más estudiada de plasticidad sináptica (Bramham y 

col. 2005; Lu y col. 2008), que podría ser uno de los mecanismos celulares subyacentes 

a la MLT (Pastalkova y col. 2006; Whitlock y col. 2006). 

Durante la última década se acumuló una gran cantidad de evidencias que 

sugieren que el BDNF juega un papel crucial en el aprendizaje y la memoria (Qiao y 

col. 1998; Hall y col. 2000; Mizuno y col. 2000; Tokuyama y col. 2000; Johnston Rose 

2001; Alonso y col. 2002a; Egan y col. 2003; Lee y col. 2004; Liu y col. 2004; 

Monteggia y col. 2004; Pezawas y col. 2004; Rattiner y col. 2004; Alonso y col. 2005; 

Ou y Gean 2006). A través de la unión a su receptor TrkB, el BDNF es capaz de regular 

la transcripción y la traducción necesarias para la plasticidad sináptica y la memoria 

mediante, al menos, tres cascadas de señalización intracelular: 1) ERK 1/2, 2) PI3K y 3) 

PLCけ (ver Esquema I.5).  
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Esquema I.5. Vías de señalización intracelular activadas por la unión del BDNF a 

su receptor TrkB. La caricatura describe las principales cascadas bioquímicas 

involucradas en las acciones conocidas del BDNF sobre la plasticidad sináptica y la 

memoria. La unión del BDNF a su receptor TrkB puede modular rápidamente la 

actividad de los receptores NMDA y AMPA que están en la membrana, o puede regular 

la transcripción y la traducción a través de tres vías de señalización intracelular: PLCけ  

(fosfolipasa C gama), proteína quinasa regulada extracelularmente (ERK) y proteína 

quinasa de fosfatidil inositol-3-fosfato (PI3K). La activación de la PLCけ  produce una 

liberación de calcio del retículo endoplásmico (ER) y la activación de proteínas 

quinasas dependientes de calcio-calmodulina (CamKII), que resultan en la fosforilación 

de CREB y la activación de la transcripción. El BDNF también activa la proteína PI3K 

que puede fosforilar a la proteína quinasa B (Akt/PkB) y a la proteína blanco de 

rapamicina en mamíferos (mTOR), regulando así la iniciación de la traducción mediante 

la modulación de la actividad del factor de iniciación de la traducción 4E (eiF4E o 4E), 

entre otros sustratos. La activación de la vía de ERK puede regular la transcripción a 

través de la fosforilación de CREB y la proteína similar a E-26 1 (Elk-1) o la traducción 

mediante la fosforilación del eiF4E. La expresión génica inducida por CREB puede 

involucrar la transcripción de los ARNm de IEGs como c-fos y zif268. 



 

26 

En nuestro laboratorio, hemos demostrado previamente que la activación de la 

vía ERK1/2 mediada por BDNF 12 horas post-entrenamiento, es crucial para el 

guardado de una memoria persistente, en detrimento de las otras dos vías (Bekinschtein 

y col. 2008). La activación de la cascada de ERK1/2 lleva a la unión del factor de 

transcripción CREB al elemento de respuesta a AMPc (CRE) de los promotores de 

genes inmediatos tempranos (IEGs), tales como c-fos y zif268 (Alonso y col. 2002b; 

Bozon y col. 2003; Arthur y col. 2004; Riccio y col. 2006), cuya expresión tardía –18-

24 horas luego de un entrenamiento de evitación inhibitoria (EI)– está desencadenada 

por la acción de BDNF durante la fase de persistencia en el hipocampo. Los aumentos 

en los niveles de estos IEGs se bloquean por tratamientos que afectan la persistencia de 

la memoria, como la inhibición de la síntesis de proteínas o la actividad del BDNF 12 

horas luego del entrenamiento (Bekinschtein y col. 2007). De esta manera, el BDNF 

estaría regulando la expresión de IEGs como c-Fos y Zif268 que, a su vez, podrían 

modular la transcripción de una variedad de genes blanco. Asimismo, trabajos recientes 

muestran que la persistencia de la memoria podría estar regulada por modificaciones 

epigenéticas que regulan la expresión de genes (Day y Sweatt 2010).    

En resumen, la fase de persistencia depende de síntesis de proteínas y de BDNF 

a las 12 horas de un entrenamiento en una tarea aversiva en hipocampo (Bekinschtein y 

col. 2007; Bekinschtein y col. 2008) y en amígdala (Ou y col. 2010). El aumento de 

BDNF hipocampal durante la fase de persistencia, es el producto de la estimulación de 

los receptores dopaminérgicos D1 mediada por la dopamina proveniente de la VTA 

(Rossato y col. 2009). El BDNF es necesario y suficiente para promover una memoria 

duradera a través de la activación de ERK 1/2 vía los receptores específicos TrkB 

(Bekinschtein y col. 2008) (Ver Esquema I.5). A su vez, la cascada activada por BDNF 

estaría induciendo la expresión de IEGs (genes inmediatos tempranos), como c-Fos y 
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Zif268, ampliamente relacionados con mecanismos de plasticidad sináptica. Además, la 

inhibición de la síntesis proteica y de la síntesis y actividad de BDNF a las 12 horas, 

bloquean los aumentos de c-Fos y Zif268 inducidos por el aprendizaje a las 24 horas del 

entrenamiento (Bekinschtein y col. 2007).  

¿Cúal es la importancia de los IEGs? Tal vez uno de los más importantes 

avances en la comprensión de cómo se codifican las modificaciones permanentes en el 

sistema nervioso fue el descubrimiento del IEG c-fos en neuronas del cerebro. Los IEGs 

son genes de inducción rápida y transitoria, insensibles a inhibidores de síntesis 

proteica, en varios tipos celulares (Curran y Morgan 1987). Los IEGs se pueden 

clasificar a en: 1) los “IEGs regulatorios”, que codifican para proteínas que pueden 

aumentar o disminuir la expresión de genes “río abajo” y 2) los “IEGs efectores”, que 

codifican para proteínas que tienen un rol funcional más directo en las sinapsis. Los 

productos proteicos de los genes reguladores se denominan factores de transcripción 

inducibles (ITFs), para diferenciarlos de factores de transcripción constitutivos como 

CREB y Elk-1, que son regulados por modificaciones post-traduccionales, como la 

fosforilación. Los IEGs, incluyendo los ITFs c-fos y zif268, son el primer grupo de 

genes que se expresan luego de la activación sináptica (Guzowski 2002). En particular, 

el gen de c-fos codifica para la proteína c-Fos, la cual se dimeriza con proteínas de la 

familia Jun (c-Jun, Jun-B, Jun-D) para formar el factor de transcripción AP-1, que a su 

vez regula la expresión de varios genes efectores (Greenberg y Ziff 1984; Kubik y col. 

2007). La expresión rápida y transitoria de c-Fos está asociada a los eventos iniciales de 

la formación de la memoria en varias tareas de aprendizaje (Izquierdo y Medina 1997; 

Tischmeyer y Grimm 1999; Guzowski 2002; Kubik y col. 2007) y el apagado del gen de 

c-fos o la inhibición de su expresión en el momento del entrenamiento interfiere con la 

formación de la memoria (Lamprecht y Dudai 1996; Tischmeyer y Grimm 1999; He y 
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col. 2002). Sin embargo, aún no se ha estudiado el rol de estos factores de transcripción 

en los mecanismos de persistencia de la memoria.  

 En forma alternativa, pero no excluyente, se vió que la persistencia de la MLT 

dependería de la activación persistente de una isoforma atípica de la proteína quinasa C, 

llamada proteína quinasa Mzeta (PKMζ)  que carece del dominio regulatorio, lo cual le 

adjudica la característica de ser constitutivamente activa (Sacktor y col. 1993). Varios 

trabajos han demostrado que la inhibición local de la PKMζ en diferentes regiones de 

cerebro, produce un “borrado” rápido de la MLT de varios tipos de aprendizaje en 

roedores, luego de días, semanas e incluso meses después del entrenamiento (Pastalkova 

y col. 2006; Shema y col. 2007; Serrano y col 2008; Kwapis y col 2009; Shema y col. 

2009; Hardt y col. 2010; Madronal y col. 2010; Migues y col. 2010; Sacco y Sachetti, 

2010; von Kraus y col. 2010).  

Sin embargo, resultados recientes muestran que el “borrado” de la MLT 

producido por la inhibición de la PKMζ podría ser tal vez sólo una disrupción temporal 

de la expresión de la memoria (Parsons y Davis 2011).  

 

Corteza retrosplenial 

Han transcurrido 100 años desde que Brodman delineara la corteza retrosplenial 

(áreas 29 y 30) dentro de la región del cíngulo posterior en humanos. Lamentablemente, 

se realizaron muy pocos avances en el entendimiento de la corteza retrosplenial en los 

90 años que siguieron, hasta que Vogt planteó: “nada se sabe acerca de su función” 

(Vogt y col. 2000). Las primeras ideas acerca de la función de la corteza retrosplenial 

rondaban sobre su rol potencial en los sistemas cerebrales que regulan la emoción. El 

ejemplo más claro acerca de ello es el circuito de Papez (Papez 1937), en el cual las 
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proyecciones desde el núcleo talámico anterior a la corteza del cíngulo y desde allí hacia 

otras regiones corticales colorean emocionalmente nuestros procesos psíquicos. El 

concepto de Paul MacLean (1949) sobre el “cerebro visceral” afirmaba las ideas de 

Papez, citando evidencia de que la estimulación de las cortezas del cíngulo pueden 

evocar cambios autonómicos que están vinculados con la emoción. Sin embargo, este 

enfoque previo sobre emoción y regulación autonómica puede haber desviado la 

atención de la importancia potencial de esta estructura en otras funciones cognitivas.  

El término “retrosplenial” define la posición de dicha corteza por detrás del 

esplenio, la parte más caudal del cuerpo calloso. En primates, la corteza retrosplenial 

forma parte de la región del cíngulo posterior. En cambio en la rata, la región del 

cíngulo posterior entera es designada como corteza retrosplenial (Vann y col. 2009). 

Una característica destacable de la corteza retrosplenial de rata es su tamaño, se 

extiende por más de la mitad de la longitud total del cerebro, lo cual la convierte en una 

de las mayores regiones corticales en esta especie.  

Si bien poco se sabe acerca de la función de la corteza retrosplenial, sus 

conexiones señalan enseguida su posible rol en memoria. Estudios de seguimiento 

axonal en monos han revelado conexiones reciprocas con tres regiones distinguidas: la 

formación hipocampal, la región parahipocampal y un selecto núcleo talámico 

(Kobayashi y Amaral 2003; Kobayashi y Amaral 2007). Otra destacable conexión 

incluye vías recíprocas de la retrosplenial con partes de la corteza prefrontal, lo cual 

provee una vía indirecta para la influencia del hipocampo sobre la corteza prefrontal 

dorsolateral y viceversa (Morris y col. 1999).  

La corteza retrosplenial en la rata está gobernada por conexiones recíprocas con 

el núcleo talámico anterior, el núcleo tálamico dorsal lateral y la formación hipocampal 
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(Van Groen y Wyss 1990; Van Groen y Wyss 1992; Van Groen y Wyss 2003) (ver 

Esquema I.6). Cabe resaltar que tanto en el cerebro de roedor como en el de mono, la 

corteza retrosplenial provee una ruta recíproca e indirecta entre la formación 

hipocampal y el núcleo talámico anterior, a pesar de que estas regiones están 

comunicadas entre sí por una densa conexión directa. La importancia funcional de esta 

ruta indirecta se ve reflejada por estudios de desconexión que muestran que el núcleo 

talámico anterior, la corteza retrosplenial y el hipocampo requieren uno de otro para 

sustentar el aprendizaje espacial (Sutherland y Hoesing 1993; Warburton y col. 2001). 

 

Esquema I.6. Principales conexiones de la corteza retrosplenial en la rata. A la 

izquierda, las principales conexiones extrínsicas. A la derecha, las principales 

conexiones intrínsecas dentro de la corteza retrosplenial. AD, núcleo talámico dorsal 

anterior; AM, núcleo talámico medial anterior; AV, núcleo talámico ventral anterior; 

LD, núcleo talámico laterodorsal; LP, núcleo talámico lateroposterior; ParaS, 

parasubiculum; Post, postsubiculum; PreS, presubiculum; Sub, subiculum; los números 

hacen referencia a las designaciones de área. 

  

Estas consideraciones plantean la importante cuestión de identificar aquellas 

conexiones de la corteza retrosplenial en memoria que no son compartidas ni con el 

hipocampo ni con el núcleo talámico anterior, lo cual sería clave para determinar su 

contribución “única” en el procesamiento de la memoria. Las conexiones candidatas no 
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compartidas con el hipocampo y núcleo talámico anterior incluyen conexiones 

recíprocas con áreas en la corteza prefrontal dorsolateral (Morris y col. 1999), lo cual 

provee una vía importante entre el hipocampo y regiones corticales involucradas en la 

función ejecutiva (planificación y secuenciación de acciones futuras, elegidas de entre 

múltiples opciones).  

Tal vez lo más importante sea que la corteza retrosplenial recibe información 

sensorial elaborada más temprano que el hipocampo o el núcleo talámico anterior. Las 

entradas directas de V2 y V4, junto con las fibras aferentes del claustro y el núcleo 

talámico lateroposterior, podrían proporcionar información visual (Milner y Vogt 1984). 

También, la información sensorial puede ser transmitida a través de proyecciones de la 

corteza parietal directas a la corteza retrosplenial. Además, la corteza parietal tiene 

proyecciones especialmente densas hacia el cíngulo posterior (Kobayashi y Amaral 

2003), que a su vez proyecta fuertemente hacia la corteza retrosplenial. Así, las zonas 

29 y 30 podrían ser conductos vitales de la información sensorial (parietal y occipital) 

que llega tanto a la formación hipocampal como al núcleo talámico anterior ayudando a 

la formación de la memoria. 

Experimentos con lesiones en humanos (Valenstein y col. 1987; Maguire 2001) 

y roedores (Sutherland y col. 1988; Vann y Aggleton 2002; Vann y Aggleton 2004), asi 

como datos anatómicos (Miller y Vogt 1984; Wyss y van Groen 1992; Burwell y 

Amaral; 1998) y funcionales (Cooper y Mizumori 2001; Destrade y Ott 1982; 

Vanderwolf y col. 1985; Pan y McNaughton 1997; Vann y col.  2000; Albasseret y col. 

2007), señalan que la corteza retrosplenial podría cooperar con el hipocampo en 

aprendizaje y memoria. 
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A pesar de las evidencias presentadas acerca de las conexiones y activación de la 

corteza retrosplenial que la vinculan con aprendizaje y memoria, ninguno de estos 

trabajos ha establecido el rol de esta estructura en la persistencia de la memoria ni los 

mecanismos moleculares que la subyacen, como tampoco el papel que podría estar 

desempeñando c-Fos en el mantenimiento de la traza mnésica. 
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Objetivos 

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es comprender el rol de los procesos 

de síntesis de macromoléculas, específicamente la transcripción y la traducción de 

genes, en la persistencia de la MLT. Para ello, utilizamos como modelo un paradigma 

de aprendizaje aversivo en ratas, la evitación inhibitoria, el cual es fuertemente 

dependiente de la integridad funcional del hipocampo. 

A partir de las evidencias presentadas en la introducción de este trabajo, y 

basándonos en trabajos previos de nuestro laboratorio estudiando los requerimientos 

moleculares y celulares del aprendizaje de EI, definimos los siguientes objetivos 

particulares: 

• Establecer el requerimiento de síntesis de nuevos mensajeros en el hipocampo más allá 

de las 6 h luego del entrenamiento para la persistencia de la MLT. 

• Estudiar el rol de c-Fos en la fase necesaria para persistencia de la MLT en el 

hipocampo. 

• Determinar la suficiencia o no de c-Fos durante la fase dependiente de síntesis de 

nuevas proteínas necesaria para la persistencia de la MLT en el hipocampo. 

• Identificar estructuras asociadas al hipocampo en el procesamiento de la MLT 

mediante la expresión diferencial de c-Fos. 

• Establecer el requerimiento de síntesis de nuevos mensajeros y nuevas proteínas en la 

corteza retrosplenial luego del entrenamiento para la formación y persistencia de la 

MLT. 

• Estudiar el rol de c-Fos en la formación y persistencia de la MLT en la corteza 

retrosplenial. 
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Materiales y Métodos 
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Sujetos experimentales 

Se utilizaron ratas Wistar machos (2-3 meses de edad; peso, 180-250 g) de 

nuestros propios bioterios. Los animales fueron mantenidos en jaulas en grupos de 

cinco, con agua y comida disponibles ad libitum, bajo un ciclo luz/oscuridad de 12 

horas (encendiéndose la luz a las 7 de la mañana), a una temperatura constante de 23 ± 

1°C. 

 

Cirugía 

Los animales utilizados para los experimentos farmacológicos fueron sometidos 

a cirugía para la implantación de cánulas guía bilaterales, de un calibre de 0.7 mm 

(22G). La cirugía se realizó bajo anestesia con ketamina (0.4 mg/100 g) y xilacina (0.3 

mg/100 g). Las cánulas guía fueron implantadas 1 mm sobre el área CA1 del hipocampo 

dorsal según las coordenadas del atlas de cerebro de rata (Paxinos y Watson 1997): 

anterior -4.3; lateral ± 4.0; ventral –2.4 (Esquema II.1, izquierda) o sobre la region 

dorsal de la corteza retrosplenial: anterior -4.3; lateral ± 0.5; ventral –1.2 (Esquema II. 

1, derecha), con respecto al bregma. Las cánulas fueron fijadas al cráneo con acrílico 

dental (ver Foto 1.1). A fin de asegurar una completa recuperación de los animales, 

estos fueron util izados para los diferentes procedimientos cuatro días luego de la 

cirugía. 

 

Foto 1.1. Localización de las cánulas 

guía luego de la cirugía. Las cánulas 

fueron implantadas en la región CA1 

del hipocampo dorsal en las 

coordenadas: anterior -4.3; lateral ± 

4.0; ventral –2.4 según el atlas de 

Paxinos y Watson, 1997. 
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Localización de las cánulas 

Se realizaron controles histológicos post-mortem de la ubicación de las cánulas. 

Uno o dos días luego de finalizados los procedimientos conductuales, se infundió 1 μl 

de una solución al 4% de azul de metileno en solución salina a través de cada cánula y 

los animales fueron sacrificados por decapitación 15 minutos después. Los cerebros 

fueron incubados en formalina al menos por 72 horas y la localización de la cánula fue 

verificada mediante examinación histológica. La infusión se extendió en un radio de 

menos de 1.2 mm3 y fue correcta (dentro de 1 mm3 del sitio elegido para la infusión) en 

un 95% de los animales. Sólo los datos conductuales de los animales con la cánula 

correctamente localizada fueron incluidos para el análisis final (ver Esquema II.1). 

 

                  

Esquema II.1. Representación esquemática de secciones coronales de cerebro de rata 

en tres planos rostrocaudales (-3.80, -4.30 y -4.80 del bregma) tomados del atlas de 

Paxinos y Watson (1997). En gris se muestra el área aproximada a la que llegó la 

infusión en el hipocampo dorsal (izquierda) y corteza retrosplenial (derecha). 
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Infusión de drogas 

En el momento de la administración de las drogas, la cánula de infusión (calibre 

0.3 mm; 30G) fue introducida dentro de la cánula guía. La punta de la cánula de 

infusión sobresalía 1.0 mm de la cánula guía, dirigida al área CA1 del hipocampo dorsal 

o de la corteza retrosplenial. Los animales fueron cuidadosamente cubiertos con una 

manta dejando fuera sólo su cabeza para realizar el procedimiento de inyección. La 

manipulación fue realizada delicadamente para minimizar el estrés. El tiempo de este 

proceso fue el mismo para todos los grupos experimentales. El procedimiento completo 

de inyección tomó aproximadamente 3 minutos, incluyendo 30 segundos para la 

inyección en sí misma, primero en un lado y luego en el otro. Después de cada infusión 

se esperó un minuto para permitir la difusión de la droga y evitar el reflujo. 

 

Drogas 

El inhibidor de la transcripción,  α-amanitina (Ama, 46 ng/1 μl/lado, Sigma), fue 

disuelta en solución fisiológica. 

Los oligonucléotidos (ODNs, Genbiotech S.R.L.) consistieron en secuencias de 

15 bases que estaban fosforotioladas en las primeras y últimas 3 bases (“end-capped”). 

Esta modificación incrementa la estabilidad y disminuye la toxicidad de los compuestos. 

La secuencia del ODN del c-fos antisentido (ASO c-fos) fue 5’-GAA CAT CAT GGT 

CGT-3’, y la del ODN del c-fos sin-sentido (MSO c-fos) fue 5’-GTA CCA ATC GGG 

ATT-3’; la secuencia del ODN del zif268 antisentido (ASO zif268) fue 5'-GGT AGT 

TGT CCA TGG TGG-3', y la secuencia del ODN del zif268 sin-sentido (MSO zif268) 

fue 5'-GTG TTC GGT AGG GTG TCA-3'. Todas las secuencias fueron sometidas a una 

búsqueda mediante el programa BLAST del NCBI utilizando la base de datos de 

Genbank. Las secuencias del ASO c-fos y del ASO zif268 sólo presentaron homología 
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con las secuencias blanco en los ARNm de c-fos y zif268, respectivamente, y con 

ninguna otra de rata o humano. Los ODNs control, MSO c-fos y zif268, que contienen 

los mismos nucleótidos que el ASO pero ordenados al azar, no presentaron homología 

completa con ninguna secuencia de la base de datos. Todos los ODNs fueron disueltos 

en solución salina e inyectados a una dosis de β nmol/1 μl/lado.  

La norepinefrina (NE, 0,3 µg/0,5 µl/lado, Sigma) fue disuelta en solución 

fisiológica. 

El inhibidor de la traducción, anisomicina (Ani, 80 μg/0.8 μl/lado, Sigma), fue 

disuelto primero en HCl concentrado, luego se ajustó el pH de la solución a ~ 7.0 con 

NaOH concentrado y fue llevada a su concentración de uso con solución fisiológica.  

El inhibidor de la traducción, emetina (Eme, 50 μg/1 μl/lado, Sigma), fue 

disuelto en solución fisiológica. 

 

Procedimientos conductuales 

Entrenamiento en la tarea de evitación inhibitoria (EI)  

Para el entrenamiento en la tarea de EI las ratas se colocaron sobre una 

plataforma de 8 cm., elevada 5 cm., y localizada a la izquierda del aparato de 

entrenamiento. El piso del aparato consiste en una serie de barras de bronce de 0.2 cm. 

de calibre, espaciadas 1.0 cm (ver Foto 1.2). Se cuantificó la latencia de las ratas previo 

al descenso de la plataforma con las cuatro patas sobre la grilla. En la sesión de 

entrenamiento, inmediatamente después de bajar de la plataforma, los animales 

recibieron una descarga de 0.3 mA (entrenamiento suave) o de 0.7 mA (entrenamiento 

fuerte) en las patas durante 3 segundos. Este grupo se ha denominado “grupo 

entrenado”.  
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Foto 1.2. Caja de entrenamiento de EI. Se observa una rata sobre la plataforma 

elevada por encima de la grilla de varillas de bronce. Durante la sesión de 

entrenamiento, el animal explora la plataforma por unos segundos y eventualmente baja 

a la grilla donde recibe un shock en las patas. En la sesión de testeo, la rata es colocada 

nuevamente sobre la plataforma y se evalúa la retención de la memoria como el tiempo 

que tarda el animal en descender a la grilla. 

 

Para los experimentos conductuales, en la sesión de testeo realizada 2 o 7 días 

(MLT) luego del entrenamiento, el procedimiento fue similar, excepto que la descarga 

eléctrica fue omitida. Se consideró que los animales habían aprendido la tarea cuando la 

latencia a descender de la plataforma en la sesión de testeo fue significativamente 

mayor a la latencia durante la sesión de entrenamiento. Esto es interpretado como una 

evitación del animal a descender, eludiendo así la llegada del estímulo aversivo e 

inhibiendo, por lo tanto, un comportamiento exploratorio innato de esta especie en un 

ambiente novedoso. 

 

Para algunos de los ensayos bioquímicos se utilizó, a su vez, un grupo de 

animales control que se colocaron directamente sobre la grilla y recibieron 

inmediatamente despúes una descarga eléctrica de 0.7 mA, durante 3.0 segundos en las 

patas (“grupo shock” ). Este grupo recibió una descarga de igual duración e intensidad 
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que el grupo entrenado pero no aprendió a asociar la bajada de la plataforma con el 

estímulo aversivo (ver caja entrenamiento de EI). El tiempo que estos animales 

permanecieron en la caja de entrenamiento fue similar al del grupo entrenado. 

 

Prueba de actividad locomotora y exploratoria: campo abierto 

El campo abierto es un test utilizado habitualmente en roedores para evaluar 

actividad locomotora y exploratoria (Viola y col. 2000). El dispositivo consiste en una 

caja de 50 cm x 50 cm de ancho con el piso color negro, dividido en 9 cuadrantes 

iguales (aprox. 16,7 cm por lado cada uno). Las paredes son negras y alcanzan una 

altura de 40 cm (Foto 1.3). Al comienzo del ensayo, se colocó a la rata en un cuadrante 

perimetral y se registró la actividad locomotora y exploratoria durante 5 minutos. El 

registro consiste en medir la cantidad de veces que el animal cruza los cuadrantes y el 

número de episodios en los que hace “reari ngs” (posición vertical que adopta el roedor 

apoyándose sobre sus patas traseras, con la que examina el ambiente). El grado de 

habituación del animal al campo abierto se considera inverso al de exploración. 

 

Foto 1.3. Se observa una rata explorando el campo abierto. La actividad exploratoria 

basal se determinó registrando el número de cruces y de “rearings”  que realizó cada 

animal durante una sesión de 5 minutos en el campo abierto. 
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Prueba de estado de “ansiedad”: laberinto elevado en forma de cruz 

El laberinto elevado en forma de cruz es un test ampliamente utilizado que 

permite evaluar el estado de ansiedad de los roedores. El dispositivo es una construcción 

de madera elevada 50 cm del suelo. Tiene dos ramas abiertas de 50 cm x 10 cm y dos 

cerradas de 50 cm x 10 cm x 40 cm, sin techo, y está diseñada de tal modo que tanto las 

ramas abiertas como las cerradas quedan opuestas (ver Foto 1.4). Durante la prueba, el 

observador se ubicó a 1,5 m del laberinto. Al comienzo del ensayo se colocó a la rata en 

el centro del laberinto enfrentando una rama abierta y se la observó durante 5 minutos 

de exploración libre. Se evaluó la cantidad de veces que el animal entró a las ramas 

abiertas, la cantidad total de entradas (independientemente de la rama) y el tiempo total 

que permaneció en las ramas abiertas. Habitualmente, las ratas permanecen menos 

tiempo en las ramas abiertas que en las cerradas y entran menor cantidad de veces a las 

ramas abiertas. Se asume que las ramas abiertas del laberinto combinan el miedo que 

provoca un espacio abierto y nuevo con el miedo de balancearse sobre una plataforma 

elevada y relativamente estrecha. Por el contrario, las ramas cerradas tienen paredes 

altas, formando un estrecho pasillo que brinda la sensación de protección frente a 

potenciales predadores (posiblemente estos miedos sean similares a lo que en seres 

humanos se conoce como agorafobia y vértigo). El uso de este test fue validado 

fisiológica, farmacológica y comportamentalmente (Pellow y col. 1985; Dawson y col. 

1995). Una conducta ansiogénica se evidencia por una disminución del porcentaje de 

entrada a ramas abiertas y/o del tiempo de permanencia en ellas. Por el contrario, una 

conducta de menor ansiedad refleja mayor exploración a los espacios abiertos.  
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Foto 1.4. Una rata en el laberinto elevado en forma de cruz. Se determinó el nivel de 

ansiedad registrando el número de entradas a los brazos cerrados o a los brazos abiertos 

del laberinto y el tiempo que el animal transcurrió en cada compartimento. 

 

Ensayos bioquímicos 

Para los ensayos bioquímicos, fueron sacrificados animales de los grupos 

entrenado, shock y naïve a diferentes tiempos, luego de los procedimientos 

conductuales. En este último grupo, los animales fueron retirados de la caja donde se los 

mantiene y sacrificados a los mismos tiempos que a los animales de los otros grupos, 

sin haber sido sometidos a ninguno de los procedimientos conductuales. Después de que 

los animales fueron sacrificados por decapitación, se removió el cerebro y se disecaron, 

congeladon y almacenaron a -70 ºC los hipocampos y las secciones dorsales de la 

corteza retrosplenial hasta su utilización.  

 

Obtención de homogenatos y fracciones nucleares 

Los hipocampos fueron homogeneizados en buffer de homogeneización a 4 ºC 

[20 mM Tris-HCL, pH 7.4, 0.32 M sacarosa, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 
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10 μg/ml aprotinina, 15 μg/ml leupeptina, 50 mM fluoruro de sodio (NaF), y 1 mM 

ortovanadato de sodio (Na3VO4 )]. A esta fracción celular se la denominó homogenato. 

Para la preparación de fracciones nucleares, los homogenatos fueron centrifugados 10 

minutos a 900 G y el pellet obtenido fue resuspendido en buffer de resuspensión (20 

mM Tris-HCL, pH 7.4, 1 mM PMSF, 10 μg/ml aprotinina, 15 μg/ml leupeptina, 50 mM 

NaF, y 1 mM Na3VO4). Todos los procedimientos fueron realizados a 4 ºC. Las 

muestras fueron almacenadas a -70 ºC hasta su utilización. En los experimentos donde 

sólo se evalúa el área del hipocampo dorsal que rodea el sitio de infusión de una droga, 

se tomaron rebanadas de 3 mm de espesor a partir del área donde se localizan las 

cánulas, y se utilizaron volúmenes de homogeneización acordes al peso de la sección. 

 

Ensayos de Western Blot 

Las muestras de homogenato (10-γ0 μg de proteína, determinado por el método 

de Bradford) o de fracciones nucleares (γ0 μg de proteína) fueron sometidas, por  

duplicado, a una electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE; geles al 10 %) y, luego, las proteínas fueron transferidas 

electroforéticamente (14 horas, 40 V a 4 ºC) a membranas de PVDF. Luego de una 

preincubación en buffer de bloqueo (20 mM Tris-HCL, pH 7.4, 10 % leche en polvo, 

150 mM NaCl, 0.05 % v/v Tween 20), estas membranas fueron incubadas durante 2 

horas a temperatura ambiente (TA) o toda la noche a 4°C con los siguientes anticuerpos 

primarios: anti-actina (1:8000; SCBT); anti c-Fos (1:1000; SCBT); anti-Zif268 (1:2000, 

SCBT). SCBT: Santa Cruz Biotechnology. 

Posteriormente, las membranas fueron lavadas 3 veces durante 15 minutos en 

buffer TTBS (20 mM Tris-HCL, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05 % v/v Tween 20) y luego 

incubadas con un anticuerpo secundario anti-conejo o anti-cabra acoplados a peroxidasa 
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de rabanito (1:10000, Bio Rad; 1:10000, SCBT) durante 40 minutos a 2 horas a TA. 

Luego de esta incubación, las membranas fueron nuevamente lavadas en buffer TTBS 3 

veces durante 15 minutos. Finalmente, se visualizaron los complejos antígeno-

anticuerpo por un método de quimioluminiscencia (NEN). El análisis densitoméntrico 

de las películas radiográficas fue realizado en un sistema de análisis de imágenes MCID 

(5.02v, Imaging Research Inc.). Los inmunoblots fueron revelados de modo tal que 

fueran lineales en el rango utilizado para la densitometría. 

 

Remoción de anticuerpos para re-incubación 

Para remover los anticuerpos, las membranas fueron incubadas durante 120 

minutos en buffer de remoción (8 mM Tris-HCl, 7 mM SDS, 0.5 M NaCl, 100 mM 

Urea, pH: 4.5) a 65 ºC con agitación en un baño termostático. Luego, las membranas 

fueron lavadas en agua destilada 4 veces durante 15 minutos, secadas a TA y 

almacenadas a 4 ºC hasta su re-incubación. 

 

Ensayos inmunohistoquímicos 

Para el análisis de difusión de los oligonucluótidos (ODN) luego de la infusión, 

las animales fueron infundidos con 2 nmol/µl (1µl/lado) de ODN antisentido de c-fos 

(ASO c-fos) biotinilados, y luego de 2, 5 o 24 horas, fueron anestesiados y perfundidos 

intracardiacamente con solución salina al 0,9 %, seguido de paraformaldehido 4 %. 

Posteriormente, los cerebros fueron removidos, y luego de un pasaje por sacarosa 10 % 

en PBS, fueron transferidos a sacarosa 30 % en PBS para brindar crioprotección al 

momento de ser cortados en el criostato en rebanadas de 50 µm. La detección del ASO 

fue realizada mediante la tinción de avidina-biotina. 
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Para la inmunohistoquímca de c-Fos, animales de los grupos entrenado, shock y 

naïve, fueron anestesiados a distintos tiempos luego del entrenamiento y perfundidos 

intracardiacamente con solución salina 0,9 %, seguido de paraformaldehido 4 %. A 

continuación, los cerebros fueron removidos y colocados en viales con la misma 

solución fijadora durante 2-4 horas. Posteriormente, fueron transferidos a sacarosa 10%, 

y por último, a sacarosa 30 % un día antes de ser cortados en crióstato de congelación. 

Se colectaron cortes coronales de 50 µm en PBS 0,1M con azida sódica 0.005 % hasta 

ser sometidos al protocolo de inmunohistoquímica. Los cortes fueron incubados con 

anticuerpo primario anti-c-Fos (1:2.000, SCBT). Los complejos antígeno-anticuerpo 

fueron detectados mediante uso del anticuerpo secundario anti-conejo biotinilado 

(Jackson ImmunoResearch Inc), que luego de ser incubado con el complejo avidina-

peroxidasa (ABC kit, Vectastain elite, Vector Laboratories), fue revelado con DAB 

(DAB Substrate Kit for Peroxidase, Vector Laboratories). Posteriormente, los cortes 

fueron montados en portaobjetos, para la posterior captura de imágenes fotográficas 

utilizando el fotomicroscópio Ziess AXIOPHOT.  

 

Análisis de datos 

Los datos de comportamiento fueron analizados mediante un test de Student no 

pareado o por ANOVA de una vía seguida de un test de Newman-Keuls. Los datos de 

Western Blot fueron analizados mediante un test de Student no pareado o ANOVA de 

una vía seguida de un test de Newman-Keuls de comparaciones múltiples. 
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Resultados 
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Capítulo I.  

Rol de la expresión de c-Fos en el 

hipocampo en el mantenimiento de 

una memoria duradera 
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I. 1. La persistencia de la memoria de largo término requiere de síntesis tardía de 

mensajeros en el hipocampo. 

Con el objetivo de investigar si existe una o más ondas de síntesis de mensajeros 

involucrada en el almacenamiento de una memoria duradera, utilizamos la tarea de 

Evitación Inhibitoria (EI) de un solo ensayo (Figura 1). Esta tarea ha sido ampliamente 

utilizada para el estudio del procesamiento de la memoria luego del aprendizaje por su 

rápida adquisición, la cual es dependiente de hipocampo así como la evocación de la 

misma (Izquierdo y col. 1997). 

 

Figura 1. Aprendizaje de evitación inhibitoria (EI). Este entrenamiento dura sólo 

unos segundos y genera una memoria robusta cuya evocación es dependiente del 

hipocampo. Durante la sesión de entrenamiento, la rata es colocada en la plataforma y la 

explora por algunos segundos. Luego el animal desciende a la grilla donde recibe un 

shock eléctrico moderado en las patas. Durante la sesión de testeo (en este trabajo 2 o 7 

días después del entrenamiento), el animal es colocado nuevamente sobre la plataforma 

y se mide el tiempo que tarda en descender a la grilla. 
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Para estudiar el rol de la transcripción en el hipocampo, infundimos dentro de la 

región CA1 dorsal un inhibidor específico de la ARN polimerasa II, α-amanitina, a 

distintos tiempos luego del entrenamiento de EI, en una dosis que se sabe interfiere con 

la formación de la memoria (Duvarci y col. 2008; Igaz y col. 2002). Como se muestra 

en la figura 2, la infusión de α-amanitina 24 horas luego del entrenamiento perjudica la 

retención de la memoria a los 7 días (p<0,005 con respecto a los animales inyectados 

con vehículo, n = 12) dejando intacta la retención a los 2 días. Sin embargo, no se 

observaron cambios en la retención de la memoria, a los 2 o a los 7 días, cuando se 

infundió α-amanitina a 9, 12, 18 o 36 horas luego del entrenamiento con respecto a los 

animales infundidos con vehículo. Esto sugiere que la amnesia inducida por la droga no 

afecta la evocación de la memoria ni tiene efectos inespecíficos sobre el 

comportamiento. Estos hallazgos indican que se requiere una onda de síntesis de ARNm 

tardía en el hipocampo dorsal para el mantenimiento de una memoria de EI persistente, 

pero no para su formación.  
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Figura 2. La inhibición de la transcripción en el hipocampo 24 horas luego del 

entrenamiento afecta la persistencia de la memoria, pero no su formación. La 

infusión de α-amanitina -inhibidor de la transcripción- en el hipocampo 24 hs luego del 

entrenamiento produce amnesia en un test realizado a los siete días, pero no a los dos 

días del aprendizaje. La inhibición de la síntesis de mensajeros a 9, 12, 18, 24 o 36 hs no 

produce una disminución en la retención de la memoria de dos ni de siete días. Los 

datos están expresados como media ± SEM de las latencias a descender de la plataforma 

en la sesión de entrenamiento (E) o la sesión de test (**) p<0.01 respecto al grupo 

Vehículo (Veh). Test de Student, n = 8-10 por grupo. 
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I. 2. La persistencia de la memoria está asociada a dos ondas de expresión de c-Fos 

en el hipocampo. 

Previamente, nuestro laboratorio ha demostrado el incremento en los niveles de 

c-Fos 24 horas luego de la tarea de EI (Igaz y col. 2004). Dicho aumento, es bloqueado 

por el uso de inhibidores de síntesis proteica y por bloqueantes de expresión y actividad 

de BDNF, administrados dentro de una ventana temporal específica, asociada a la 

perdurabilidad de la memoria (Bekinschtein y col. 2007; Bekinschtein y col. 2008). 

Entonces, nos preguntamos si el aumento tardío de la expresión de c-Fos podría estar 

asociado al mecanismo dependiente de transcripción involucrado en la persistencia de 

MLT.  

Para determinar el curso temporal de los cambios de expresión de c-Fos 

asociados a la tarea de EI, medimos los niveles de la proteína c-Fos a diferentes tiempos 

luego del entrenamiento. Como se muestra en la figura 3, 2 ondas de expresión de c-

Fos están asociadas con las memorias persistentes; una onda temprana y breve, 

alrededor de 1 hora luego del entrenamiento y una segunda onda de aumento de 

expresión a las 18-24 horas (p<0,05 comparado con los valores del grupo naïve, n = 5-

10). Es interesante resaltar que la segunda onda también es transitoria ya que no se 

observan cambios respecto al control en la medición a las 30 horas. No se observaron 

diferencias entre el grupo naïve y el grupo no entrenado que sólo recibió shock (datos 

no mostrados). 



 

52 

 

Figura 3. Curso temporal de los cambios en los niveles de c-Fos en el hipocampo de 

ratas entrenadas en la tarea de EI . Ratas entrenadas fueron sacrificadas 

inmediatamente,1, 3, 9, 12, 18, 24, 30 y 72 horas luego del procedimiento conductual, 

sus hipocampos fueron disecados y homogeneizados para realizar ensayos de Western 

blot con anticuerpos específicos contra la proteína c-Fos. Las barras indican el 

porcentaje de cambio en el grupo E respecto del grupo naïve para cada punto en el 

tiempo. Los datos están expresados como medias ± SEM. *p<0.05, test de Student, n = 

5-8 por grupo. 

 

Posteriormente, inferimos que la segunda onda de expresión de c-Fos estaba 

principalmente involucrada en el proceso de persistencia de la memoria. Partiendo de 

esta premisa, es decir, si la onda tardía de expresión de c-Fos se requiere 

específicamente para el mantenimiento de una MLT duradera, entonces esta onda no 

debería verse luego de una sesión de entrenamiento que no produce una traza de 

memoria que persiste por muchos días. Modificando la cantidad o intensidad del 

entrenamiento se pueden producir MLT de diferente duración (Figura 4).  
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Figura 4. Un shock fuerte, pero no uno suave, durante el entrenamiento de EI 

genera una memoria que persiste por al menos 7 días. La administración de un shock 

de 0.7 mA durante 3 segundos, pero no uno de 0.3 mA de 3 segundos genera una 

memoria que dura al menos 7 días. Los datos están expresados como la media ± SEM 

de las latencias de la sesión de entrenamiento (E, barras negras) o las de la sesión de test 

para un entrenamiento fuerte (barras blancas) o suave (barras grises) a 2 o 7 días del 

entrenamiento. *** p< 0.001 vs. E; test de Student, n = 8-10 por grupo. 

 

En este marco, usando un entrenamiento de shock fuerte, el cual genera una 

memoria duradera testeada a los 7 días luego del entrenamiento (0,7 mA, 3 seg.; Figura 

4), observamos que la expresión de c-Fos en hipocampo dorsal aumenta 24 horas luego 

entrenamiento (p<0,01 comparado con el grupo naïve, Newman-Keuls después de 

ANOVA, n = 6, Figura 5). Sin embargo, entrenando con un shock leve (0,3 mA, 3 seg; 
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entrenamiento suave) que produce una MLT que decae más allá de los 3 días (Figura 

4), no cambian los niveles de c-Fos a las 24 horas del entrenamiento (Figura 5). Por el 

contrario, tanto el entrenamiento fuerte como el suave inducen la primera onda de 

expresión de c-Fos 1 hora luego del entrenamiento (p<0,05, Newman-Keuls después de 

ANOVA, n = 6, Figura 5).  

 

Figura 5. La expresión tardía de c-Fos está asociada con un entrenamiento fuerte 

de EI. El entrenamiento fuerte y el suave inducen el primer pico en los niveles de c-Fos 

1 hora después del entrenamiento. Por el contrario, sólo el entrenamiento fuerte de EI 

está asociado con el aumento de los niveles de c-Fos a las 24 horas post-entrenamiento. 

Las barras muestran el porcentaje normalizado de los niveles medios de c-Fos con 

respecto al grupo naïve. Los datos están expresados como la media ± SEM de los naïve 

(barras negras), entrenamiento en EI suave (barras grises) y fuerte (barras blancas). *, 

p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; vs. naïve en el test Newman-Keuls después de 

ANOVA, n=6. (Abajo) Western blots representativos mostrando los niveles de c-Fos y 

Actina. 
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Estos resultados indican que ambas MLT, las duraderas y las que no duran, están 

asociadas a una fase temprana de expresión de c-Fos, mientras que la fase tardía de 

expresión de c-Fos está correlacionada específicamente al almacenamiento duradero de 

una MLT. 

Además, mediante técnicas de inmunohistoquímica, confirmamos el aumento de 

la expresión de c-Fos en animales sometidos a un entrenamiento fuerte de EI, luego de 

24 horas de realizado el entrenamiento (Figura 6). Este aumento no se observa en 

animales que recibieron un entrenamiento suave o que recibieron sólo un shock.  

 

Figura 6. El entrenamiento fuerte de EI, pero no el suave, está asociado con un 

aumento en la inmunorreactividad de c-Fos en CA1 dorsal 24 horas luego del 

entrenamiento. Animales sometidos a la tarea de EI fuerte y suave, o que sólo 

recibieron el shock, fueron anestesiados 24 horas después del entrenamiento para ser 

perfundidos y fijados con paraformaldehído. Se realizaron cortes de 50 µm de los 

cerebros extraídos, que luego fueron sometidos a ensayos de inmunohistoquímica para 

la detección de c-Fos. 
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I. 3. La persistencia de la memoria requiere una onda de expresión tardía de c-Fos 

en el hipocampo. 

A pesar de que los experimentos mostrados anteriormente indican que una fase 

tardía de transcripción está asociada al mantenimiento de la MLT y que la expresión de 

c-Fos en el hipocampo aumenta tardíamente luego del entrenamiento fuerte, esto no es 

suficiente para responder si se requiere efectivamente de la expresión de c-Fos para la 

persistencia de la memoria. Para responder este interrogante, utilizamos un 

oligonucleótido antisentido (ASO) que bloquea específicamente la expresión de novo de 

c-Fos por unirse a su ARNm (Dragunow y col. 1993).  

En la primera serie de experimentos, determinamos el grado de difusión y 

estabilidad del oligonucleótido antisentido de c-fos. Los animales fueron infundidos 

dentro de la región CA1 del hipocampo dorsal con 2 nmol del ASO c-fos biotinilado y 

sacrificados 2, 5 y 24 horas luego de la infusión. En la figura 7 podemos observar la 

amplia difusión del ASO c-fos luego de 2 horas de realizada la infusión, permaneciendo 

detectable al menos por 5 horas. No quedaron huellas de la infusión del ASO de c-fos 

luego de trascurridas 24 horas (Figura 7).  
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Posteriormente, procedimos a evaluar la efectividad del ASO c-fos para 

disminuir los niveles de expresión de la proteína inducidos por un entrenamiento de EI 

fuerte. La infusión del ASO c-fos (2 nmol/1µl/lado) dentro de la región CA1 del 

hipocampo dorsal 12 horas luego del entrenamiento de EI impide el aumento de c-Fos 

inducido por el aprendizaje a las 24 horas del entrenamiento (Figura 8, p<0,05 

comparado con el grupo naïve o con el grupo infundido con oligonucleótido sin sentido 

(MSO), Newman-Keuls después de ANOVA, n=6 por grupo). Por el contrario, no se 

observaron efectos sobre la expresión de c-Fos usando MSO c-fos. Dicho 

oligonucleótido control posee la misma secuencia que el ASO pero en un orden 

diferente.  

Figura 7. Distribución y concentración relativa de un 

oligonucleótido antisentido de c-fos (ASO c-fos) 

biotinilado a distintos tiempos luego de la infusión en el 

hipocampo. Fueron inyectados β nmol (1μl) de ASO c-fos 

en la región CA1 del hipocampo dorsal y las ratas fueron 

sacrificadas 2, 5 o 24 horas luego de la infusión. A las 2 

horas, el oligonucleótido había difundido extensivamente 

en el hipocampo dorsal y un poco en la corteza 

subyacente. A las 5 horas la marca disminuye 

considerablemente y luego de 24 horas, el oligonucleótido 

deja de ser detectable en el hipocampo. 
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Figura 8. La infusión de ASO c-fos en la región CA1 del hipocampo dorsal 12 

horas post-entrenamiento bloquea el aumento de c-Fos inducido por el 

aprendizaje. Los animales fueron infundidos en el hipocampo dorsal con MSO (barras 

blancas) o ASO (barras grises) 12 horas después del entrenamiento. A las 24 horas del 

entrenamiento, se disecó el hipocampo dorsal para ser utilizado en ensayos de Western 

blot, realizado con anticuerpos específicos contra c-Fos y Actina (blots representativos, 

abajo). Las barras muestran el porcentaje de los niveles normalizados respecto de los 

animales naïves. *, p<0.05 en el test Newman-Keuls después de ANOVA, n = 6. 

 

Estos hallazgos muestran que una única infusión del ASO c-fos dentro del 

hipocampo puede resultar efectiva en el bloqueo de la expresión de novo de c-Fos 

inducida por el entrenamiento fuerte.  
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Estos resultados nos llevaron a estudiar si la inhibición de la expresión tardía de 

c-Fos en el hipocampo dorsal sería suficiente para bloquear la persistencia de la 

memoria. Primero, como control, confirmamos y ampliamos hallazgos previos, 

mostrando que la infusión intra-CA1 del ASO c-fos, pero no la del MSO c-fos, 4 horas 

antes del entrenamiento previene la primera onda de expresión c-Fos inducida por el 

entrenamiento de EI y también impide la formación de dicha memoria. Estos resultados 

se pueden observar en las sesiones de testeo realizadas a los 2 y a los 7 días luego del 

entrenamiento (cada animal fue testeado solo una vez, Figura 9). Al día siguiente de la 

sesión de testeo (día 8), las ratas infundidas previamente con el ASO fueron sometidas 

nuevamente a un protocolo de entrenamiento fuerte de EI y testeada a las 24 horas. Las 

latencias de retención exhibidas por estos animales, fueron similares a las latencias de 

los animales control a los 2 días del entrenamiento original (Figura 9). Estos resultados 

sugieren que la infusión del ASO c-fos previene efectivamente la formación de la 

memoria de EI sin producir ningún déficit de larga duración en la adquisición del 

aprendizaje ni en la evocación de la memoria. 
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Figura 9. La expresión temprana de c-Fos en el hipocampo es necesaria para la 

formación de la memoria. La infusión de oligonucleótidos anti-sentido de c-fos (ASO 

c-fos), pero no de los oligonucleótidos sin sentido (MSO), 4 horas antes del 

entrenamiento de EI, produce amnesia de 2 y de 7 días. Sin embargo estos animales al 

ser re-entrenados en la tarea (re-E ASO) son capaces de aprender normalmente. Los 

datos están expresados como media ± SEM de las latencias a descender de la plataforma 

en la sesión de entrenamiento (E) o la sesión de test, *** p< 0.001, ASO vs MSO a los 

dos días; ** p< 0.01, ASO vs MSO a los siete días; test de Student, n = 8-10 por grupo. 

 

Posteriormente, procedimos a realizar una curva temporal del efecto del ASO c-

fos sobre la memoria. En la figura 10 podemos observar que la infusión del ASO c-fos 

en el hipocampo dorsal 12 horas después del entrenamiento de EI, no afecta la retención 

de la memoria a los 2 dias, pero a los 7 dias la MLT se ve significativamente 

perjudicada (barras grises, t = 3,3, p<0,003, n = 12 por grupo). Estos resultados indican 
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que la persistencia de la memoria, pero no su formación, es afectada por la inhibición de 

la segunda onda de expresión de c-Fos. Es importante resaltar que no se observaron 

efectos sobre la formación (2 días) ni sobre la retención (7días) de la memoria cuando el 

ASO c-fos fue infundido en CA1 8, 18 o 24 después del entrenamiento (Figura 10). 

 

Figura 10. La expresión tardía de c-Fos en el hipocampo es necesaria para la 

persistencia de la memoria, pero no para su formación. La infusión de 

oligonucleótidos anti-sentido de c-fos (ASO), pero no de los oligonucleótidos sin 

sentido (MSO), 12 horas luego del entrenamiento de EI, produce amnesia a los 7 días, 

pero no a los 2 días. Las infusiones realizadas a 8, 18 o 24 horas no tuvieron efectos 

sobre la retención a los 2 ni a los 7 días. Los datos están expresados como Media ± 

SEM de las latencias a descender de la plataforma en la sesión de entrenamiento (E) o la 

sesión de test, ** p< 0.01, ASO vs MSO a los 7 días; test de Student, n = 8-10 por 

grupo. 
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Asimismo, podemos observar que los animales que recibieron una infusión de 

ASO c-fos intra-hipocampal 12 horas luego del entrenamiento y se mostraron amnésicos 

en la sesión de testeo realizada a los 7 días, también mostraron déficit de memoria al ser 

re-testeados a los 14 días del entrenamiento (Figura 11). Estos resultados muestran  

ausencia de recuperación espontanea de la memoria, indicando que la administración de 

ASO c-fos a las 12 horas del entrenamiento produce un déficit duradero sobre la 

memoria. 

 

Figura 11. La infusión de ASO c-fos en el hipocampo perjudica la persistencia de 

la memoria de manera permanente. Los datos están expresados como media ± SEM 

de las latencias a descender de la plataforma en la sesión de entrenamiento (E) o la 

sesión de test, * p< 0.05, ASO vs MSO a los 7 días y 14 días después del entrenamiento; 

test de Student, n = 10-12 por grupo. 
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Dado que la expresión de Zif268 podría verse reducida por el ASO c-fos 

(Dragunow y col. 1994), decidimos evaluar si el efecto de la infusión bilateral de ASO 

c-fos 12 horas luego del entrenamiento sobre la persistencia de la memoria de EI era 

debido a una reducción de los niveles proteicos de Zif268. La infusión del ASO c-fos no 

produjo cambios en el incremento de los niveles proteicos de Zif268 inducido por 

aprendizaje en el hipocampo a las 24 horas del entrenamiento (Figura 12).  

 

Figura 12. La infusión de ASO c-fos en la región CA1 del hipocampo dorsal 12 

horas post-entrenamiento no produce cambios sobre el aumento de Zif268 

inducido por el aprendizaje. Los animales fueron infundidos en el hipocampo dorsal 

con MSO c-fos (barras blancas) o ASO c-fos (barras grises) 12 horas después del 

entrenamiento. A las 24 horas del entrenamiento, se disecó el hipocampo dorsal para ser 

utilizado en ensayos de Western blot, realizado con anticuerpo específicos contra Zif268 

y Actina (blots representativos, abajo). Las barras muestran el porcentaje de los niveles 
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normalizados respecto de los animales naïves. *, p<0.05 en el test Newman-Keuls 

después de ANOVA, n = 6. 

 

Además, a diferencia de la infusión de ASO c-fos, la infusión de ASO zif268 12 

horas post-entrenamiento no induce ninguna alteración en la expresión de la memoria de 

EI a los 7 días de entrenamiento (Figura 13). Estos resultados indican que la inhibición 

de la expresión de Zif268 alrededor de las 18-24 horas luego del entrenamiento no 

interfiere con el almacenamiento persistente de la información. 

 

Figura 13. La infusión de ASO zif268 en la región CA1 del hipocampo dorsal 12 

horas post-entrenamiento no tiene efectos sobre la persistencia de la memoria de 

EI. Los datos están expresados como media ± SEM de las latencias a descender de la 

plataforma en la sesión de entrenamiento (E) o la sesión de test, p> 0.05, ASO vs MSO 

7 días después del entrenamiento; test de Student, n = 10-12 por grupo. 
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Las sesiones de testeo de EI pueden sufrir modificaciones causadas por factores 

como la actividad locomotora basal y el estado de ansiedad, las cuales podrían ser 

potencialmente afectadas por ASO c-fos. Para excluir estos posibles efectos evaluamos 

el comportamiento de animales infundidos con ASO c-fos a 12 horas luego del 

entrenamiento, en un campo abierto y en un laberinto elevado en forma de cruz.  

La infusión de ASO c-fos dentro de la región CA1 del hipocampo dorsal 12 

horas luego del entrenamiento no afectó el estado de ansiedad de los animales ni la 

actividad exploratoria en un nuevo ambiente, como tampoco alteró la actividad 

locomotora basal, a los 7 días. (Figura 14). Estos resultados sugieren fuertemente que el 

déficit de memoria observado es causado directamente por la inhibición de la expresión 

de c-Fos requerida para la persistencia de la traza de memoria. Además, no parecería 

que las bajas latencias obtenidas 7 días luego del entrenamiento fueran causadas por 

modificaciones en la performance comportamental, ya que la administración de ASO c-

fos a diferentes tiempos alrededor del período crítico no produjo ningún déficit en la 

retención de la memoria de 7 días (Figura 10).  
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Figura 14. La infusión de ASO c-fos 12 horas luego del entrenamiento no afecta la 

conducta exploratoria, la actividad locomotora basal o los niveles de ansiedad. Los 

paneles de arriba muestran el número de rearings (izquierda) y cruces (derecha) durante 

una sesión de campo abierto de 5 minutos de animales que recibieron MSO (barras 

blancas) o ASO (barras grises) 12 horas luego del entrenamiento, 7 días antes de la 

realización del test. Los datos están expresados como la media ± SEM del número de 

rearings o cruces, p>0.1, test de Student, n = 8 por grupo. Los paneles de abajo 

muestran el número total de entradas (izquierda), el tiempo que pasó el animal en las 

ramas abiertas (medio) y el número de entradas en los brazos abiertos (derecha), durante 

una sesión de 5 minutos en el laberinto elevado en cruz de ratas que habían recibido una 

infusión bilateral de MSO (barras blancas) o ASO (barras grises) en la región CA1 del 

hipocampo 7 días antes del test; p>0.1, test de Student, n = 8 por grupo. La parte 

superior de cada panel muestra el esquema del procedimiento utilizado en cada 

experimento. 
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I. 4. La promoción de una memoria persistente depende de NE y requiere de c-Fos 

en el hipocampo. 

Una vez establecido el requerimiento específico de una onda tardía de expresión 

de c-Fos para la persistencia del almacenamiento de la MLT de EI, nos preguntamos si 

la inducción de esta segunda onda de expresión de c-Fos en la región CA1 del 

hipocampo dorsal podría promover de alguna manera la persistencia de una memoria. 

Trabajos previos han demostrado que la estimulación de los receptores く-adrenérgicos 

incrementan los niveles de c-Fos en el hipocampo (Bing y col. 1992).  

De esta manera, para analizar el rol de c-Fos en la promoción de la persistencia 

de la MLT, utilizamos un protocolo de entrenamiento suave que genera una MLT que 

decae más allá de los 3 días (ver Figura 4). En animales entrenados bajo este protocolo 

la infusión de norepinefrina (NE 0,3 µg/lado) en la región CA1 del hipocampo dorsal 12 

horas luego del entrenamiento induce un incremento en la expresión de c-Fos a las 24 

horas post-entrenamiento (Figura 15). Además, se puede observar que la infusión de 

ASO c-fos en la región CA1 del hipocampo dorsal, pero no la infusión de MSO, 1 hora 

antes de la infusión de NE, impide el incremento en la expresión de c-Fos observado a 

las 24 horas.  



 

68 

 

Figura 15. La infusión de ASO c-fos dentro de la región CA1 del hipocampo dorsal 

bloquea el incremento en la expresión de c-Fos 24 horas post-entrenamiento 

inducida por la administración de NE a las 12 horas. Los animales fueron infundidos 

en el hipocampo dorsal con vehículo (Veh, barra gris clara), MSO (barra blanca) o ASO 

(barra gris oscura) (2 nmol/µl; 1 µl/lado) 11 horas después del entrenamiento. Una hora 

más tarde, fueron infundidos además con Veh (barra gris clara) o NE (barra blanca y 

gris oscura; 0.6 µg/µl; 0.5 µl/side). 24 horas después del entrenamiento, se disecó el 

hipocampo dorsal para análisis de Western blot sobre el contenido de c-Fos y Actina 

(blots representatives, abajo). Las barras muestran el porcentaje normalizado de los 

niveles de respecto de los animales naïve (barra regra). *, p<0.05 en Newman-Keuls test 

después de ANOVA, n=6. 
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Luego del análisis bioquímico del efecto de la NE sobre la expresión de c-Fos en 

el hipocampo, utilizando el protocolo de entrenamiento suave, estudiamos el efecto de 

dicha droga sobre el comportamiento. Encontramos que la infusión de NE en la región 

CA1 del hipocampo dorsal promueve la persistencia de la memoria de EI a los 7 días 

del entrenamiento (Figura 16, panel derecho). Además, se puede observar que la 

promoción de la persistencia de la memoria inducida por NE, se bloquea mediante la 

administración del ASO c-fos 1 hora antes de la infusión de la droga promotora. Los 

efectos observados a 7 días no fueron encontrados cuando los animales fueron testeados 

2 días luego del entrenamiento (Figura 16, panel izquierdo). 

Estos hallazgos indican que la persistencia en el almacenamiento de la memoria 

inducida por NE a las 12 horas en la región CA1 del hipocampo dorsal, es mediada por 

la expresión de novo de c-Fos durante una ventana temporal tardía luego del 

entrenamiento. Es importante resaltar que estos resultados indican que el incremento 

tardío en la expresión de c-Fos en el hipocampo dorsal promueve la persistencia de la 

memoria, transformando una MLT no duradera en una persistente. 
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Figura 16. La infusión de ASO c-fos previene la promoción de la persistencia de la 

memoria dependiente de NE. Los animales fueron infundidos en el hipocampo dorsal 

con vehículo (Veh; barra gris clara), MSO (barra blanca) o ASO (barra gris oscura) 11 

horas después del entrenamiento. Una hora más tarde, fueron infundidos también con 

Veh (barra gris clara) o NE (barra blanca y gris oscura). Los datos están expresados 

como media ± SEM de la latencia a descender en el entrenamiento (E, barra negra) o en 

el testeo de 2 días (panel izquierdo) o 7 días (panel derecho) después del entrenamiento. 

***, p<0.001 en el test Newman-Keuls después de ANOVA, n =8-10. 
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Capítulo II.  

Rol de la corteza retrosplenial en la 

formación y persistencia de una 

memoria 
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II. 1. Cambios en la expresión de c-Fos en la corteza retrosplenial inducidos por 

aprendizaje. 

A partir de los resultados obtenidos en el hipocampo y su rol en la persistencia 

de la memoria, nos preguntamos si dicha estructura estaría actuando en conjunto con 

otras estructuras en el cerebro. A pesar de que la plasticidad cortical parece ser esencial 

para el establecimiento permanente de las trazas de memoria, poco se sabe acerca de los 

eventos moleculares y celulares que soportan la consolidación de la memoria en las 

cortezas. 

Con el objetivo de identificar qué estructuras corticales podrían estar asociadas 

al hipocampo para el establecimiento de una nueva traza de memoria, realizamos un 

mapeo de actividad neuronal mediante ensayos de inmunohistoquímica a distintos 

tiempos luego de un entrenamiento de EI. Encontramos un llamativo aumento en la 

inmunoreactividad de c-Fos 1, 12 y 24 horas luego del entrenamiento fuerte de EI en la 

corteza retrosplenial (Figura 17). Dicho aumento se observa únicamente en animales 

sometidos a un entrenamiento EI que deja una memoria duradera (ver Figura 4, 

capítulo I). 
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Figura 17. Aumento en la inmunoreactividad de c-Fos en la corteza retrosplenial 

luego de un entrenamiento fuerte de EI. Los animales fueron entrenados según el 

protocolo fuerte de EI o sólo sometidos a shock y sacrificados luego de 24 horas para la 

realización de ensayos de inmunohistoquímica con anticuerpos específicos contra la 

proteína c-Fos.  

 

A partir de estos hallazgos, decidimos estudiar los cambios de expresión de c-

Fos asociados a la tarea de EI visualizados por inmunohistoquímica en la corteza 

retrosplenial, midiendo los niveles de la proteína c-Fos a diferentes tiempos luego del 

entrenamiento. A través de la técnica de Western blot pudimos confirmar los aumentos 

hallados por inmunohistoquímica 1, 12 y 24 horas luego del entrenamiento (Figura 18). 

Al igual que en hipocampo parecería haber más de una onda de expresión de c-Fos 

asociada a la formación de una MLT, lo cual se deduce por el decaimiento a los valores 

basales de expresión de c-Fos a las 6 y 30 horas luego del entrenamiento de EI. No se 
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observaron diferencias entre el grupo naïve y el grupo no entrenado que sólo recibió 

shock (datos no mostrados). 

 

 

Figura 18. Curso temporal de los cambios en los niveles de c-Fos en la corteza 

retrosplenial de ratas entrenadas en la tarea de EI . Ratas entrenadas fueron 

sacrificadas 1, 6, 12, 24 y 30 horas luego del procedimiento conductual, la corteza 

retrosplenial fue disecada y homogeneizada para realizar ensayos de Western blot con 

anticuerpos específicos contra la proteína c-Fos. Las barras indican el porcentaje de 

cambio en el grupo E respecto del grupo naïve para cada punto en el tiempo. Los datos 

están expresados como medias ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, test de Student, n = 5-6 por 

grupo. 
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II. 2. La síntesis de mensajeros en la corteza retrosplenial es necesaria para la 

formación de la MLT. 

Es de amplio conocimiento que la transcripción se requiere tempranamente para 

la formación de la MLT en el hipocampo (Duvarci y col. 2008; Igaz y col. 2002, 

Mizuno 2005). Asimismo, hemos demostrado en el capítulo anterior, el requerimiento 

de una fase tardía dependiente de transcripción para que una memoria persista en el 

hipocampo. El aumento en los niveles de expresión de c-Fos, con su conocido rol como 

factor de transcripción, nos lleva a estudiar el requerimiento transcripcional en la 

corteza retrosplenial para la formación de la MLT.  

A diferencia de lo que ocurre en el hipocampo, el inhibidor de la transcripción, 

α-amanitina, infundida 15 minutos antes o 12 o 24 horas luego de un entrenamiento de 

EI en corteza retrosplenial afecta la retención de la memoria 2 días después del 

entrenamiento (Figura 19). Además, este efecto amnésico sería permanente, ya que 

animales que recibieron la infusión del inhibidor de la transcripción en los horarios 

mencionados, también resultan amnésicos al ser testeados 7 días luego del 

entrenamiento de EI. Estos resultados indican que la síntesis de mensajeros en la corteza 

retrosplenial es necesaria temprana y tardíamente para la formación de una memoria de 

EI.  
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Figura 19. La inhibición de la transcripción en la corteza retrosplenial afecta la 

formación y persistencia de la memoria alrededor del entrenamiento y a tiempos 

tardíos. La infusión de α-amanitina (barra gris) -inhibidor de la transcripción- en la 

corteza retrosplenial 15 minutos, 12 o 24 horas luego del entrenamiento produce 

amnesia en un test realizado a los 2 y 7 días. Los datos están expresados como media ± 

SEM de las latencias a descender de la plataforma en la sesión de entrenamiento (E, 

barra negra) o la sesión de test. (**) p<0.01; (*) p<0.05 respecto al grupo Vehículo 

(Veh, barra blanca); test de Student, n = 5-6 por grupo. 
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II. 3. La formación de la memoria requiere de síntesis proteica temprana y la 

persistencia requiere de síntesis proteica tardía en la corteza retrosplenial. 

Existen numerosos trabajos que evidencian la necesidad de síntesis de nuevas 

proteínas en el hipocampo, alrededor del momento del entrenamiento y algunas horas 

más tarde, para que una memoria se consolide (Agranoff 1965; Barondes 1970; Davis y 

col. 1984; Izquierdo y col. 1998; McGaugh 2000, Igaz y col. 2002). A su vez, nuestro 

laboratorio demostró la existencia de una ventana temporal tardía de persistencia de la 

memoria dependiente de síntesis proteica (Bekinschtein y col. 2007). 

En el caso de la corteza retrosplenial, inhibiendo la traducción mediante el uso 

de anisomicina o emetina, dos inhibidores de la síntesis proteica con mecanismos 

disimiles, encontramos que los requerimientos son similares a los descriptos 

previamente para hipocampo. Al ser administradas 15 minutos antes del entrenamiento 

de EI, ambas drogas resultaron amnésicas cuando los animales fueron testeados a los 2 

días (Figura 20). Sin embargo, no se observaron efectos sobre la retención de la 

memoria a los 2 días cuando se infundieron a 12 o 24 horas luego del entrenamiento 

(Figura 20). Estos inhibidores de la traducción sólo tuvieron efecto sobre la persistencia 

de la memoria, al ser infundidos 12 horas luego del entrenamiento. Por otro lado, la 

administración de dichos inhibidores de la traducción 24 horas luego del entrenamiento, 

no tuvo efectos sobre la memoria testeada a 2 o 7 días.  

A partir de estos resultados podemos concluir que la síntesis de proteínas en la 

corteza retrosplenial sería necesaria para la formación de la memoria alrededor del 

momento del entrenamiento y tardíamente para la persistencia de la memoria, tal como 

ocurre en el hipocampo.  
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Figura 20. La inhibición de la traducción en la corteza retrosplenial afecta la 

formación de la memoria al momento del entrenamiento y la persistencia, a 

tiempos tardíos. La infusión de inhibidores de síntesis proteica – anisomicina o 

emetina– 15 minutos antes del entrenamiento de EI tienen efecto amnésico cuando la 

memoria es testeada a 2 y a 7 días. Sin embargo, cuando los inhibidores son 

administrados 12 horas luego del entrenamiento no tienen efecto en la memoria testeada 

a los 2 días, pero sí sobre la persistencia. Los datos están expresados como media ± 
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SEM de las latencias a descender de la plataforma en la sesión de entrenamiento (E, 

barra negra) o la sesión de test, ** p< 0.01; * p< 0.05, Grupo Ani (barra gris oscura) o 

Eme (barra gris clara) vs grupo vehículo (Veh, barra blanca) a los 2 y 7 días; test de 

Student, n = 8-10 por grupo. 

 

II. 4. El rol de la expresión de c-Fos en la corteza retrosplenial. 

Para estudiar el rol de la corteza retrosplenial respecto del hipocampo en cuanto 

a la formación y persistencia de la memoria, decidimos continuar evaluando el papel de 

c-Fos en dicha corteza. Trabajos previos han mostrado aumentos de c-Fos en la corteza 

retrosplenial, algunos de los cuales hacen referencia a la expresión de dicha proteína 

como marcador de memorias remotas (Frankland y col. 2001; Frankland y col. 2004; 

Maviel y col. 2004) y otros referidos a memorias asociadas a miedo (Radwanska y col. 

2010). Sin embargo, ninguno de estos trabajos ha dilucidado si c-Fos cumple un rol en 

el guardado o mantenimiento de la memoria en dicha estructura.  

Para evaluar el rol de c-Fos en la corteza retrosplenial, realizamos experimentos 

que involucran el uso del oligonucleótido anti-sentido para el mensajero de c-fos (ASO 

c-fos). En la figura 21 podemos observar que la infusión del Aso c-fos en la corteza 

retrosplenial a distintos tiempos no produce efectos sobre la expresión de la memoria a 

los 2 días del entrenamiento de EI, con excepción de un efecto parcial de la infusión 

inmediatamente post-entrenamiento. Por el contrario, las infusiones realizadas en la 

corteza retrosplenial 4 horas antes, 8 y 12 horas luego del entrenamiento tuvieron un 

efecto amnésico en la persistencia de la memoria (Figura 21). Sin embargo, la infusión 

de este oligonucleótido inmediatamente o 24 horas luego del entrenamiento no afecta la 

retención de la memoria a 7 días.  
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Figura 21. La expresión tardía de c-Fos en la corteza retrosplenial es necesaria 

para la persistencia de la memoria, pero no para su formación. Las infusiones de 

oligonucleótidos antisentido de c-fos (ASO, barra gris), pero no de sinsentido (MSO, 

barra blanca), 4 horas antes, así como 8 y 12 horas luego del entrenamiento de EI, 

produce amnesia a los 7 días, pero no a los 2. La infusión realizada inmediatamente 
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luego del entrenamiento no tuvo efecto sobre la retención a los 7 días, pero sí afectó 

parcialmente la expresión de la memoria a 2 días. Los datos están expresados como 

media ± SEM de las latencias a descender de la plataforma en la sesión de 

entrenamiento (E, barra negra) o la sesión de test, ** p< 0.01; * p< 0.05 ASO vs MSO a 

los 2 y 7 días; test de Student, n = 8-10 por grupo. 

 

Cabe resaltar, que se trataría de dos ventanas temporales dependientes de 

expresión de c-Fos en la corteza retrosplenial para que una memoria persista, ya que 

cuando se infunde el ASO inmediatamente post-entrenamiento, el bloqueo de la síntesis 

de c-Fos no tiene efectos sobre la persistencia de la memoria cuando se la evalúa a 7 

días. De esta manera podemos concluir que la expresión de c-Fos en la corteza 

retrosplenial sería necesaria para que una memoria persista, pero no para su formación, 

en al menos dos ventanas de tiempo.  
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Discusión 
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Conclusiones generales 

Los principales hallazgos de este trabajo son: 1) la síntesis de novo de ARNm 

involucra una onda tardía de expresión de c-Fos en el hipocampo de la rata, requerida 

durante una ventana temporal restringida alrededor de las 24 horas luego del 

entrenamiento para la persistencia de la memoria, pero no para su formación. Estos 

resultados demuestran que el hipocampo todavía está comprometido en el 

procesamiento de la memoria luego que la MLT ya está formada, 2) además 

describimos una fase de expresión de c-Fos hasta ahora desconocida, la cual juega un 

papel importante en el mantenimiento de la traza de memoria en el tiempo. Junto con 

reportes recientes que muestran que una fase tardía de estabilización dependiente de 

síntesis proteica y BDNF es crucial para la persistencia de la MLT en ratas 

(Bekinschtein y col. 2007; Bekinschtein y col. 2008; Ou y col. 2010) y para la 

facilitación de largo término en aplysia (Miniaci y col. 2008), nuestros hallazgos apoyan 

la hipótesis que el almacenamiento de MLT duraderas se consigue con rondas 

recurrentes de procesos dependientes de síntesis de ARNm y proteínas parecidos a los 

que ocurren durante la formación de la memoria (Dudai y Eisenberg 2004; Abraham y 

Robins 2005; Bekinstein y col. 2007; Miyashita y col. 2008). 

Luego de haber entrenado a las ratas en una tarea de aprendizaje aversivo, hemos 

encontrado que existen dos ondas de expresión de c-Fos en el hipocampo: la esperada 

onda temprana alrededor de una hora luego del entrenamiento (Guzowski y McGaugh 

1997, Gusowski y col. 2001; Izquierdo y Medina 1997; Huff y col. 2006; Countryman y 

col. 2005), tanto en un entrenamiento con protocolo suave como fuerte, la cual está 

involucrada en la formación de la MLT de EI, y una onda tardía de larga duración, cuyo 

pico se observa a las 24 horas del entrenamiento de las ratas con un protocolo fuerte, el 

cual está específicamente involucrado en la persistencia de la memoria. Además, 
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mostramos que la infusión de NE a las 12 horas en el hipocampo luego de un 

entrenamiento suave, induce la onda tardía de expresión de c-Fos y a su vez, promueve 

un aumento en la perdurabilidad de la memoria.  

En la segunda parte de este trabajo, mostramos que además del hipocampo y al 

parecer en paralelo con el mismo, la corteza retrosplenial estaría participando en el 

procesamiento de la MLT. Hemos encontrado que dicha corteza participa desde el 

comienzo en la formación de la memoria mediante mecanismos que involucran la 

síntesis de novo de mensajeros y proteínas. Asimismo, la síntesis de mensajeros a 

tiempos tardíos luego del aprendizaje, 12 y 24 horas, continuaría siendo necesaria para 

la consolidación de la memoria, mientras que la síntesis de proteínas tardía pasaría a ser 

necesaria para la persistencia de la memoria en una ventana temporal restringida. 

Conjuntamente, mostramos la existencia de dos ondas de expresión de c-Fos en 

la corteza retrosplenial, inducidas por aprendizaje, cuyo rol estaría exclusivamente 

asociado con el almacenamiento de una memoria duradera, sin intervenir en la 

formación de la misma. Nuevamente, estos resultados dan cuenta de la existencia de 

ondas recurrentes de síntesis de mensajeros y proteínas, necesarias para que una 

memoria persista.  

 

c-Fos al comienzo en el hipocampo 

La onda temprana de expresión de c-Fos observada en este trabajo es, de hecho, 

parte de un pulso rápido de aumento de transcripción de genes que ocurre dentro de 1-2 

horas luego de la estimulación o actividad neuronal (Lanahan y Worley 1998). Esta 

activación genómica rápida se denomina respuesta IEG, la cual involucra un amplio 

repertorio funcional de moléculas, incluyendo factores de transcripción, factores de 
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crecimiento, proteínas involucradas en transducción de señales y componentes del 

citoesqueleto (Lanahan y Worley 1998; Guzowski 2002), y representa una unión entre 

activación neuronal y procesamiento de MLT. Se ha estimado que la respuesta total de 

IEGs es de alrededor de 30-40 genes, siendo un tercio de los mismos ITFs y el resto 

codifica para genes efectores (Lanahan y Worley 1998). 

La inducción de IEG ha sido atribuida a la experiencia novedosa o a la “saliencia 

del contexto” en varios estudios comportamentales diferentes (Guzowski 2002; Clayton 

2000). Claramente, la suposición explícita de esta hipótesis es que el papel funcional de 

un determinado IEG es la participación en la formación de la memoria de la experiencia 

que indujo su expresión. Sin embargo, hay interpretaciones alternativas. Una 

explicación que atrajo mucha atención es el posible papel de los IEGs como detectores 

de coincidencia y/o señales de metaplasticidad (Clayton 2000; Guzowski 2002).  

En este marco, la expresión de un determinado IEG, por ejemplo c-Fos, se 

vuelve importante para los circuitos neuronales sólo cuando su inducción está asociada 

a inputs adicionales posteriores. En otras palabras, el incremento en la expresión de c-

Fos podría permitir un estado metaplástico que aumenta el almacenamiento de la 

memoria para acontecimientos posteriores (Clayton 2000). 

 

Aumento tardío de un gen temprano en el hipocampo 

La segunda y tardía onda de expresión de c-Fos observada luego de un protocolo 

de entrenamiento fuerte de EI, el cual deja una MLT persistente es, en parte, inesperada. 

Este aumento en los niveles de c-Fos parece ser transitorio y de mayor duración que el 

primero, ya que hay un aumento lento entre las 18-24 horas que cae a los niveles del 

control hacia las 30 horas. Aunque hay reportes esporádicos alegando que ITFs como c-
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Fos pueden fluctuar sobre los valores control las primeras 6 horas luego de una 

estimulación periférica nociva (Redburn y Leah 1997), o que una expresión tardía y 

prolongada de c-Fos ocurre durante un año luego de una única convulsión (Bing y col. 

1997), o que una segunda onda de expresión de c-Fos aparece a los 4-7 días en el 

hipocampo en estrecha asociación con muerte celular excitotóxica (Smeyne y col. 

1993), los presentes hallazgos representan la primera evidencia de una onda de 

expresión tardía y transitoria de c-Fos asociada a un suceso neurobiológico relevante 

como el procesamiento natural de la memoria. De hecho, nuestros datos sugieren 

fuertemente que esta onda es un evento central para los mecanismos moleculares que 

subyacen a la persistencia del almacenamiento de la memoria.  

En este trabajo, mostramos que el uso de ASO c-fos produce un déficit en la 

persistencia de la memoria evaluada a los 7 días, sin afectar su formación, dado que su 

expresión a los 2 días no se diferencia de la expresada por los animales control, 

infundidos con el MSO c-fos.  

Estos resultados indican que la onda tardía de expresión de c-Fos no estaría 

involucrada con los mecanismos de formación de la memoria, pero que sería crítica para 

la persistencia del almacenamiento de la MLT en el hipocampo. Esta afirmación, se ve 

reforzada por el hecho de que al contrario de lo que ocurre con los animales que generan 

una MLT persistente, un entrenamiento suave que produce una memoria visible a los 2 

días, pero no a los 7 días, no induce el aumento tardío en los niveles de c-Fos. 

El requerimiento de síntesis de mensajeros y de c-Fos para la persistencia de la 

MLT luego de varias horas de la fase dependiente de síntesis de proteínas, indican que 

existe una regulación dinámica compleja de los procesos de transcripción y traducción 

involucrados en el almacenamiento de la memoria. Varios trabajos han descripto 
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cambios en la activación de factores de transcripción durante la consolidación de la 

memoria. La activación de CREB, factor de transcripción que ha sido implicado 

consistentemente en el procesamiento de la memoria (Silva y col. 1998) y que es 

considerado un marcador molecular de la misma (Viola y col. 2000), muestra un 

aumento prolongado luego del aprendizaje (Bernabeu y col. 1997; Guzowski y 

McGaugh 1997; Taubenfeld y col. 2001). Confirmando y profundizando los hallazgos 

previos realizados por Taubenfeld y colaboradores (2001), hemos encontrado un 

aumento de la fosforilación de CREB en la serina 133 a 0, 3, 6, 12 y 18-20 horas, pero 

no a 9 horas, luego del entrenamiento (datos no mostrados). Una segunda familia de 

factores de transcripción, C/EBP, también aumenta su expresión entre las 9 y las 28 

horas luego del entrenamiento (Taubenfeld y col. 2001). De esta manera, sería posible 

que se requiera de la activación de CREB y C/EBP en algún momento ya sea para 

iniciar el proceso de consolidación tardía o como lectura de este proceso. 

 

c-Fos vs. Zif268 

La visión clásica de la biología moderna vincula la expresión de los IEGs a la 

actividad celular. En el cerebro, la expresión de los IEGs desempeña un papel 

importante en la regulación de la plasticidad sináptica y algunos IEGS, entre ellos c-Fos 

y Zif268, han sido asociados con los primeros eventos transitorios, involucrados en la 

formación de la memoria (Lamprecht y Dudai 1996; McGaugh 2000; Kandel 2001). Sin 

embargo, el rol de estos factores de transcripción en el mantenimiento de una traza de 

memoria persistente no ha sido estudiado.  

Nuestro laboratorio ha demostrado que los aumentos tardíos de c-Fos y Zif268 

inducidos por aprendizaje, son bloqueados por tratamientos que afectan la persistencia 
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de la memoria, como la inhibición de la síntesis proteica o de la actividad de BDNF en 

el hipocampo, 12 horas después del entrenamiento de EI (Bekinschtein y col. 2007). En 

este trabajo, mostramos que el bloqueo de la expresión de c-Fos mediante el uso de 

ASO, no tiene efecto sobre el aumento de Zif268 en el hipocampo inducido por 

entrenamiento, a pesar de los hallazgos obtenidos por Dragunow y colaboradores, que 

muestran que el bloqueo de la expresión de c-Fos disminuye los niveles de Zif268 en 

neuronas del estriado y de la neocorteza (Dragunow y col. 1994).  

Por otro lado, mediante la infusión del ASO zif268 en el hipocampo 12 horas 

luego del entrenamiento de EI, mostramos que el bloqueo de la expresión de dicho 

factor de transcripción no tiene efectos sobre la expresión de la memoria luego de 7 días 

del entrenamiento. Por lo tanto, podemos concluir que el aumento tardío de Zif268 

inducido por el entrenamiento de EI, no estaría ligado al aumento de c-Fos, como 

tampoco parecería estar asociado al almacenamiento de una MLT persistente. 

 

Iniciando la cascada persistente 

Ha sido ampliamente descripto el rol de la modulación noradrenérgica en la 

modulación de la memoria (McGaugh 2000). Sin embargo, su rol en la persistencia del 

almacenamiento de la memoria no se conoció hasta este trabajo. En este trabajo, 

mostramos que la infusión de NE, en la región CA1 dorsal del hipocampo, 12 horas 

luego de un entrenamiento suave de EI, transforma una MLT que decae en un par de 

días en una que persiste. Encontramos que este efecto se logra a través de la inducción 

de la expresión de c-Fos, ya que la co-infusión del ASO c-fos bloquea dicho efecto 

promotor.  
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Por otro lado, la activación del receptor de dopamina D1 aumenta el BDNF en 

hipocampo (Rossato y col. 2009), la expresión de c-Fos (Kang y col. 2000) y controla la 

persistencia de la MLT (Rossato y col. 2009). Por este motivo, sugerimos que el 

aumento de los niveles de expresión de c-Fos 18-24 horas luego del entrenamiento es 

parte de una vía común, activada por catecolaminas, que regula el mantenimiento de la 

MLT. 

De esta manera, basados en trabajos previos (Bekinschtein y col. 2007; 

Bekinschtein y col. 2008) y en el presente, proponemos que la inducción de la expresión 

de BDNF y la activación de ERK a las 12 horas del entrenamiento, son eventos 

cruciales para el inicio de la cascada de eventos moleculares y celulares, incluyendo la 

inducción de c-Fos y la fase dependiente de transcripción 24 horas luego del 

entrenamiento. Este paso de transcripción tardía podría dar lugar a la remodelación 

sináptica y al crecimiento de nuevas conexiones que se cree están involucradas en el 

almacenamiento persistente de MLT.  

 

Expresión génica, plasticidad y persistencia de la memoria 

Guzowski y colaboradores (Miyashita y col. 2008) han sugerido recientemente 

que distintas fases o etapas del aprendizaje y procesamiento de la memoria están 

asociados con diferentes patrones de expresión génica de una manera compleja. 

Encontraron que existe una red central de expresión de genes neuronales comprometida 

en el procesamiento de la información básica. Entre los genes comúnmente sobre-

regulados se encuentran los IEGs c-fos, zif268, arc, homer1a y jun B. Sería necesario 

llevar a cabo experimentos adicionales, a tiempos más largos luego del entrenamiento, 

para determinar si existen varias ondas de expresión de diferentes genes con distintas 
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ventanas temporales que permiten la persistencia de la traza de memoria. En este 

contexto, la plasticidad dirigida por la expresión tardía de “genes de plasticidad” como 

c-fos sería capaz de aumentar la capacidad de procesar y almacenar información (Fusi y 

Abott 2007). Notablemente, en estudios realizados mediante el uso de redes neuronales 

artificiales se ha visto que cambios en los pesos sinápticos dentro del conjunto neuronal 

dinámico son importantes para aumentar la persistencia de la traza de memoria 

(Abraham y Robins 2005).  

En este contexto, nuestros hallazgos muestran que la transcripción y la expresión 

de c-Fos tardías luego del entrenamiento son necesarias para el mantenimiento de la 

traza de memoria de EI. Junto con aquellos que muestran que la transcripción y la 

expresión de c-Fos alrededor del entrenamiento son necesarias para la formación de la 

memoria (Igaz y col. 2002; Lamprecht y Dudai 1996; Mileusnic y col. 1996; Morrow y 

col. 1999; Countryman y col. 2005; Kandel 2001), se ve respaldado fuertemente el 

argumento de que a fin de mantener las modificaciones en los pesos sinápticos dentro de 

una red, la actividad ocurrida durante los eventos iniciales de codificación debe 

repetirse más tarde. Es importante destacar que la reactivación de los receptores NMDA 

en la región CA1 días después del entrenamiento es crucial para la estabilización de 

memoria espacial y condicionamiento de miedo al contexto (Shimizu y col. 2000; ver 

Day y Morris 2001). Recientemente, se ha reportado que las vías de señalización de 

ERK y AMPc parecen estar reactivadas repetidamente luego del entrenamiento, siendo 

que la integridad de la persistencia del condicionamiento de miedo depende de la 

integridad de las oscilaciones de ERK al menos por una semana luego del 

entrenamiento (Eckel-Mahan y col. 2008), sugiriendo que rondas repetidas de 

activación de ERK pueden contribuir a la generación de ciclos múltiples de 

transcripción y traducción necesarios para el mantenimiento del almacenamiento de la 
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MLT. Es interesante tener en cuenta que recientemente hemos encontrado que la 

persistencia del almacenamiento de la MLT de EI se ve selectivamente deteriorada por 

el bloqueo de la activación de ERK en el hipocampo dorsal 12 horas luego del 

entrenamiento (Bekinschtein y col. 2008). 

   

Después de c-Fos, ¿qué sigue? 

Estas repetidas ondas de reactivación de las vías de señalización y de expresión 

génica podrían ser las responsables de los cambios en la plasticidad sináptica necesarios 

para el almacenamiento de la MLT. Trabajos recientes proporcionan evidencias de que 

el almacenamiento de la memoria está asociado con la remodelación sináptica y el 

crecimiento de nuevas conexiones sinápticas (Bailey y col. 2004; Lamprecht y LeDoux 

2004; Barco y col. 2006). En trabajos previos de nuestro laboratorio, hemos demostrado 

que c-Fos está sobre-regulado tardíamente luego del entrenamiento por eventos 

involucrados en la persistencia de la memoria dependientes de síntesis proteica y BDNF 

(Bekischtein y col. 2007), así como el aumento en la densidad de espinas (Tyler y 

Pozzo-Miller  2001; Alonso y col. 2004). De esta manera, la transcripción tardía, 

dependiente de c-Fos, podría ser necesaria para la expresión de genes efectores 

involucrados principalmente en la remodelación sináptica asociada a la persistencia de 

la memoria. En este contexto, recientemente se ha publicado la ocurrencia de un 

aumento en el número de espinas dendríticas en la región CA1 del hipocampo luego de 

48 horas de un condicionamiento al miedo (Restivo y col. 2009). 

Estos cambios plásticos podrían ser explicados a partir de remodelaciones en la 

matriz extracelular. En este punto, resulta interesante mencionar a las métaloproteinasas 

de la matriz extracelular (MMPs), las cuales conforman una gran familia de enzimas 
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proteolíticas de liberación, dependientes de zinc, cuyos sustratos canónicos incluyen 

moléculas de adhesión celular (CAMs) y proteínas de la matriz extracelular (ECMs). 

Las MMPs son secretadas en el cerebro por neuronas y por glía, en particular la MMP-

9, en forma inactiva, transformándose a la forma proteolíticamente activa cuando se 

remueve el pro-péptido en respuesta a un estímulo específico (Ethell y Ethell 2007). 

Estudios realizados en rebanadas de cerebro y en rata, muestran una rápida activación 

de las MMP-9 perisinaptica en la región CA1 por la inducción de LTP mediado por una 

estimulación tetánica de la sinapsis de la colateral de Shaffer-CA1 (Nagy y col. 2006) o 

por diferentes tareas de aprendizaje y memoria asociativas y no-asociativas (Nagy y col. 

2007; Wright y col. 2007; Brown y col. 2008). La utilización de técnicas que producen 

pérdida de función, incluyendo el uso de bloqueantes farmacológicos, anticuerpos 

neutralizantes, o supresión génica, confirman que en ausencia de proteólisis de las 

MMPs, el LTP de las sinapsis del hipocampo y otras áreas corticales es transitorio 

(Meighan y col. 2006; Meighan y col. 2007; Nagy y col. 2006; Bozdagi y col. 2007; 

Okulski y col. 2007; Wang y col. 2008) y que el desempeño comportamental en 

diferentes tareas de aprendizaje y memoria se ve afectado (Nagy y col. 2007; Wright y 

col. 2007; Brown y col. 2008; Brown y col. 2009; Wiediger y Wright 2009). Otros 

trabajos han demostrado que la estabilidad de la expansión de las espinas que 

acompañan típicamente al LTP también depende de la proteólisis de la MMP-9 (Wang y 

col. 2008), indicando que la estabilidad funcional y estructural de la plasticidad 

sináptica dependen de la MMP-9. 

En relación a este trabajo, la MMP-9 nos resulta de particular interés ya que su 

promotor se encuentra bajo la regulación de c-Fos/AP-1 (Kaczmarek y col. 2002). De 

esta manera, la MMP-9, junto con su inhibidor de actividad endógeno, TIMP, podrían 

estar regulando los cambios en la matriz extracelular que permitirían la remodelación en 
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las conexiones sinápticas que derivarían en cambios estructurales necesarios para el 

almacenamiento persistente de la memoria. Además, los niveles proteicos y la actividad 

proteolítica de MMP-9 aumentan en el hipocampo alrededor de las 6 horas, con un pico 

entre las 12 y 24 horas que decae hasta los niveles basales a las 72 horas, luego de un 

entrenamiento de EI, cuya memoria se ve afectada por la infusión en el hipocampo de 

un inhibidor específico de MMPs (Nagy y col. 2007).  

 

Consolidación celular y de sistemas 

Al plantear muchas más preguntas que respuestas, el hallazgo de una fase crítica 

de transcripción que involucra al menos una onda tardía de expresión de c-Fos para la 

persistencia del almacenamiento de la memoria, abre nuevas vías de investigación en el 

procesamiento de la consolidación tardía de la memoria en el hipocampo. Un punto de 

vista predominante en la ciencia moderna de la memoria es que hay dos tipos de 

consolidación de la memoria.: (1) uno rápido, llamado consolidación sináptica o celular 

que involucra eventos celulares y moleculares que ocurren durante y tempranamente 

luego del entrenamiento y subsisten por algunas horas a un par de días, (2) uno lento, 

consolidación de sistemas que implica la participación de algunas regiones neocorticales 

y su interacción con la formación hipocampal y áreas corticales relacionadas (ver Dash 

y col. 2004; Wang y col. 2006). El nivel de consolidación de sistemas dura varios días, 

semanas a meses en la mayoría de las tareas de aprendizaje estudiados hasta el 

momento. La estabilización de una memoria de larga duración es alcanzada por el 

entramado gradual de múltiples regiones corticales que almacenan la memoria como un 

conjunto. En pocas palabras, la consolidación de sistemas involucra la paulatina 

desvinculación de estructuras tales como el hipocampo y la corteza entorrinal y un 
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reclutamiento progresivo de regiones neocorticales. Si la consolidación de sistemas es el 

principal mecanismo para el almacenamiento de MLT, un requisito obvio es que la traza 

de memoria debe durar suficiente tiempo en el hipocampo para permitir los pasos 

iniciales de consolidación de la memoria en la neocorteza. Por ello, dentro del contexto 

de la teoría estándar de la consolidación se desprenden preguntas importantes. La fase 

tardía dependiente de síntesis proteica, BDNF y transcripción que ocurre entre las 12 y 

24 horas luego del entrenamiento ¿es un nexo necesario entre la consolidación celular y 

de sistemas? Nuevos experimentos utilizando diferentes técnicas son necesarios para 

abordar adecuadamente esta y otras preguntas respecto de los eventos moleculares que 

subyacen la persistencia de una memoria de larga duración. 

 

Más allá del hipocampo, la corteza retrosplenial 

Los cambios hallados en la expresión de c-Fos en la corteza retrosplenial 

(Figuras 17 y 18) podrían contribuir a responder estas preguntas. Según los resultados 

obtenidos en este trabajo, dicha estructura podría estar participando desde el inicio en la 

formación de las memorias y podría colaborar en el proceso que permitiría que las 

memorias se almacenen en otras estructuras corticales cuando dejan de depender del 

hipocampo. Es decir, podría ser como una estación de relevo colaborando en serie o 

paralelo, dialogando con el hipocampo mientras las memorias se almacenan 

definitivamente en otras estructuras corticales. Partiendo del supuesto de que el 

procesamiento de la memoria depende de la interacción entre el hipocampo y áreas 

corticales (Squire 1992; Nadel y Moscovitch  1997; Dudai 2004; Frankland y col. 2005; 

Morris 2006), y asumiendo que la memoria de largo término se almacena en la 

neocorteza, la corteza retrosplenial sería un excelente candidato, de entre las regiones 
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cerebrales, a formar parte de una red con el hipocampo destinada al procesamiento de la 

memoria. 

A pesar de los numerosos trabajos que describen las conexiones entre la corteza 

retrosplenial y el hipocampo, varios de los cuales muestran su rol en el procesamiento 

de la memoria a través de lesiones (Harker y Whishaw 2004; Albasser y col. 2007; 

Dumont y col. 2010; Pothuizen y col. 2010), ninguno de ellos ha estudiado su rol en la 

persistencia de la traza mnésica en forma directa, más allá de las correlaciones de los 

aumentos de actividad neuronal y expresión de memorias remotas (Maviel y col. 2004; 

Frankland y Bontempi 2005). En definitiva, la mayoría de los trabajos publicados acerca 

de esta estructura son estudios realizados con lesiones permanentes, lo cual no permite 

obtener un panorama claro para definir un rol temporal en el procesamiento de la 

memoria. 

 

Distintos roles para transcripción y traducción  

Hemos encontrado que en la corteza retrosplenial existen requerimientos de 

síntesis de mensajeros y de proteínas para el establecimiento de nuevas memorias. Sin 

embargo, como mostramos previamente en relación al hipocampo, no existe una 

correlación directa entre la síntesis de mensajeros y la síntesis de proteínas, los cuales 

pueden estar desfasados. En la corteza retrosplenial, la transcripción parece ser 

necesaria desde el comienzo y a tiempos largos para la formación de la memoria, a 

diferencia del hipocampo que presenta ventanas temporales definidas de requerimiento 

transcripcional, una alrededor del entrenamiento y otra ventana entre 3-6 horas luego 

del mismo para la formación de la memoria (Igaz y col. 2002). En este trabajo también 

describimos un requerimiento tardío de síntesis de mensajeros en el hipocampo 
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necesario para que una memoria persista (ver resultados, Figura 2). Sin embargo, en la 

corteza retrosplenial, observamos que la transcripción es necesaria en todos los tiempos 

evaluados en este trabajo para que la memoria de EI se forme.  

Por el contrario, los resultados de inhibición de la síntesis proteica en la corteza 

retrosplenial, muestra un requerimiento similar al observado para el hipocampo (Igaz y 

col. 2002, Bekinschtein y col. 2007). Se requiere de síntesis de proteínas en la corteza 

retrosplenial en el momento del entrenamiento para la formación de la memoria. Sin 

embargo, el requerimiento tardío de traducción sería necesario para la persistencia, pero 

no para la consolidación “temprana” de la memoria, ya que la misma se expresa 

normalmente a los dos días del entrenamiento. Esta similitud de resultados obtenidos en 

hipocampo y corteza retrosplenial se podría explicar de varias maneras. Podría ocurrir 

que ambas estuvieran moduladas por alguna otra estructura, o podría ser que existiera 

un diálogo directo entre hipocampo-corteza retrosplenial, o bien, podrían estar 

sucediendo ambas cosas. Sería muy interesante estudiar la existencia de este “diálogo”.  

Lesiones bilaterales combinadas en corteza retrosplenial y fornix (principal 

salida del hipocampo) y los núcleos talámicos, producen déficit en una tarea de 

aprendizaje asociativo visuo espacial (Dumont y col. 2010). También se ha encontrado 

que la inactivación temporal de la corteza retrosplenial afecta los patrones de 

codificación espacial en el hipocampo, observado mediante registros celulares en 

animales que a su vez mostraban un déficit de aprendizaje producto de la inactivación 

de dicha corteza (Cooper y Mizumori 2001). Estos trabajos, muestran el fuerte vínculo 

entre estas dos estructuras, que llevan a preguntarnos si algunos de los efectos sobre el 

aprendizaje observados históricamente al intervenir en el hipocampo, no habrán sido el 

resultado de efectos indirectos sobre la corteza retrosplenial. 
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Marcadores de actividad en corteza retrosplenial… ¿Y el rol funcional? 

 Quienes se embarcan en la búsqueda de las regiones cerebrales que estarían 

involucradas en el procesamiento de la memoria han utilizado diferentes técnicas de 

detección de actividad neuronal para tratar de visualizar las estructuras involucradas. 

Algunas de las técnicas más difundidas son fMRI, consumo de (14C) 2-deoxiglucosa y 

expresión de genes. Entre estos últimos marcadores se encuentran los IEGs, tales como 

Zif268 y c-Fos. En estos trabajos, donde estudian la activación de las diferentes 

estructuras tanto en memorias recientes como en memorias remotas (Frankland y col. 

2001; Frankland y col. 2004; Maviel y col. 2004), se observa que mientras la evocación 

de una memoria espacial reciente activa el hipocampo y la corteza entorrinal, la 

evocación de una memoria remota está asociada a la activación (relacionada con el 

consumo de glucosa o a la inducción de genes como c-Fos y Zif268) en zonas de la 

corteza prefrontal, frontal, cingulado anterior, corteza retrosplenial y corteza temporal 

(Maviel y col. 2004). Resultados similares fueron obtenidos en la evocación de una 

memoria asociativa de miedo (Frankland y col. 2004). En particular, trabajos recientes 

han revelado cambios, en la corteza retrosplenial, en el consumo de glucosa y c-Fos en 

un condicionamiento clásico (Radwanska y col. 2010) y cambios de Zif268 y c-Fos en 

memoria de trabajo espacial (Pothuizen y col. 2009). 

Sin embargo, esto sólo representa una correlación entre la expresión de estos 

marcadores moleculares y el procesamiento de la memoria. El hecho de que una zona se 

active durante la evocación de una memoria, no quiere decir que la traza esté 

almacenada en esa región, sino solamente que participa del mecanismo necesario para la 

evocación. En este trabajo, mostramos la existencia de dos ondas de expresión de c-Fos 

en la corteza retrosplenial inducidas por el entrenamiento de EI per se.  
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Por otro lado, ninguno de estos trabajos muestra un rol funcional de la expresión 

de c-Fos en la corteza retrosplenial ni de esta estructura en sí en la persistencia de la 

MLT. Aquí, a través de la infusión localizada de ASO c-fos, mostramos que la 

expresión de esta proteína en la corteza retrosplenial es necesaria para el 

almacenamiento persistente de una memoria aversiva. El bloqueo de la expresión de c-

Fos no afecta la formación de la memoria cuando se infunde el ASO antes del 

entrenamiento ni en tiempos posteriores (8 y 12 horas). Sin embargo, los mismos 

tiempos de infusión producen un déficit en la persistencia de la memoria, como se 

observa en la evaluación de desempeño en la tarea de EI realizada a los 7 días del 

entrenamiento. Es importante resaltar que la infusión del ASO c-fos, no tiene efectos 

sobre la estructura per se y su efecto es tiempo específico, ya que la infusión de este 

oligonucleótido inmediatamente post-entrenamiento y a 24 horas no produce efectos en 

la memoria a largo plazo; si bien la infusión inmediatamente post-entrenamiento, afecta 

parcialmente la expresión de la memoria a 2 días, posiblemente afectando de manera 

temporal la evocación, sin tener efectos en el almacenamiento de la MLT.  

En este punto, podemos destacar un rol diferencial entre el hipocampo y la 

corteza restrosplenial. Según los resultados expuestos en este trabajo, a diferencia de lo 

observado en el hipocampo, en la corteza retrosplenial habría al menos dos ondas de 

expresión de c-Fos implicadas en los mecanismos de persistencia de la memoria, 

mientras que en el hipocampo, habíamos observado que la primera onda estaba 

involucrada en la formación de la MLT. Aunque esta puede resultar una diferencia 

aparente, ya que no podemos descartar que la primera onda de expresión de c-Fos 

hipocampal tenga un rol en persistencia, encubierta por los mecanismos de formación. 

Además, la segunda onda de expresión de c-Fos comienza más temprano en la corteza 

retrosplenial que en el hipomcampo, dado que el aumento de expresión ya se observa a 
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las 12 horas. Esto nos muestra, una diferencia temporal entre ambas estructuras, y al 

mismo tiempo, una similitud en los mecanismos moleculares que participan en el 

procesamiento de la memoria. 

De esta manera, en este trabajo por primera vez mostramos el rol funcional de la 

expresión de c-Fos en la corteza retrosplenial y la participación de esta estructura en el 

procesamiento de una memoria persistente. El rol de la misma parecería haber estado 

encubierto por la tan popular formación hipocampal. Este trabajo nos lleva a 

plantearnos la existencia de una interacción entre el hipocampo y la corteza 

retrosplenial, junto con los hallazgos Aggleton y colaboradores (2007), en el cual 

muestran que el apagado del hipocampo mediante el uso de diversas técnicas produce 

un decaimiento de la expresión en los niveles de c-Fos inducido por una serie de tareas 

de aprendizaje de dicha corteza (Albasser y col. 2007). 

  

Preguntas sin responder 

 Como es de esperar en Ciencia cada respuesta encontrada nos lleva, 

inevitablemente, a realizar nuevas preguntas. El complejo estudio del cerebro, el cómo y 

dónde ocurren los procesos de aprendizaje y memoria, cuánto tiempo duran, si es que 

alguna vez dejan de sufrir modificaciones, parece no tener fin. 

En este trabajo en particular, se abre camino a las cuestiones que involucran 

dilucidar cuáles serían los genes efectores regulados mediante la expresión de c-Fos, 

que permitirían los cambios plásticos en las sinapsis necesarias para que una memoria 

se almacene en el cerebro en forma duradera. Como mencionamos durante la discusión, 

el estudio de la reorganización de la matriz extracelular parecería ser un interesante 

camino para responder esta pregunta.  
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A su vez, sería muy interesante profundizar sobre la comunicación existente 

entre la corteza retrosplenial y el hipocampo, así como el diálogo de estas estructuras 

con otras áreas corticales involucradas en el procesamiento de la memoria. Asimismo, 

es atrayente descubrir cuáles serían los mecanismos moleculares que sostienen esta 

comunicación. 

 De esta manera, creemos que los hallazgos presentados en este trabajo, 

contribuyen al esclarecimiento de este tan intrigante rompecabezas del guardado de las 

memorias en nuestro tan complejo y fascinante cerebro, del cual aún queda mucho por 

conocer. 
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