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

Resumen

Un punto de vista predominante &n ciencia moderna de laemoria es que los
recuerdos son inicialmente fraggl pero se vuelven mas estables con el tierApgmesar

de que la persistencia es una caracteristica fundanamtel almacenamiento de la
memoria, Su mecanismo se encuentra escasamente caracterizado. Para comprender los
procesos que subyacerdaamemoria de largo término (MLT) debemos entender cémo

es que las trazas adeemoria persisten a lo largo del tiempo, a pesar de la vida media
corta y de la altaelocidad de recambio de sus sustratos moleculgresste trhajo,
mostramos que la MLdle evit&ion inhibitoria duradera pero @ que duranas alla de

2-3 dias, dependde la expresion tardia deFos en el hipocampo y en la corteza
retrosplenialPor otra parte, la inhibicién de la transcripcion en el hipocampo 24 h luego
del entrenamientafecta la persistencia, pero no la formacion de la MNd obstante,

la inhibicion de la transcripcion en la corteza retrosplenial impide la formacién de la
memoria. Ademas, mostramos que los requerimientos de tramucen la corteza
retrosplenial alrededor del entrenamiento, en la formacion de la memoriaayniante

luego del entrenamiento, en la persistencia de la memoria, son similares a los vistos en
el hipocampoEstos hallazgos indican que una fase de transcripcién y traduccion tardia
son esencial para el mantenimiento de una traza de memoria inducida por miedo.
Nuestros resultados apoyan la hipétesis de la existencierdas recurrentes de
eventos como l&onsolidaciongue ocurren luego del aprendizaje en el hipocampo y

corteza retrosplenial para mantener las memorias.

Palabras clave:persistencia de la memoriaFos; hipocampo; corteza retrosplenial;
transcripcion; traduccion; evitacion inhibitoria.



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 ttmemories are initially
fragile but become more stable with tiddthoughpersistence is a key charadéc of
memory storage, its mechanisms are scaradgracterized.To understand the
processes that underlie memory, we mu@nhprehend how is it that memory traces
persist despite the short-lived nature and raymdover of their molecular substratés.

this work, we show that long-lasting but not short-lived inhibi@vgidance longerm
memory depends on a delayed expression of c-Fos mghecampus and retrosplenial
cortex. Moreover, inhibition of transcription in the hippocampdsh after traimg
hinders persistence but not formation of ldagn storage.However, inhibition of
transcription inthe retrosplenial cortex impairs memory formation. In addition,
translation requirements in the retrosplenial cortex around training, for memor
formation, and late after training, for memory persistence, are similar of those seen in
the hippocampus. These findings indicate tHalayed phaseof transcriptionand
translation ar@ssentia for maintenance of a feanotivated memory trace. Our results
support thehypothesis that recurrent rounds of consolidalik®-events take place late

afterlearning in the dorsal hippocampus and retrosplenial cortex to maintain memories.

Key words: memory persistence; -feos; hippocampus; corteza retrosplenial;
transciption; translation; inhibitory avoidance.
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Introduccion



A través de los sentidos somos capaces de percibir el mundo que nos rodea, y de
todo aquello que hemos percibido, s6lo una fraccidbnusedg 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
gue no sabemos como se hace ni comunicar nada que no conozcamos, es decir, nada
qgue no esté en nuestra memoria. El pasado, nuestra memoria, no solo nos dice quienes
somos, sino también nos permite proyectar rumbo al futuro, nos dice quien podriamos

ser.

Quizéa uno de los retos mas interesantes y atractivieshastaria de laciencia
haya sido ysea comprender las bases nbiglhgicas ded memoria. bs procesos
mentales por los cuales percibimos, actuamos, aprendemos y recorSabesos que
todas las funciones mentales, de las més simples a las mas compiejasugar en el

cerebro. Sin embargadn no conocemos con precisginlocalizacion y organizacion

A lo largo de este trabajo, mostraremos y discutiremos una serie de resultados
experimentales realizados con el objetivo de contribuir al conocimienerafjesobre
uno de los problemas mas dificiles, desafiantes y excitantes @ertaciencia actual:
entender cuas son las bases neurobiolégicas que subyacen a la formacion y
persistenciade una memoria duradera en el cerebro de los mamiferos. Para ello,
empearemos entonces por definir qeriiendemos por memoria y aprendizhge,tipos
de memoriasque se han descripto y estudiado, cuales son las estructuras que
participarian en la formacién de estas memorias, cuales son las etapas que llevan al
almacenam@nto de una memoria y cuales son los conocimientos actuales sobre algunos
de los eventos moleculares y celulares que estanarucrados en la formacion

persistencia de la memoria.



Aprendizaje y Memoria

¢, Qué es la memoria?arias son las definicionesug nos vienen a la mente
cuando tratamos de responder esta preguta. posiblerespuestas aquella que la
define como la representacion interna del mundo (conocimiento), versiones del mundo
codificadas y estructuradas neuronalmente lesistema nervias central las que
pueden, llegado el caso, guiar el comportamiento. En otras palabras, modeladasdquir

del mundo, codificados espadiemporalmente en actividad cerebral.

Y como se construye la representacion interna del mundo?: a través del
aprendizaje. ¢ Y qué es, pues, el aprendizaje? Es el proceso por el cual adqueiwnos
conocimiento acerca del mundo. Es decir, el proceso mediante el cual creamos o
modificamos nuestra representacion interna del mundo, producida por la experiencia.
Tales modifiaciones pueden persistir durante un tiempo apreciable o durante toda la

vida.

Tipos de memoria

Esta ampliamente aceptado que existen multiples tipos de memoria que estan
“mapeadas” en distintos circuitos anatdomicos del cerebro. Aunque se han desarrollado
varios esquemas taxonOmicos para los diferentes tipos de memoria, la mayoria

comparten una forma genérica comun @sgquema 1.J).
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Tipos de memoria

N

Corto término Largo término
(MCT) (MLT)

i

/ "

Explicitas Implicitas
(declarativas) (no declarativas)

SN N

Episddicas Semanticas  Procedurales Perceptuales
(eventos) (hechos)

Esquema l1. Taxonomia de los tipos de memoriala memoria de largo
término se puede dividir en memorias explicitas (datiers) e implicitas (no
declarativas). La memoria implicita afecta a la conducta sin participacion de la
conciencia. La memoria explicita se subdivide en memoria semantica, representando el
conocimiento general sobre el mundo, y la memoria episodicagsespando el
conocimiento personal sobre el pasado propio. Aunque esta forma genérica de division
se aplica direetmente a los sisteas de memoria en humanos, una clasificacion similar
seria aplicable a la memoria en animales, aunque pueda carecer das algun

caracteristicas tipicas de las memorias en humanos.

Primero se hace la distinciébn entre memorias de corto y largo término (MCT y
MLT), y esta ultima se divide en explicitas (0 declarativas) e implicitas (o no
declarativas). Las memorias explicitas selan subdividir en semanticas (hechos) y
episddicas (eventos): la primera consiste en informacion sobre el mundo, coras cudl
la capital de Canada o que los perros son cuadripedos que no vuelan, mientras que la
segunda se caracterizé originalmente corao elocacion consciente de eventos
especificos 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
cognicion semantica, existen evidencias de que animales no humanos efectivamente
dividen el mundo categéricamente en objetos y que, aunque no poseen expresiones
verbales, pueden demostrar a través de su comportamiento que “sabsaih @3és y

otros tipos de objetos (Clayton y col. 2003). Ademas, algunos estudios recientes
modelan la memoria episodica animales como una memoria de cuando, donde y qué
evento ha ocurrido (Clayton y Dickinson 1998), o como la memoria de la propia

conducta del animal (Hampton 2001).

Sistema de memorias: Lobulo temporal medial

En términos psicologicos, los sistemas de memorias son considerados maédulos
especializados que procesan una clasefdemacion particular (por ejempleechos o
eventos; Squire Yola 1996), o guardan informacion por un periodo particular de
tiempo (por ejemplanemoria de corto y largo término; Squire yJ&&996; Izquierdo y
col. 1999 McGaugh2000). En términos biologicos, un sistema de memoria es definido
como una estructura neural y sus interconexiones, que en conjunto procesan un tipo
particular de informacion y participan en el guardado de tal informaizEiotg dentro
como fuera de la propia estructufidim y Baxter 2001). Un sistema de memoria
anatomicamente definido eslébulo temporal medial (MTL) (ver Esquema 12), que
incluye la formacion hipocampical hipocampo propiamente, el giro dentado, el
subiculun y la corteza entorrinal (veEsquema 13) — y cortezas adyacentes —
perirrinal y postrrinat (Amaral y Witter 19%; Saquire y Zola 1996; Kandel y col996

Burwell y Amaral1998).
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El MTL, en particular el hipocampo, es un lugar de convergencia multimodal.
Contiene neuronas que son sensibles a la configuracion de muchos estimulos
ambientales, asi como al contexto doctual en el cual ocurren los eventos (O’Keefe y
Nadel 1978). El hipocampo se considera critico para la formacion de memorias
explicitas de largo término, las cuales se asume que dependen de este tipo de
informacion configuracional asi como de circuit@umales hipocampales especificos

(O’Keefe y Nadel 1978).

Areas de asociacién
unimodal y polimodal

Cortezas perirrinal,
postrrinal y entorrinal

Hipacampeo, giro
dentado y subiculum

Esquema |.2Sistema de memoria del I6bulo temporal medial y sus conexioné&n

la ratala informacion que llega al hipocampo yieme de areas de asociacionlde
neocorteza (azul). Esta proyectkas cortezas perirrinal (naranja), postrrinal (violeta) y
entorrinal (verde), que estan a su vez interconectadas. De este modo, la corteza
entorrinal es un sitio de convergencia y distribucién de la informacion proveniente de la
corteza al hipocampo en, gjiro dentado y subiculum (rojo). Al mismo tiempo, es la
principal via de salida de la informacién desde el hipocampo, giro dentado y subiculum

13



La mayor entrada hacia giro dentadoy una de las entradas mas importantes
hacia el hipocampo y el subiculum proviene dedideza entorrinajjue a su vez, recibe
informacion de una variedad de regiones corticales. Sabemos especificamente que el
hipocampo esta conectado con la amigdala y otras areas de la corteza quehambié
sido implicadas en el proces@&nio de la memoria. A su vez, ¢arteza entorrinal
recibe aferentes que llegan de las distintas regiones del hipocampo, sobre ne@onas qu
a su vez mandan proyecciones a distintas areas de la c(Espaemal.3). Este
sistema, y particularmente el higmepo ha sido involucrado en la formacide
memorias de tipo declarativas. Sin embargo no esta claro, cual es su funcién especifica

y durante cuanto tiempo es necesario.

Via perforante G Fibras musgosas

ik

CA3

vE ,
[ ‘ ) Vias colaterales
« .
e Schaffer
b PrS i
- PaS¥ ¢ ACA1
Y v
1 »
Interacciones corticales
Corteza perirrinal
Corteza retrosplenial

Corteza frontal medial

Esquema 1.3 Conexiones intrinsecas de la formacion hipocdmpic&n la rata el
término “formacién hipocampica” comprende seis regiones aifpitecténicamente
diferertes: el hipocampo propiamente dicho que a su vez se divide en tres regiones
(CAL, 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 vias
sefaladas la via perforante (verde) las fibras musgosdseleste)y las colaterales de
Schaffer (roja) — son unidireccionales. Ademas, se sefiala que existen interacciones

corticales y subcorticales.
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Etapas de la memoria

La formacion de una memoria no se trata de un proceso Unico, sino que es el
resultado de la integracion de etapas o procesos, en los cuales pueden intervenir
diferentes mecanismos. Las definiciones modernas atribuyen a la mEragiacesos
de adquisicién de la informacion, guardad@dgnsolidacién y evocacion Dicho de
otro modo, para tener memoria de algun suceso, primero hayadprir la
informacion pertinente. Luego, la memoria deberé atravesar una eteqasdédacion
en la que sera guardada en un sistema de almacetaaéelargo término. Finalmente,
para poder recordar, tiene que existir un mecanismo que permite poner enajuego |
memoria: laevocacion(ver Esquema 14). Ademas, la evocacion de un recuerdo puede
tener profundas influencias sobre el propio recuerdo y sobre un comportamiento
subsiguiente, por ejemplo, puede iniciaekincién. Peroextincion no es un sinébnimo
de borrado u olvido, las memorias extinguidas pueden ser revividas mediante alguna
clave recordatoria y en particularsg recrea la situacién que dio lugar al aprendizaje
original (Ahlers y col. 1989; Izquierdo 1989). La extincién consiste en la imtribic
gradual de la evocacion del aprendizaje original, y no en el borrado de la memoria

(Myers y Davis 2002).

Se ha propuesto también que Ila evocacion podria desencadenar la
reconsolidacion 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
consolidacion de laraza de memoria origina{(Misanin y col. 1968; Judge y
Quartermain 1982; Nader y col. 2000; Sara 2000; Taubenfeld @@la; Debiec y
col. 2002; Milekic y Alberini 2002; Pedreira y col. 2002; Pedreira y Maldonado 2003;

Dudai y Eisenberg 20Q8occia y col. 2005; Boccia y col. 2010
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Asimismo, le procesogde consolidacid, reconsolidacion y extcion de la
memoriapueden sealtamente moduladgor diversos neurotransmisores, hormonas y
sefales periféricasMcGaugh 2004; Boccia y col. 2009; Boccia y col. 2018in
embargo, los mecanismos invalados en estas fases de la memoria exceden los

objetivos de esta tesis (para una revision ver lzquierdo y Medina 1997; McGaugh 2000)

Extincion

Adquisicion Consolidacion celular Evocacién

Entrenamiento Test Reconsolidacion

Esquema |.4. Lasetapasde la memoria. Varias etapasan sido descriptas para el
procesamiento de la memoria. El emizaje ocurre durante una etapacial de
adquisicién. Luego la memoria atraviesa un periodo de consolidacion que puede durar
horas y se caracteriza por el requerimiento de la transcripcion y dalledion. Los
inhibidores de la sintesis de proteinagriieren con la consolidacion de la memoria e
impiden la formacién de la MLT. La evodéo de la memoria ocurre durante la sesion

de test. La evocacion puede desslenar al menos dos procesidda reconsolidacion,
definida como la susceptibilidad de la MLT a la accién de inhibidieda sintesis de
proteinas luego de una sesion de test en ausencia del refueraxtindpn, que es un
proceso que causa una disminucion en la retencién de la memoria luego de su evocaciéon
no reforzada e involucra el aprendizaje de una nueva asociacién y no una reversion en el

aprendizaje de la asociacion original.

Entre las etapas mencionadas, la mas estudiada ha sido y es la etapa de
consolidacion. La idea de que las memorias atraviesan una etapa de consolidacion

surg6 a partir de un estudio realizado por Miiller y Pilzecker (1900) con seres humanos.
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Ellos encontraron que lmemoria de cierta informacion e perdia, si otra informacion

B era aprendida inmediatamente luego de haber adquirido la informaciéon A. Basados
estos resultados, propusieron la hipotesis de la preservaciéon o consolidacion de las
memorias. Esta sugiere que el proceso que subyace a la formacion de nuevas memorias

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

Muchas delas convicciones acerca de la consolidacion de las memorias,
surgieron a partir de estudios realizados en pacientes que tenian dafiadaegigana r
particular del cerebro, o de personas que quedaron inconscientes durante un tiempo
debido a un accidente.nEese sentido, el primer caso bien estudiado acerca de la
memoria es el del paciente HM (Scoville y Milner 1957), a quien le fueron réasovi
parte de sus l6bulos temporales, incluyendo el hipocampo, giro dentando y subiculum,
la corteza entorrinal, perimal y amigdala. HM sufrié durante afios ataques epilépticos a
consecuencia de un dafio cerebral a los 9 aflos 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 pdida de algunas porciones de sus lobulos temporales lo dejo
con un déficit de memoria devastador. Este fue bastante especifico, dado que HM
conservaba intacta la memoria de muy corto plazo (segundos o0 minutos) y tenia una
memoria perfecta para hechos que ocurrieron antes de la operacién. Recordaba su
nombre yeventos de su nifiez, aunque &ecierto grado de amnesia para la informacién
adquirida en los afios cercanos a la cirugia (amnesia retrograda). Retenia perfectamente
bien el lenguaje y su variado vocedrio y su coeficiente intelectual permanecio en el
rango de lo normal. Lo que no podia hacer ahora era transfenmemaria de corto
término a unapermanente. Retenia por muy poco tiempo la nueva informacion
concerniente a lugares, gente, u objetosnémia anterograda). Nunca reconocio a la

doctora Milner, a pesar de haberla visto mensualmente por varios afos. Ante cada

17



encuentro, reaccionalmo si nunca la hubiera visto antes. Al mismo tiempo, tenia
tremendos problemas de orientacion espacialpgaque le tom@asi un afio aprender

el camino a su nueva casa.

Este, y otros casos clinicos en los que se estudiaron pacientes con lesiones
similares a HM han contribuido a la idea de que la formacién hipocampica seria un
sistema de memoria transitorio,eqdejaria de ser necesario una vez que la memoria se
ha guardado de manera permanente en lecogeza u otras estructuras, es decir, una
vez que la memoria se ha consolidado. En particular, la integridad del hipocampo
pareciera ser un prerrequisito pala normal adquisicion y consolidacion de
informacion acerca de las asociaciones y relaciones entre estimulos. (Cemark y

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

La odisea de la “consolidacion”

En el afd 1949, Donald Hebb allargl tereno para lo que se convertiria en uno
de los grandes dogmas de la memoria: la teoria de la doble traza. Esta teoridarevivid
idea de la perseverancia de Miuller y Pilzedld€00) al postlar la existencia de una
MCT en forma de actividad reverberanta eircuitos locales. Estaeverberacion
induciria cambios estructurales en las sinapsis de la red reverbepamteityria que la
memoria se almacenara en formergistente como MLT{Hebb 1949). Estas ideas
provocaron un cambio en el estudio denleamoria La idea de que las modificaciones
estructurales subyacian a la MLT, sugiid rol para la sintesis de proteinas en este
proceso que fue confirmadexperimentalmente (para una revision ver Davis y col.
1984; McGaugh 2000). Dieecho, uno de los dogmas consensuados entre los expertos

es que, luego de lkadquisicion, la memoria se divide en al menos dos fases: una que
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dura entre minutos ynas horas (MCT) y es independiente de la sintesis de ARNm y de
proteinas, y una qudura al menos 24 horas (MLT) y depende la transcripcion y la
traduccion (McGaugi2000; Kandel 2001). Experimentalmente, se demostré que la
infusion intracerebral dmhibidores de la sintesis de proteinas es capaz de producir un
déficit en la MLT, perono en la MCT (Agranoff 1965; Baronsld970; Davis y col.
1984; Izquierdo y col1998; McGaugh 2000). Maaln, el efecto amnésico de estos
inhibidores depende delomento en el cual se realizaaldministracion. La sensibilidad

a estos inhibidoregariasegun la especie y tarea aprendida, 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; Rosenbluncol. 1993; Ghirardi y col. 1995;
Pedreira y col. 1995; Bourtchouladze y col. 199&hafe y col. Q00b; Igaz y col. 2002;
Scharf y col. 2002). Estos hallazgos le dierorsustrato madcular a las observaciones

de Miler y Pilzecker y permitieron postular qua caracteristica principal de la
consolidacion dea MLT era el requerimiento de n$ésis de nuevas proteias
(McGaugh 2000; Kandel 2001). Inclusive, experimentos posteieasficaron que el
requerimiento de sfesis proteica no era continuo luego @gtrenamiento sino que, en
varios casos, la sensibilidad a inhibidores de la sintesgateinas se expresaba en
momentos discretos, luego de la adquisicion de una ({@oeatchouladze y col. 1998;
Quevedo y col. 1999; Igaz y col. 2002). De esta formansentraron al menos dos
ondas o picos de requerimiento de traduccién pacaraolidaan de la memoria de
varios aprendizajes: uno al momento del entrenamigotoo entre 3 y 6 h nsatarde.
Pasadas unas horas, los inhibidores de la traduccionimgettivos para causar
amnesia a las 24 horas del entrenamiento, indicando qums$alidaion se completa

en unas pocas horfélgaz y col. 2002)
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Por otra parte, los experimentos de Muller y Pilzecker acerca de la perseverancia
tomaron fuerza en la psicologia como una forma de comprender la amnesiadatrogra
observada luego de lesiones ceads. No obstante, la pérdida de memoria por lesiones
puede extenderse a varios afos previos a esa.lé%o lo tanto, la amnesia retrograda
mas prolongada no podia ser explicada en términos de una consolidacién que dura unas

pocas horas.

Durante los ultimos 15 afios se ha intentado combinar los dos fenbmenos antes
mencionados: 1) las observaciones a nivel molecular de que la memoria es susceptible a
manipulaciones farmacaicas por unas horas luego de un entrenamiento, y 2) la
existencia de amnesia retrograda que puede extenderse a lo largo de dias en animales y
hasta aféis en humanos al producirse una lesion en el MTL. El resultado es una hipotesis
bastante intuitiva y poco explicativa: la consolidacién involucra una reorgamiza
nivel celular o sinagico y también una reorganizacionnael de sistemagDudai y
col. 2004; Frankland y col. 2005; Morris 2006). La consolidacién celular o sinaptica se
completa en unas horas luego del entrenamiento e implica la estabilizaciéon de los
cambios en la conectividad sinaptica en circuitos locales (por ejemplo, el crecimiento de
nuevas conexiones y la reestructuracion de otras ya existentes). Ladamidola nivel
de sistemas es un proceso temporalmente mucho mas largo e involucra la
reorganizacion gradual deslaregiones que subyacen a la traza de memoria (por
ejemplo, un cambio dependiente del tiempo en los circuitos necesarios para la

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

Encontranos en la literatura cientifica nurosas evidencias de t@nsolidacion
celular (para una revision véicGaugh 2000; Kandel 2001; Izquierdocgl. 2006).
Ademas, se han identificado varias de las cascadas de sefalingieicelular, de los
factores de transcripcion y algunos de los geémesiucrados en estgroceso (Akel y
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col. 1997; Izquierdo y Medind997; Kandel 2001; Sweatt 2004). Ergilas, la cascada
de la proteina quinasa A (PKA) (Brunelli y col. 1976; Bernabeu y t887;
Bourtchouladze y col. 1998; Schafe y col. 2000b; Locatelli y col. 2002}juimsasas
reguladas extracelularmente (ERK1/2) (Atkins y col. 1998; Selcher }12@9; Schafe
y col. 2000a; Alonso y col. 2002c; Gooney y col. 2002; Bozon y2€613; Kelleher y
col. 2004; Sweatt 2004; Trifilieff y col. 2006), loscfares detranscripcion CREB
(Montarolo y col. 1986; Bernabeu y col. 1997; Bartsch y col. 1988benfeld y col.
2001b; Bozon y col. 2003; Trifilieff y col. 2006), Fm@s (Morrow Yy col. 1999;
Cammarota y col. 2000; Guzowski 2002; He y col. 2002; Fleischmann Y@oB,
Countryman y col. 2005Yasoshima y col. 2006) y C/EBPB (Alberini y col. 1994;
Taubenfeld y col. 2001a; Yefet y col. 2006) y algunos genes efectores cdaatoel
neurotrofco derivado de cerebro (BDNF) (Qiao y col. 1998; Hall y col. 20di2uno y
col. 2000; Tokuyama y col. 2000; Johnston y R28@1; Alonso y col. 2002&gan y
col. 2003; Lee y col. 2004; Liu y col. 2004; Monteggia y col. 2004; Pezaveas. y

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

Sin embargoalgunos autores aun cuestionan el rollalsintesisde novode
proteinas en la formaciode la memoria. Una hipétesis alternativa propone que la
modificacion postraduccionalde proteinas prexistentes es necesaria y suficiente para
la MLT, y que la transcripciény la traduccion simplemente rfaionan como
mecanismos de reposicion de proteinaadas eras sinapsis (RouttenbergRekart
2005). Otra posibilidad que contemplalyunos autores, es que la sintesis de nuevas
proteinas es importante para la modulagu@mp no para la consolidaciée th MLT, y

no constituye el sustrato de la trazantemoria (Gold 2006).

La consolidacion a nivel de sistemasta avalada por un menodmero de
evidenciassenaladas erm$ importantes trabajos publicados por el grupérdekland
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y Bontempi (Frankland y col. 2001; Frankland y col. 2004; Maviel ya@)4) durante

los ultimos diez afis. Estos trabajomdican que, mientras que la evocacion de una
memoria espacial reciente activa el hipocampo y la corteza entorrinal, la evocacion de
una memoria remota esta asociada a la activacion (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 evocacion de una memoria
asociativa de miedo (Frankland y col. 2004). Pero a pesar de que estos experimentos
apoyan claramente la hipotesis de una consolidacién de sistemas, el hecho de que una
zona se active durante la evoiden de una memoria,onquiere decir que la traza esté
almacenada en esa regi&ino solamente que participa del mecanismo necesario para la

evocacion.

Un trabajo del grupo de Morris (2007) sugiere que una meraspacial dejaai
de depender de la intégad del hipocampo luego de dosslide laadquisicid (Tse y
col. 2007), indicando que, al menos para esta tareankolidaciéra nivel de sistemas
se completari@n un tiempo corto relativo a los gradienpespuestos por los trabajos

anteriores.

Cuestiones de mantenimiento: persistencia de la memoria

Dentro del marco de lo expuesto en los parrafos anteriores, aun quedan en el
tintero los mecanisme por los cuales smantendrida traza en ehipocampo mientras
se transfiere y almacena ers leorteza (proceso que podria tarddias o meses)
(Frankland y Bontempi 2005)Si los ewentos moleculares que se inducen con el

aprendizajecontinian por horas o dias luego del entrenamiento, la activacion de
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cascadas de sefalizacion intracelulares y la sintdsisnacromoléculas podrian
mantener las modificaciones sinpticas producidas por el aprendizajeghastas
circuitos se reorganicen y la traza sea almacepada corteza. Por lo tanto, bloqueo
del proceso de mantenimiento de la traza en el hipocafeptaria un posiblproceso
de transferencia a la corteza; por lo tanto, existiria una consolidacion compigtd
celular pero incompleta a nivel de sistemase veria un decaimiento nrapido de la

memoria a lo largo de los dias.

El hallazgo deunafase dependiente de sintesis de proteinas y de BDNF en el
hipocampo necesaria para la persistencia de la M{Bekinschteiny col. 2007;
Bekinschtein y col2008) da cuenta del posible mecanismo ma@&tendria la memoria
en el hipocampmientras el engrama se transfiere a la corteza. Asi, la inhibicién de la
sintesis deproteinas o de BDNF durante el periodo critico interferiria con el
mantenimiento de lmemoria en el hipocampo causando una transferencia incompleta y

una memoria que neersiste a lo layo del tiempo.

Bases moleculares de la persistencia

La vida media de las proteinas es relativamente corta comparada con ladnduraci
de las memorias. Entonces, ugqmecanism® moleculares podrian permitir el
mantenimiento de la traza mnésica? Una posiblpliacion involucra rondas
recurrentes de activacion neuronal (Wittenberg y col. 2002) que produciridinsam
moleculares que podrigareparar a una poblacion neuronal para participar en futuros
episodios de plasticidad sinaptica por reforzamiento en la efidadia transmision
sinaptica y crecimientos de dendritas y axones (Lamprecht y LeDoux 2004nT ¢

col. 2002).
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Sin embargo, actualmente son pocos los trabajos que han colaborado con el
esclarecimiento de los mecanismos moleculareslucradosen el mantenimiento de
los cambios sinapticos vinculados con el almacenamiento persistente de la memoria.

Los candidatos madestacados hastarmbmento son éSDNF y PKMC.

El BDNF pertenece a una familia de factarégicos denominados neurotrofinas
(McAllister y col. 1999; Huang YReichardt2001; Bindery Scharfman2004). En el
cerebro adulto, el BDNF es importargara la transmision sinptica excitatoria y la
plasticidad (Poo 2001; Tyler y col. 200Bramham y col. 2005)Su expre®n es
regulada podopamina (Kppersy Beyer 2001), & sintetiza, se almacena y es liberado
por neuronaglutamatérgicas, y su receptor, el TrkB, se expresa abundantemente en
sinapsisglutamatérgicas (Bramham y col. 200BjJlemas, esta proteina es necesaria y
suficiente paat el mantenimiento de lpotenciacion de largo término (LTP) en el
hipocampo, probablemente la forma reétudiada de plasticidad sinaptica (Bham y
col. 2005; Lu y col. 2008), que poddar uno de los mecanismos celulaseByacentes

ala MLT (Pastalkea y col. 2006; Whitlock y col. 2006).

Durante la udltima década se acumulé gran cantidad de evidencias que
sugieren que el BDNF juega un papel crucial eapeéndizaje y la memoria (Qiao y
col. 1998; Hall y col. 2000; Mizuno y col. 200Dpkuyama y cb 2000; JohnstoRose
2001; Alonso y col. 2002a; Egan y col. 2003%e y col. 2004; Liu y col. 2004;
Monteggia y col. 2004; Pezawas y col. 2004; Rattyneol. 2004; Alonso y col. 2005;
Ouy Gean2006). Através de la unién a su receptor TrekBBDNF escapaz de regular
la transcripcion y la traduccion necesarias para la plasticidad sinaptica y la memoria
mediante, al menos, tres cascadas de sefializacion intracBll&K 1/2, 2) PI3K y 3)

PLCy (ver Esquemal.5).
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Esquemal.5. Vias de sefalizacion intracelulamactivadas por la unién del BDNF a

su receptor TrkB. La caricatura describe las principales cascadas bioquimicas
involucradas en las acciones conocidas del BDNF sobre la plasticidad sinaptica y la
memoria. La union del BDNF a su receptor TrkB puede modular rapidamente la
actividad de los receptores NMDA y AMPA que estan en la membrana, o puede regular
la transcripcién y la traduccion a través de tres viesdilizacion intracelular: PLLC
(fosfolipasa C gama), proteina quinasa regulada extracelularmente (ERK) y proteina
quinasa de fosfatidil inositol-fsfato (PI3K). La activacion de la RLCproduce una
liberacion de calcio del reticulo endoplasmico (ER) y ldvacion de proteinas
quinasas dependientes de calcamodulina (CamKIl), que resultan en la fosforilacion

de CREB y la activacion de la transcripcion. EI BDNF también activa la proteina PI3K
que puede fosforilar a la proteina quinasa B (Akt/PkB) y artdeina blanco de
rapamicina en mamiferos (MTOR), regulando asi la iniciacidon de la traducciéon mediante
la modulacion de la actividad del factor de iniciacién de la traduccion 4E (eiF4E o 4E),
entre otros sustratos. La activacion de la via de ERK puede regular laipadsca

través de la fosforilacion de CREB vy la proteina similar26H. (Elk-1) o la traduccion
mediante la fosforilacion del eiF4E. La expresion génica inducida por CREB puede

involucrar la transcripcion de los ARNm de IEGs carrfosy zif268
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En nuestro laboratorio, hemos demostrado previamente que la activacion de la
via ERK1/2 mediada por BDNF 12 horas pestrenamiento, es crucial para el
guardado de una memoria persistente, en detrimento de las otras dos vias (Bekinschtei
y col. 2008). La activacion de la cascada de ERK1/2 lleva a la union del factor de
transcripcion CREB al elemento de respuesta a AMPc (CRE) de los promotores de
genes inmediatos tempranos (IEGS), tales coffms y zif268 (Alonso y col.2002h
Bozon y col. 2003; Arthur y col. 2004; Riccio y col. 2006), cuya expresion tardia —18-
24 horas luego de un entrenamientoesigacion inhibitoria (ER- estd desencadenada
por la accion de BDNF durante la fase de persistencia en el hipocaagpaulnentos
en los niveles de & IEGs se bloquean por tratamientos que afectan la persistencia de
la memoria, como lahibicion de la sintesis de proteinas o la actividad del BDNF 12
horas luego deéntrenamientdBekinschtein y col. 2007). De esta manesaBDNF
estaria regulando la expresion de IEGs conrfmg y Zif268que, a su vez, podrian
modular la transcripcion de una variedad de genes blAsanismq trabajos recientes
muestran quéda persistencia de la memoria podria estar regulada por modificaciones

epigenéticasjue regudn la expresion de gen@3ay y Sweatt2010).

En resumen, la fase de persistencia depende de sintesis de proteinas 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 amigdala (Ou y col. 2010). El aumento de
BDNF hipocampal durante la fase de persistencia, es el producto de la estimulacion de
los receptoreslopaminérgicod1l mediada por la dopamina proveniente de la VTA
(Rossato y col. 2009). EI BDNF es necesario y suficiente para promoverenmarian
duradera a través de la activacion de ERK 1/2 via los receptores especificos TrkB
(Bekinschtein y col. 2008) (Vétsquema |.5. A su vez, la cascada activada por BDNF

estaria induciendo la expresion de IEGs (genes inmediatopranos), como [es y
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Zif268, ampliamente relacionados con mecanismos de plasticidad sinapticasAtdema
inhibicion de la sintesis proteica y de la sintesis y activida@NdF a las 12 horas,
bloquean loaumentos de c-Fos y Zif268 inducidos poaglendizaje a las 24 horas del

entrenamiento (Bekinschtein y col. 2007).

¢, Cual es la importancia de los IEGs? Tal vez uno de los mas importantes
avances en la comprension de como se codifican las modificagiemmeanentes en el
sistema nervioso fue ekdcubrimiento ddEG c-fosen neuronas del cerebro. Los IEGs
son genes de induccién rapida y transitoria, insensibles a inhibideresintesis
proteica, en varios tipos celulares (Curran y Morgan 1987). Los IEGs se pueden
clasificar aen: 1) los “IEGs regulatorios”, que codifican para proteinas que pueden
aumentar o disminuir la expresion de genes “rio abajo” y 2) los “IEGs efectores”, que
codifican para proteinas que tiengn rol funcional mas directo en las sinapsis. Los
productos proteicos de los genes reguladores se denominan factores de transcripcion
inducibles (ITFs), para diferenciarlos de factores de transcripcionitatimes como
CREB vy Elk1, que son regulados por modificaasrpostiraduccionales, como la
fosforilacion. Los IEGs, incluyendtos ITFsc-fosy zif268 son el primer grupo de
genes que se expresan luego de la activacion sinaptica (Guzowski 2002). Ehapartic
el gen dec-foscodifica para la proteinafeos, la cual se dimeriza con proteinas de la
familia Jun (eJun Jun-B, Jun-Ip para formar efactor de transcripciéon AR, que a su
vez regula la expresion de varios geefectores (Greenberg y Ziff 198Kubik y col.
2007). La expresion rapida y transitoria deas esta asociada a los eventos iniciales de
la formacion de la mearia envarias tareas de aprendizaje (Izquierdo y Medina 1997,
Tischmeyer y Grimm 1999; Guzowski 2002; Kubik y col. 2007) y el apagado del gen de
c-foso la inhibicion de su expresién en el momento del entrenamiento interfiere con la

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

en los mecanismos de persistencia de la memoria.

En formaalternativa perono excluyentese vidque la pesistencia de la MLT
dependeria dia activacion persistente de una isoforma atipica de la proteina quinasa C,
llamadaproteina quinasa Mzeta (PKMqgue carece delominio regulatorio, lo cual le
adjudica la caracteristica der constitutivamente activ&dcktor y col. 1993)Varios
trabajos han demostrado que la inhibicion local deldI( en diferentes regiones de
cerebrg produce un “borrado” rapido de la MLT de varios tipos de aprendéraje
roedores, luego de dias, semanas e incluso meses desprisathelmiento (Pastalkova
y col. 2006; Shema y col. 200Berrano y col 2008; Kwapis y col 2009; Shema y col.
2009; Hardt y col. 2010; Madronal y col. 20Migues y col. 2010; Sacco y Sachetti,

2010; von Kraus y col. 20)0

Sin embargo, resultados recientes muestran que el “borrado” de la MLT
producido por la inhibicién de la PKi\podria setal vez so6lo una disrupcion temporal

de la expresion de la memoria (PassgrDavis 2011).

Corteza retrosplenial

Han transcurrido 100 afios desde que Brodman delineara la corteza retrosplenial
(areas 29 y 30) dentro de la region del cingolstgrioren humanasLamentablemente,
se realizaron muy pocos avances en el entendimiento de la corteza retrosplenial en los
90 afos que siguieron, hasta que Vogt planted: “nada se sabe acerca de su funcion”
(Vogt y col. 2000) Las primeras ideas acercaldefuncion de la corteza retrosplenial
rondaban sobre su rol potencial en los sistemas cerebrales que regulan la emocion. El

ejemplo mas claro acerca de ello es el circuito de P@mzez 1937)en el cual las
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proyecciones desde el nucleo talamico anterior a la corteza del cingulo y desde alli hacia
otras regiones corticales colorean emocionalmente nuestros procesosopsiflic
concepto de Paul MacLedt949) sobre el “cerebro visceral” afirmaba las ideas de
Papez, citando evidencia de que la estimatade las cortezas del cingulo puede
evocar cambios autondmicos que estan vinculados con la emocion. Sin embargo, este
enfoque previo sobre emocion y regulacion autondémica phetder desviado la

atencion de la importancia potencial de esta estructusranfunciones cognitivas.

El término “retrosplenial” define la posicion de dicha corteza por detras del
esplenio, la parte mas caudal del cuerpo calloso. En primates, la corteza retrosplenial
forma parte de la region del cingulo posterior. En cambitaemata, la region del
cingulo posterior entera es designada como corteza retrospMaral y col. 2009)

Una caracteristica destacable de la corteza retrosplenial de rata es su tamafio, se
extiende por mas de la mitad de la longitud total del cerebonalda convierte en una

de las mayores regiones corticales en esta especie.

Si bien poco se sabacerca de la funcion de la corteza retrosplenial, sus
conexiones sefialan enseguida pmsible rol en memoria. Estudios de seguimiento
axonal en monos han revelado conexiones reciprocas con tres regiones distirgguidas: |
formacion hipocampal, la region parahipocampal y un selecto nucleo talamico
(Kobayashi y Amaral 2003; Kobayashi y Amaral 2000)fra destacable conexion
incluye vias reciprocas de la retrosplenial con partes de la corteza prefrontal, lo cual
provee una via indirecta para la influencia del hipocampo sobre la corteza prefrontal

dorsolateraly viceversa (Morris y col. 1999).

La corteza retrosplenial en la rata esta gobernada por conexiones reciprocas con

el nucleo taldmico anterior, el nucleo talamico dorsal lateral y la formacion hipocampal
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(Van Groen y Wyss 1990; Van Groen y Wyss 1992; Van Groen y Wyss R@G£3)
Esquema 16). Cabe resaltar que tanto en el cerebro de roedor como en el de anono, |
corteza retrosplenial provee una ruta reciproca e indirecta entre la formacion
hipocampal y el nudcleo taldamico anterior, a pesar de que estas regiones estan
comunicadas entre si por una densa conexion directa. La importancia fudei@sih

ruta indirecta se ve reflejada por estudios de desconexion que muestran que el nucleo
talamico anterior, la corteza retrosplenial y el hipocampo requieren unsodpaoa

sustentar el aprendizaje espa¢®&litherland y Hoesing 1993; Warburton y col. 2001).

Rostral « » Caudal
Rdg
Rgb
ce
Rga

Esquemal.6. Principales conexiones de la corteza retrosplenial en la ratéd la
izquierda las principales conexiones extrinsicas. A la derecha, las principales
conexiones intrinsecas dentro de la corteza retrospléialnucleo talamico dorsal
anterior; AM, nicleo talamico medial anterior; AV, nucléalamico ventral anteripr

LD, nudcleo taldmico laterodorsalLP, ndcleo talamico lateroposterior; ParaS,
parasubiculum; Post, postsubiculum; PreS, presubiculum; Sub, subiculum; los nimeros

hacen referencia a las designaciones de area.

Estas consideraciones plantean la importante cuestion de identificar aquellas
conexiones de la corteza retrospler@al memoriaque no son compartidas ni con el
hipocampo nicon el ndcleo talamico anterior, twal seria claveparadeterminar su

contribucién “Gnica’en el procesamiento de la memoria. Las conexiones candidatas no
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compartidas con el hipocampo y nudcleo taldmico anterior incluyen conexiones
reciprocas con areas en la corteza prefrontal dorsolétéoatis y col. 1999)lo cual

provee una via importante entre el hipocampo y regiones corticales involuanddas e
funcidn ejecutiva (planificacion y secuenciacion de acciones futuras, elegidas de entre

multiples opciones).

Tal vez lo mas importante sea que la corteza rd&osp recibe infomacion
sensorial elaborada mas temprajue el hipocampo o el ndcleo talamico anterior. Las
entradas directas de V2 y V4, junto con las fibras aferentes del claustro y el nucleo
talamico lateroposterior, podrian propionar informaciérvisual (Milner y Vogt 1984
También, la informacién sensorjliede ser transmitida a través de proyecciones de la
corteza parietal directaa la cortea retrosplenial. Ademas, la corteza parietal tiene
proyecciones especialmente denbkasia elcingulo msterior (Kobayashi y Amaral
2003, que a su vez proyecta fuertemente hacia la corteza retrosplenial. Asi, las zonas
29 y 30 podrian ser conductos vitales de la informacion sensorial (parietabiyatycc
gue llega tanto a la formacién hipocampaino alndcleo taldmico anteri@yudando a

la formacion de la memoria

Experiments con lesiones en humandgalenstein y col. 1987; Maguire 2001)
y roedoregSutherland y col. 1988; Vann y Aggleton 2002; Vann y Aggleton 2G@(34)
como datos anatomicadMiller y Vogt 1984; Wyss y van Groen 1992; Burwell y
Amaral; 1998)y funcionales (Cooper y Mizumor200], Destrade y Ott1982;
Vanderwolf y col.1985 Pan y McNaghton 1997 Vann y col. 2000; Albasseret y col.
2007) sefialan que la corteza retrosplenial podriapemar con el hipocampen

aprendizge y memoria
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A pesar de las evidencipsesentadasacerca de las conexiones y activacion de la
corteza retrospleniafjue la vinculan con aprendizaje y memoria, ninguno de estos
trabajos ha establecido @l de esteestuctura en la persistencia de la memoria ni los
mecanismos moleculares que la subyacen, como tampoco el papel que podria estar

desempefnandoees en el mantenimiento de la traza mnésica.
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Objetivos

El objetivo generalde esta Tesis Doctoral es comprendeplede los procesos
de sintesis de macromoléculas, especificamente la transcripcion y la itraddec
genes, en la persistenda laMLT. Para ello, utilizamos como modelo un paradigma
de aprendizaje aversivo en ratas, la evitacion inhibitoria, el esiafuertemente

dependiente de la integridad funcional del hipocampo.

A partir de las evidencias presentadas en la introduccion de este trabajo, y
basandonos en trabajos previos de nuestro laboratorio estudiando los requerimientos
moleculares y celularesed aprendizaje de EIl, definimos los siguientdgetivos

particulares:

« Establecer el requerimiento de sintesis de nuevos mensajeros en el hipocampo mas alla

de las 6 h luego del eehamiento para la persistendmla MLT.

« Estudiar el rolde cFos en la fase necesaria para persistencia déla en el

hipocampo.

» Determinar lasuficiencia o no de-Eos durante la fase dependiente siatesis de

nuevas proteinas necesaria para la persistencia de la Ml hgrmmcampo.

* |dentificar estructura asociaa@s al hipocampo en el procesamiento de la MLT

mediante la expresion diferencial d€as.

* Establecer el requerimiento de sintesis de nuevos mensgjenesas proteinaan la
corteza retrospleniduego del entrenamiento para la formacién y persistedeida
MLT.

 Estudiar el rolde cFos enla formacion y persistencide la MLT en la corteza
retrosplenial
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Materiales y Métodos



Sujetos experimentales

Se utilizaron ratas Wistar maah¢{2-3 meses de edad; pest80250 g de
nuestros propios bioterios. Los animales fueron mantenidos en jaulas en grupos de
cinco, con agua y comida disponiblad libitum bajo un ciclo luz/oscuridad de 12
horas(encendiéndose la luz a las 7 de la mafiana), a una temperatura constante de 23

1°C.

Cirugia

Los animales ulizados para los experimentos farmacolégicos fueron sometidos
a cirugia para la implantacide canulas guia bilateralede un calibre de 0.7 mm
(22G) La cirugia se realizbajo anestesia con ketamina (8h4/100g) y xilacina (0.3
mg/100 g). Las canulas guia fueron implantadas 1 mm sobre el area CA1 del hipocampo
dorsal segun las coordenadas del atlagedebro de rata (Paxinos y Watsb@97):
anterior-4.3; lateral £ 4.0; ventrat2.4 Esquema Il.1, izquierda) o sobre la region
dorsal de la corteza resplenial:anterior-4.3; lateral + 0.5; ventrat1l.2 Esquema II.
1, derecha), con respecto al bregmias canulas fueron fijadas al craneo con acrilico
dental (verFoto 1.1). A fin de asegurar una completa recuperacion de los animales,

estos fueron tilizados paralos diferentes procedimientozuatro dias luego de la

cirugia

Foto 1.1.Localizacion de las canulas
guia luego de la cirugialas canulas
fueron implantadas en la regionAd
del hipocampo dorsal en Ie
coordenadas: anterioi.3; laterd *
4.0; ventral —2.4 segun eltlas de

Paxinos y Watson, 1997.
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Localizacion de las canulas

Se realizaron controles histologicos poairtem de la ulbacion de las canulas.
Uno o dos dias luego de finalizados los procedimientos conductselafndié 1pul
de una solucién al 4% de azul de metilencselucion salina a través de cadaula y
los animales fueron sacrificados por decapitacion 15 minutos después. Los cerebros
fueron incubdos en formalina ainenos poi72 horas y la localizacién de la cantue
verificada mediante exanmanion histolégica. La infusién se extendid en un radio de
menos de 1.2 miy fue correcta (dentro de 1 mmtel sitio elegido para la infusién) en
un 95% de los animales. Solo los datos conductuales de los animales conlda canu

correctamente localizada fueron incluidos para el analisis finaEgggrema 11.1).

iy
(ot

Esquema Il.1. Representacion esquematica de secciones coronales de cerebro de rata
en tres planos rostrocaudale8.80, 4.30 y 4.80 del brema) tomados del thas de
Paxinos y Watsor{1997) En gris se muestra el aragroximadaa la que llego la

infusion en el hipocampo dorsa@duierdg y corteza retrospleniatiérecha.
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Infusion de drogas

En el momento de la administracion dedeogas, la canula de infusion (calibre
0.3 mm; 30G) fue introducida dentro de la canula guia. La punta de la canula de
infusion sobresalia 1.0 mde la canula guia, dirigida area CA1 del hipocampo dorsal
o de la corteza retrosplenidlos animales fueron cuidadosamente cubiertos con una
marta dejando fuera sélo su cabeza para realizaragedimiento de inyeccion. La
manipulacion fue realizada delicadamente para minimizar el estrés. El tiempo de este
proceso fue el mismo para todos los grupos experimentalesodeldmmiento completo
de inyeccion tomoO aproximadamente 3 minutos, incluyendo 30 segundos para la
inyeccion en si misma, primero en un lado y luego en el otro. Después de cada infusion

se espero un minuto para permitir la difusion de la droga y evitar el reflujo.

Drogas

El inhibidor de la transcripciong-amanitina (Ama46 ng/1 ul/lado, Sigma), fue
disuelta en solucion fisioldgica.

Los oligonucléotidos (ODNs, Genbiotech S.R.L.) consistieron en secuencias de
15 bases que estabarsforotioladas en las pnierasy ultimas 3 bases (“enchpped”).
Esta modificacion incrementa la estabilidad y disminuye la toxicidad de los compuestos.
La secuencia del ODN detfosantisentido (ASCc-fog fue 5-GAA CAT CAT GGT
CGT-3', y la del ODN dek-fossinsentido (MSCQOc-fog fue 5-GTA CCA ATC GGG
ATT-3’; la secuencia del ODN delf268 antisentido (ASCzif268 fue 5'-GGT AGT
TGT CCA TGG TGG3, y la secuencia del ODN deif268 sin-sentido (MSQOzif269
fue5'-GTG TTC GGT AGG GTG TCA3'. Todas lasecuencias fueron sometidas a una
busqueda mediante el programa BLAST del NCBI utilizando la base de datos de

Genbank. La secuencia delASO c-fosy del ASOzif268s6lo presentarohomologia
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con las secuencia blanco en l0ARNmM de c-fosy zif268, respectivamentey con
ningunaotra de rata o humano. L&DNs control, MSOc-fosy zif268 que contiene
los mismos nucleotidogue el ASO pear ordenados al azar, no presentanomologia
completa con ninguna semncia de la base de datos. TodosO@Ns fueron disueltos
en solucion dana e inyectados a una dosis de 2 nmol/1 pl/lado.

La norepinefrina (NE,0,3 pg/0,5ul/lado, Sigma) fue disuelta en solucion
fisiologica.

El inhibidor de la traduccion, anisomicina (A8D ug/0.8 ul/lado, Sigma), fue
disueltoprimero en HCI concentradtyegose ajusto el id de la solucién a ~ 7.0 con
NaOH concentrado y fue llevada a su concentracién de uso con solucion fisiologica.

El inhibidor de la traduccionemetina (Eme, 5Qug/1 pl/lado, Sigma), fue

disueltoensolucion fisiologica.

Procedimientosconductuales
Entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria(El)

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 baparatoconsiste en una serie de barras de bronce de 0.2 cm.
de calibre, espaciadas 1.0 cm (Feto 1.2. Se cuantificé la latencia de las ratas previo
al descenso de la plataforma con las cuatro patas sobre la grilla. En la sesién de
entrenamiento, inmediatamente después de bajar de la plataforma, los animales
recibieron una descarga de 0.3 rf@htrenamiento suave)de 0.7 mA(entrenamiento
fuerte) en las patas durante 3 segundos. Este grupo se ha denomgrago *

entrenadd’.
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Foto 1.2. Caja de entrenamiento de El.Se observa una rata sobre la plataforma
elevada por encima de la grilla dearillas de bronce. Durante la sesion de
entrenamiento, el animal explora la platafopoa unos segundos y eventualmente baja
a la grilla donde recibe un shock en petes. En la sesion de test la rata es colocada

nuevamente sobre la plataforma yesalla la retencion de la memoria como el tiempo

que tarda el animal en descendé& grilla.

Para los experimentos conductuales, en la sesion de testeo realizadaa o 7 di
(MLT) luego del entrenamiento, el procedimiento fue similar, excepto questardga
eléctrica fue omitida. Se consider6 que los animales habian aprendido la tarea cuando la
latencia a descender de la plataforma en la sesion de fasteignificativanente
mayora la latencia durante la sesion de entrenamiento. Esto es interpretado como una
evitacion del animal a descender, eludiendo asi la llegada del estimulo aversivo e
inhibiendo, por lo tanto, un comportamiento exploratorio innato de esta espegie en

ambiente novedoso.

Para algunos de los ensayos bioquimicos se utilizé, a su vez, un grupo de
animales control que se colocaron directamente sobre la grilla y renibier
inmediatament&espuesina descarga eléctrica de 0.7 nad@rante3.0 segndosen las
patas {(grupo shock’). Este grupo recibié una descarga de igual duracion e intensidad
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que el grupo entrenado pero no aprendio a asociar la bajada de la plataforma con el
estimulo aversivo (ver cajantrenamientode EI). El tiempo que estos animales

permanecieroen 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 consistena
caja de 50 cm x 50 cm de ancbon 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 cmHoto 1.3). Al comienzo del ensa, se colocd a la rata en un cuadrante
perimetral y se registré 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
namero de episodios en los que haeari ngs” (posicion vertical que adopta el roedor
apoyandose sobre sus patas traseras, con la que examina el ambiente). El grado de

habituacién del animal al campo abierto se considera inverso al de exploracion.

Foto 1.3. Se observa una rata explorando el campo abiertba actividad exploratoria
basal se determiné registrando el nimero de cruces‘seaengs” que realiz6 cada

animal duranteina sesion de 5 minutos en el campo abierto.
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Prueba de estado deédnsiedad™ laberinto elevado en forma de cruz

El labeinto elevado en forma de cruz es un test ampliamente utilizado que
permite evaluar el estado de ansiedad de los roedores. El dispositivo es una a@mstrucc
de madera elevada 50 cm del suelo. Tiene dos ramas abiertas de 50 cm x 10 cm y dos
cerradas de 50m x 10 cm x 40 cm, sin techo, y esta disefiada de tal modo que tanto las
ramas abiertas como las cerradas quedan opyestd=oto 1.4. Durante la prueba, el
observador se ubic6 a 1,5 m del laberinto. Al comienzo del ensayo se coloco arla rata e
el cento del laberinto enfrentando una rama abierta y se la observo durante 5 minutos
de exploracion libre. Se evaluo la cantidad de veces que el animal entr6 a las ramas
abiertas, la cantidad total de entradas (independientemente de la rama) y el tiempo total
gue permanecio 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
provaca 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 sensacién de proteccion frente a
potencides 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
fisiol6gica, farmacoldgica y comportamentalmente (Pellow y col. 198&sBay col.
1995). Una conducta ansiogénica se evidencia por una disminucién 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 exploraciéon a los espacios abiertos.
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Foto 1.4 Una rata en el laberinto elevado effiorma de cruz. Se determinoé el nivel de
ansiedad registrando el numero de entradas a los brazos cerrados o a los braz®s abiert

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

Ensayos bioquimicos

Para Ie ensayos bioquimicos, fueron sacrificados animaledoslegrupos
entrenado, shock ynaive a diferentes tiempos, luego de los procedimientos
conductuales. En este ultimo grupo, los animales fueron retirados de la caja donde se los
mantiene y sacrificadoslas mismos tiempos que a los animales de los otros grupos
sin haber sido sometidos a ninguno de los procedimientos condudedpsés de que
los animales fueron sacrificados por decapitacidén, se removio el cerebdisgcaon,
congeladn y almacen@an a -70 °C los hipocampgs las secciones dorsales de la

corteza retrospleniélastasu utilizacion.

Obtencién de homogenatos y fracciones nucleares

Los hipocampos fueron homogeneizadosefier de homogeneizacion a°@

[20 mM Tris-HCL, pH 7.4, 0.3 sacaroa, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF,
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10 pg/ml aprotinina, 15 pg/ml leupeptina, S0 mM fluoruro de sodio (NaF), y 1 mM
ortovanadato de sodio (Na3VO4 )]. A esta fraccion celular se la denominé homogenato.
Para la preparacion de fracciones nucleares, los horatgefueron centrifugados 10
minutosa 900G vy el pellet obtenido fue resuspendido en buffer de resuspension (20
mM Tris-HCL, pH 7.4, 1 mM PMSF, 10 pg/ml aprotinina, 15 pg/ml leupeptina, 50 mM

NaF, y 1 mM Na3VO04). Todos los procedimientos fueron realgzamld <. Las
muestras fueron almacenadas7® C hasta su utilizacion. En los experimentos donde

s6lo se evalla el area del hipocampo dorsal que rodea el sitio de infusion de una droga,
se tomaron rebanadas de 3 mm de espesor a partir del area donde se localizan las

canulas, y se utilizaron volumenes de homogeneizacordes al peso de la seccidon

Ensayos de Western Blot

Las muestras de homogenato 0ng de protdna, determinado por el método
de Bradford) o de fracciones nucleares (30 pg deipajtfueron sometidas, por
duplicado, a una electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SBEFAGE; geles al 100) y, luego, las proteinas fueron transferidas
electroforéticamente (14 horas, 40av4 °C) a membranas de PVDF. Luego de una
preincubaciéren buffer de bloqueo (20 mM Tris-HCL, pH 7.4, ¥leche en polvo,
150 mM NaCl,0.05% v/v Tween 20), estas membranas fueron incubadas durante 2
horas a temperatueanhkiente (TA) o toda la noche a@on los siguientes anticuerpos
primarios antiactina(1:8000; SCBT); anti c-Fos (1:1000; SCBT); anti-Zif268 (1:2000,
SCBT). SCBT: Santa Cruz Biotechnology.

Posteriormentelas membranas fueron lavadas 3 veces durént@idutos en
buffer TTBS (20 mM TrisHCL, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.0% v/v Tween 20) y luego

incubadas con un anticuerpo secundario anti-conejo @ant& acoplados a peroxidasa
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de rabanito(1:10000, Bio Rad; 1:10000, SCBT) durante 40 minutoshardas a TA.
Luego de esta incubacion, las membranas fueron nuevamente lavadéfeemTBS 3
veces durante 15 minutos. Finalmente, se visualizaron los compejigene
anticuerpo por un método adgiimioluminiscencia (NEN). E&nalisis densitoméntrico
de las peliculas radiogréficas fue realizado en un sistermaatisis de imagenes MCID
(5.02v, Imaging Research Inc.). Lasmunoblots fueron revelados de modo tal que

fueran lineales en el rango wddo parda densitometria.

Remocion de anticuerpos para rencubacion

Para remover los anticuerpos, las meanhs fueron incubadas duranted 12
minutosen buffer de remocion (8 mM Tris-HCI, 7 mM SDS, 0.5 M NaCl, 100 mM
Urea, pH:4.5) a 65°C con agitacid en un bafo termostatico. Luego, las membranas
fueron lavadas en agua destilada 4 veces durante 15 minutos, secadas a TA y

almacenadas a°€ hasta su re-incubacion.

Ensayos inmunohistoquimicos

Para el andlisis de difusion de los oligonatidos (ODN) uego de la infusion,
las animales fueron infundidos comghol/ul (1pl/lado) de ODN antisentido defos
(ASO c-fog biotinilados, y luego de 2, 5 0 24 horas, fueron anestesiados y perfundidos
intracardiacamente con solucién 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 crioproteccion al
momento de ser cortados en el criostato en rebanadas de 50 um. La deteccion del ASO

fue realizada mediante la tincién de avidina-biotina.
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Para la inmunohistoquimca de c-Fos, animales de los grupos entrenado, shock y
naive,fueron anestesiados a distintos tiempos luego del entrenamiento y perfundidos
intracardiacamente cosolucion salina 0,9 %, seguido de paraformaldehido A %.
continuacion, los cerebros fueron removidos y colocados en viales con la misma
solucion fijadora durante 2-4 horas. Posteriormente, fueron transfargesarosa 10%,

y por ultimo, a sacarosa 30 un dia antes de ser cortados en cridstato de congelacion.
Se colectaron cortes coronales de 50 um en PBS 0,1M con azida sodic hasé

ser sometidos al protocolo de inmunohistoquimica. Los cortes fueron incubados con
anticuerpo primario anti-Fos (1:2.000, SCBT). Los complejos antigeaticuerpo
fueron detectados mediante usol @maticuerpo secundari@nticonejo biotinilado
(Jackson ImmunoResearch Ingue luego de ser incubado con el complejo avidina-
peroxidasa (ABC kit, Vectastain elite, Vector ba#tories), fuereveladocon DAB

(DAB Substrate Kit for Peroxidase, Vector Laboratories). Posterioanéwsg cortes
fueron montados en portaobjetqera la posterior captura de imagenes fotogréaficas

utilizandoel fotomicroscépio Zies&XIOPHOT.

Analisis de datos

Los datos de comportamiento fueron analizados mediante un t8sidintno
pareado o por ANOVA de una via seguida de undedtewmarKeuls Los datos de
Western Blot fueron analizados mediante un tesstddentno pareado o ANOVA de

una via seguida de un testewmarKeulsdecomparaciones multiples.
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Resultados



Capitulo |.
Rol de la expresion de ¢-os 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 digsis tardia de
mensajerosen el hipocampo.

Con el objetivo de investigar si existe una o mas oddasntesis de mensajeros
involucradaen el almacenamientde una memoria duraderatilizamos la tarea de
Evitacion Inhibitoria(El) de un solo ensay@-igura 1). Esta tarea ha sido ampliamente
utilizada para el estudio del procesamiento de la memoria luego del aprendizaje por su
rapida adquisicion, la cual es dependiente de hipocampmm@i la evocacion de la

misma(lzquierdo y col. 1997).

Figura 1. Aprendizaje de evitacion inhibitoria (El). Este entrenamiento dura sélo

unos segundos y genera una memoria robusta cuya evocacion es dependiente del
hipocampo. Durante la sesion de entrenamiento, la rata es colocada en la platédorma
explora por algunosegundos. Luego el animal desciende a la grilla donde recibe un
shock eléctrico moderado en las patas. Duransesion de testeo (en este trabajo 2 0 7
dias después del entrenamigntd animal es colocado nuevamente sobre la plataforma

y se mide el #8mpo que tarda en descender a la grilla.
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Para estudiar el rol de la transcripcion en el hipocampo, infundimos dentro de la
region CA1 dorsal un inhibidor especifico de la ARN polimerasa-dmanitina a
distintos tiempos luego del entrenamiento de Elea dosis que se sabe interfiere con
la formacion de la memoria (Duvarci y col. 2008; Igaz y col. 2002). Como se euestr
en lafigura 2, la infusion dex-amanitina 24 horas luego daitrenamient@erjudica la
retencion de la memoria a los 7 dias (p<0,005 con respdcfoanimales inyectados
con vehiculo, n = 12) dejando intacta la retencion a los 2 dias. Sin embargo, no se
observaron cambios en la retencion de la memoria, a los 2 o a los 7 dias, cuando se
infundio a-amanitinaa 9, 12, 18 o 36 horas lye del entrenamientoon respecto a los
animales infundidos con vehiculo. Esto sugiere que la amnesia inducida por la droga no
afecta la evocacion de la memoria ni tiene efectos inespecificos sobre el
comportamiento. Estos hallazgos indican que se requierenda de sintesis de ARNm
tardia en el hipocampo dorsal para el mantenimiento de una memoria de El persistente,

pero no para su formacion.
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Figura 2. La inhibicion de la transcripcion en el hipocampo 24 horas luego del
entrenamiento afecta la perstencia de la memoria, pero no su formaciénLa

infusion dea-amanitina-inhibidor de la transcripciéren el hipocampo 24 hs luego del
entrenamiento produce amnesia en un test realizado a los siete dias, pero no a los dos
dias del aprendizaje. La inhibicion de la sintesis de mensajeros a 9, 12, 18, 24 0 36 hs no
produce una disminucion en la retencién de la memoria de dos ni de siete dias. Los
datos estan expresados comedia £+ SEM de las latencias a descender de la plataforma

en la sesion de entrenamien(E) ola sesion de teqt*) p<0.01 respecto al grupo
Vehiculo (Veh).Test deStudentn = 8-10 por grupo.
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I. 2. La persistencia de la memoria est asociada a dos ondas de expreside cFos

en el hipocampo

Previamente, nuestro laboratorio ha demostrado el incremento en los niveles de
c-Fos 24 horas luego de la tarea de El (Igaz y col. 2@dho aumento, es bloqueado
por el uso de inhibidores de sintesis proteica y por blogueantes de expresiordgdactivi
de BDNF, administrados dentro de una venttamaporal especifica, asociada a la
perdurabilidad de la memoria (Bekinschtein y col. 2007; Bekinschtein y col. 2008).
Entonces, nos preguntamos si el aumento tardio de la expresion de c-Fos podria estar
asociado al mecanismo dependiente de transcripoid@ucrado en la persistencia de

MLT.

Para determinar el curso temporal de los cambios de expresionFoe c-
asociados a la tarea de EI, medimos los niveles de la protEosmacdiferentes tiempos
luego del entrenamiento. Como se muestra digleia 3, 2 ondas de expresion de c-
Fos estan asociadas con las memorias persistentes; una onda temprana y breve,
alrededor de 1 hora luego del entrenamiento y una segunda onda de adenento
expresioma las 1824 horas (p<0,05 comparado con los valores del grupo naié; n
10). Es interesante resaltar que la segunda onda también es transitoria ya gue no s
observan cambios respecto al control en la medicion a las 30 horas. No se observaron
diferencias entre el grupmaivey el grupo no entrenado que solo recibid shock (datos

no mostrados).
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Figura 3. Curso temporal de los cambios en los niveles dé~os en el hipocampo de

ratas entrenadas en la tarea deEl. Ratas entrenadagueron sacrificadas
inmediatamente,1, 3, 9, 12, 18, 24, 30 y 72 horas luego del procedimiento conductual,
sus hipocampos fueron disecados y homogeneizados para realizar ensaycsede We
blot con anticuerpos especificos contra la proteifeosc- Las barras indican el
porcentaje de cambio en el gruporespecto del grupoaive para cada punto eel
tiempo. Los datos estan expresadosiomedias = SEM. *p<0.05, tese Studentn =

5-8 por grupo.

Posteriormente, inferimos que la segunda onda de expresior-ake estaba
principalmente involucrada en el proceso de persistencia de la memoriendtade
esta premisa, es decir, si la onda tardia de expresion-Fes e requiere
especificamente para el mantenimiento de una MLT duradera, entonces esta onda no
deberia verse luego de una sesién de entrenamiento que no produce una traza de
memoria quepersiste por muchos dias. Modificando la cantidad o intensidad del

entrenamiento se pueden producir MLT de diferente duraEigara 4).
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Figura 4. Un shock fuerte, pero no unosuave durante el entrenamiento de El
genera una memoria que persiste por ahenos 7 diasLa administracion de ushock

de 0.7 mAdurante 3 segundos, pero no uno de 8 de 3 ggundosgenera una
memoria queadura al menos 7 dias. Los datstan expresados como la media + SEM
de laslatenciagde la sesion de entrenamientq aras negras) o las de la sesion de test
para un entrenamiento fuerte (barras blanoasuave (barras grises) ao27 diasdel

entrenamiento. *** p< 0.001 vs.; Eest deStudentn = 8-10 por grupo.

En este marco, usando un entrenamiento de shock feerteal genera una
memoria duradera testeada a los 7 dias luego del entrenamiento (0,7 mAF®SED.;
4), observamos que la expresion de c-Fos en hipocampo dorsal aumenta 24 horas luego
entrenamiento (p<0,01 comparado con el grmadve, NewmarKeuls después de

ANOVA, n = 6, Figura 5). Sin embargo, entrenando con un shock leve (0,3 mA, 3 segq;
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entrenaiento suave) que produce undMque decae mas alla de los 3 dgura
4), no cambia los niveles de c-Fos a las 24 horas del entrenamiBigoré 5). Por el
contrario, tanto el entrenamiento fuerte como el suave inducen la primera onda de
expresion de c-Fos 1 hora luego del entrenamiento (p<9eddman-Keuls después de
ANOVA, n = 6,Figura 5).

I Naive

= Entrenamiento Suave
[ Entrenamiento Fuerte

1h 24 h
250 - i 250 - s
(] Qo * %%
2 200- | 2 200+
c | -
T 150 - T 150- I
B 8
[T) T}
2 100 - 2 100-
) )
o o
32 50 4 2 50 -
0- 0 -
C-FOS o | s e e C-FOS s — —— —
AcCtiNa—e| e —— — Actinae—e

Figura 5. La expresion tardia de eFos esta asociada coan entrenamiento fuerte

de El. El entrenamientéuerte y el suavenducen el primer pico en los niveles déas

1 hora después del entrenamiento. Por el contrario, solo el entrenamiento fuerte de El
esta asociado con el aumento de los niveleskEs@las 24 horas post-entrenamiento.

Las barras muestragl porcentaje normalizado de los niveles medios &®sccon
respecto al grupnaive Los datos estan expresados como la me@&M de losnaive

(barmas negras entrenamiento en El suaykaras grisepy fuerte (baras blancas *,

p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; vs. naive eel test NewmarKeuls después de
ANOVA, n=6. (Abajo) Western bloteepresentativ® mostrando los niveles dg~os y

Actina.
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Estos resultados indicamig ambas MLT, las duradenasas que no durgrestan
asociadas a una fase temprana de expresionFds,amientras que la fase tardia de
expresion de €o0s esta correlacionada especificamente al almacenamiento duradero de

una MLT.

Ademas, mediante técnicas de inmunohistoquimicdjromamos el aumento de
la expresion de-Eos en animales sometidos a un entrenamiento fuerte de El, luego de
24 horas de realizado el entrenamierfi@ra 6). Este aumento no se observa en

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

Figura 6. El entrenamiento fuerte de El, pero no el suave, estsociado con un
aumento en la inmunareactividad de ¢Fos en CA1l dorsal 24 horas luego del
entrenamiento. Animales sometidos a la tarea de EIl fuerte y suaveguesolo
recibieon el shock, fueron anestesiados 24 horas después del entrenamiento para ser
perfundidos vy fijadoscon paraformaldehido. Se realizaron cortes de 50dgros
cerebros extraidos, que luego fueron sometidos a ensayos de inmunohistoquimica para

la detecciéon de-Eos.
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I. 3. La persistencia de la memoria requiere una onda de expresion tardia dd-os
en el hipocampo.

A pesar de que los experimentos mostrados anteriormente indican que una fase
tardia de transcripcion esta asociada al mantenimiento de la MLT y que la expresion de
c-Fos en el hipocampo aumenta tardiamente luego del entrenamiento fuerte, esto no es
suficiente para responder si se requiere efectivamente de la expresiiosipara la
persistencia de la memoriaPara responder este interrogante,lizainos un
oligonucleodtido antisentido (ASO) que bloquea especificamente la expdesnmvade

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

En la primera serie de experimentos, determinamos el grado de difusion y
estabilidad del oligonucledtido antisentido cidos Los animales fueron infundidos
dentro de la region CA1 del hipocampo dorsal con 2 nmol del @88 biotinilado y
sacrificados 2, 5 y 24 horas luego de la infusm.lafigura 7 podemos observar la
amplia difusiondel ASOc-fosluegode 2 horas de realizada la infusipermaneciendo
detectable al menos por 5 horas. No quedaron huellas de la infusién del ASGsde

luego de trascurridas 24 hor&sgura 7).
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2h

Figura 7. Distribucion y concentracion relativa de un
oligonucledtido antisentido de c-fos (ASO c-fos)
biotinilado a distintos tiempos luego de la infusion en el
5h o~ hipocampo.Fueron inyectados 2 nmol (1ul) de ASO c-fos

en la regién CA1 del hipocampo dorsal y las ratas fueron

sacrificadas 2, 5 0 24 horas luego de la infusién. A las 2

horas, el oligonucleétido habia difundido extensivamente

en el hipocampo dorsal y un pocen la corteza

24h %

& 8 subyacente. A las 5 horas la marca dismini
?\‘l;i considerablemente y luego de 24 horas, el oligonucleétido

deja de ser detectable en el hipocampo.

Posteriormente, procedimos a evaluar la efectividad del ASGs para
disminuir los niveles de expresion de la proteina inducidos por un entrenamiento de El
fuerte. La infugn del ASO c-fos (2 nmol/1lul/ladd dentro de la region CALl del
hipocampo dorsal 12 horas luego del entrenamiento de El impide el aumenkmsle c-
inducido por el aprendizaje a lasd zhoras del entrenamientd-igura 8, p<0,05
comparado con el grupo naive o con el grupo infundido con oligonucleétido sin sentido
(MSO), NewmanrKeuls despué de ANOVA, n=6 por grup®. Por el contrario, no se
observaron efectossobre la expresion de c-Fos usando MSdos Dicho
oligonucledtido controlposeela misma secuencia que el AS6gro en un orden

diferente.
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Figura 8. La infusién de ASO cfos en la region CA1l del hipocampo dorsal 12

horas postentrenamiento bloquea el aumento de -£os 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 diseco el hipocampo dorsa per tilizado en ensayos de &§tern

blot, realizado con anticuerpespecificos contralEos y Actina (blots representativos,
abajo).Las barras muestran el porcentaje de los niveles normalizados respecto de los

animalesnaives. *, p<0.05 en el tedewmanKeuls después dANOVA, n = 6.

Estos hallazgs muestran que una unica infusién &S0 c-fos dentro del
hipocampo puede resultafectivaen el bloqueo de la expresi@® novode cFos

inducida por el entrenamiento fuerte.
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Estos resultados nos llevaron a estudiar si la inhibicion de la expresion tardia de
c-Fos en el hipocampo dorsal seria suficiente para bloguear la persistencia de la
memoria. Primero, como control, confirmamos y ampliamos hallazgos previos,
mostrando que la infusion int@A1 del ASOc-fos pero no la del MS@-fos 4 horas
antes del entrenamiento previene la primera onda de expreBids inducida por el
entrenamiento de El y también impide la formaciémidea memoria. Estos resultados
se puede observar en las sesiones de testeo realizadas a los 2 y a los 7 dias luego del
entrenamiento (cadanenal fue testeado solo una v&zgura 9). Al dia siguiente de la
sesion de testeo (dia 8), las ratas infundidas previamente con el ASO fueebidaom
nuevamente a un protocolo de entrenamiemtoté de El y testeada a las 24 horas. Las
latencias de retencion exhibidas por estos animales, fueron similares a las latencias de
los animales control a los 2 dias del entrenamiento origtglia 9). Estos resultados
sugieren que la infusion del ASGfos previene efectivamente la formacion de la
memoria de EI sin producir ningun déficit de larga duracién en la adquisiel

aprendizaje ni en la evocacién de la memoria.
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Figura 9. La expresion temprana de é~0s en el hipocampo es necesaria para la
formacion de la memoria.La infusion de oligonucleétidos argentidode c-fos(ASO

c-fog, pero no de los oligonucleotidos sin sentidSO), 4 horas antes del
entrenamiento de El, produce amnesia de 2 y diag. Sin embargo estos animales al
ser reentrenados en la tarea {EEASO) son capaces de aprender normalmente. Los
datos estan expresados comedim +SEM de las latencias a descender de la plataforma
en la sesion de entrenamiento (E) o la sesion de test, *** p< 0.001, ASO vs MSO a los
dos dias; ** p< 0.01ASO vs MSO a los siete didest deStudentn = 8-10 por grupo.

Posteriormente, procedimos a realizar una curva temporal del efecto de-ASO
fos sobre la memoria. En fegura 10 podemos observar que la infusion del ASfs
en el hipocampo dorsal 12 horas después del entrenamiento de El, no afecta la retencion
de la memoria a los 2 dias, pero a los 7 dias la MLT se ve significativamente

perjudicada (barras grisess 8,3, p<0,003, = 12 por grupo). Estos resultados indican
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que la persistee de la memoria, pero no su formacion, es afectada por la inhibicion de
la segunda onda de expresion de c-Fos. Es iamertresaltar que no se observaron
efectos sobréa formacion (2 dias) ni sobla retencién(7dias)de la memoria cuando el

ASO c-fosfue infundido en CA1 8, 18 o0 24 después del entrenamiBigor@ 10).
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Figura 10. La expresion tardia de eFos en el hpocampo es necesaria para la
persistencia de la memoria, pero no para su formacionla infusion de
oligonucledtidos antsentido de c-fos (ASO), pero no de los oligonucleétidos sin
sentido(MSO), 12 horas luego del entrenamied&®El, produce amnesia a ldslias,
pero noa los2 dias Las infusiones realizadas8a18 o 24 horas no tuvierorieetos
sobre la retencién a los 2 ni a lddias. Los datos estan expresados cdfedia +
SEM de las latencias a descender de la plataforma en la sesién de entren&nielato (
sesion de test, ** p< 0.01, ASO vs MSO a los 7 diest tleStudent n = 8-10 por

grupo.
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Asimismo, podemos observar que los animales que recibieron una infusion de
ASO c-fosintra-hipocampal 12 horas luegiel entrenamiento y se mostraron amnésicos
en la sesion de testeo realizada a los 7 dias, también mostraron déficit de memoria al ser
re-testeados a los 14 dias del entrenamiehigu(a 11). Estos resultados muestran
ausencia de recuperacion espontanea de la memoria, indicando que la administracion de

ASO c-fos a las 12 horas del entrenamiento produce un défigiadero sobre la

memoria
ASO/MSO
El _-» 7 dias
12 h P e » 14 dias
200 - CMsOo
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0
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Figura 11. La infusion de ASO c-fos en el hipocampo perjudica la persistencia de

la memoria de manera permanentel.os datos estdn expresados conediat SEM

de las latencias a descender de la plataforma en la sesion de entrenamiento (E) o la
sesion de test, * p< 0.0BSO vs MSO a log dias y 14 dias después del entrenamiento;

test deStudentn = 10-12 por grupo.
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Dado que la expresion de Zif268 podria verse reducida por el &80
(Dragunow y col. 1994)decidimos evaluar si el efecto de la infusidn bilateral de ASO
c-fos 12 horasluego del entrenamiento sobre la persistencia de la memoria de EIl era
debido a una reduccion de los niveles proteicos de Zif268. La infusion det-A&Do
produjo cambios en el incremento de los niveles proteicos de Zif268 inducido por

aprendizaje enl@ipocampaa las 24 horas del entrenamie(faura 12).
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Figura 12. La infusion de ASO c-fos en la region CA1l del hipocampo dorsal 12
horas postentrenamiento no produce cambios sobre el aumento de Zif268
inducido por el aprendizaje.Los animales fueroinfundidos en el hipocampo dorsal
con MSO c-fos (barras blancas) o AS©-fos (barras grisesl2 horas después del
entrenamiento. A las 24 horas del entrenamiento, se disecé el hipocampo darsat pa
utilizado en ensayos de Western blot, realizadocacwicuepo especificos contra Zif268

y Actina (blots representativos, abajbys barras muestran el porcentaje de los niveles
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normalizados respecto de los animales rgmive p<0.05 en el tesNewmanrKeuls
después dANOVA, n = 6.

Ademas, a diferencia da infusion de ASQ-fos la infusion deASO zif26812
horas post-entrenamiento no induce ninguna alteracion en la expresion de la memoria de
El a los 7 dias de entrenamienkiglura 13). Estos resultados indican que la inhibicién
de la expresion de Zif268 alrededor de las248horas luego del entrenamiento no

interfiere con el almacenamiento persistente de la informacion.
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Figura 13. La infusiébn de ASO zif268 en la region CAl del hipocampo dorsal 12
horas postentrenamiento no tiene efectos sobre la persistencia de la memouda

El. Los datos estan expresados conmedia+ SEM de las latencias a descender de la
plataforma & la sesion de entrenamiento (E) o la sesion deped,05, ASO vs MSO

7 diasdespués del entrenamientest deStudentn = 10-12por grupo.
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Las sesiones de testeo de EIl pueden sufrir modificaciones causadas por factores
como la actividad locomotora basal y el estado de ansiedad, las cuales podrian ser
potencialmente afectadas por A8@os Para excluir estos posibles efectos eaalos
el comportamiento de animales infundidos con A8@s a 12 horas luego del

entrenamiento, en un campo abierto y en un laberinto elevddoesm decruz.

La infusion de ASCc-fos dentro de la regioiCAl del hipocampadorsal 12

horas luego del entrenamiento no afectd el estado de ansiedad de los animales ni la
actividad exploratoria en un nuevo ambiente, como tampoco alteré la actividad
locomotora basal, a los 7 diaBigura 14). Estos resultados sugiererertemente que el

déficit de memoria obseado es causado directamente por la inhibicion de la expresion

de cFos requerida para la persistencia de la traza de memoria. Ademas, no pareceria
que las bajas latencias obtenidas 7 dias luego del entrenamiento fueran causadas por
modificaciones en lperformancecomportamental, ya que la administracion de ASO

fos a diferentes tiempos alrededor del periodo critico no produjo ningan déficit en la

retencion de la memoria de 7 diggy(rra 10).
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Figura 14. La infusién de ASOc-fos 12 horas luego del entrenamiento no afecta la
conducta exploratoria, la actividad locomotora basal o los niveles de ansiedads
paneles de arriba muestran el nUmeroe@eings (izquierdd y cruces (derechalurante
una sesion deampo abiertade 5 minutos de animales que résibn MSO (barras
blancas) o ASQbarras grises) 12 has luego del entrenamientd,dias antes de la
realizacion del test. Los datos estan expresados como la m&@M del nimero de
rearings o cruces, p>0.1, teste Student n = 8 por grupo. Los panelede abajo
muestran el nimero total de entradas (izquierda), el tiempo que pasineal en las
ramas abiertas (medio) y el nUmero de entradas en los brazos ddiemtata), durante
una sesion de 5 minutos en el laberinto elevado en cruz deuatasbian recibido una
infusion bilateral de MS@barras blancas) ASO (barrasgrises) en la region CAdel
hipocampo7 dias antes del test; p>0.&stde Student n = 8 por grupo. La parte
superior de cada panel muestra el esquema mecedimiento utilizadoen cada

experimento.
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I. 4. La promocién de una memoria persistente depende de NE y requiere d&as

en el hipocampo.

Una vez establecido el requerimiento especifico de una onda tardia de expresion
de cFos para la persistencia del almacenamiento de [& &LEI, nos preguntamos si
la induccién de esta segunda onda de expresion Fes enla region CAl de
hipocampo dorsal podria promover deualg manera la persistencia de mmamoria.
Trabajos previos han demostrado que la estimulacién de los recqptmenérgicos

incrementan los niveles deFos en el hipocampo (Bing y col. 1992).

De esta manera, para analizar el rol d&s en la promocion de la persistencia
de la MLT, utilizamos un protocolo de entrenamiento swpawegenera una MLT que
decae mas alla de los 3 d(aer Figura 4). En animales entrenados bajo este protocolo
la infusion de norepinefrina (NE Op8ylado) en la region CA1 del hipocampo dorsal 12
horas luego del entrenamiento induce un incremento en la expresidfroda as 24
horas posentrenamientdFigura 15). Ademas, se puede observar que la infusion de
ASO c-fosenla regionCA1 del hipocampo dorsal, pero no la infusion de MSO, 1 hora
antes de la infusibde NE, impide el incremento endapresion de ¢osobservado a

las 24 horas.
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Figura 15. La infusion de ASOc-fos dentro de laregién CA1 del hipocampo dorsal
bloquea el ncremento en la expresion de -Eos 24 horas posentrenamiento
inducida por la administracion de NE a las 12 horad.os animales fueron infundidos
en elhipocampo dorsal con vehiculo (Veh, barra gris clara), MSO (barra blanc&) o AS
(barra gris oscura) (2 nmol/ul; 1 pl/lado) 11 horas después del entrenamieatoond
mas tarde, fueron infundidos ademas con Veh (barra gris clara) o N& Ilgbemca y
gris oscura; 0.6 pg/ul; 0.5 pl/side). 24 horas después del entrenamiento, se diseco el
hipocampo dorsal para analisis de Western $bfire el contenido de Fes yActina
(blots representatives, abajo). Las bamasestran el porcentaje normalizado de los
niveles de respecto de los animatedve(barra regra)*, p<0.05 enlNewmarKeulstest
después de ANOVA, n=6.
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Luego del analisis bioquimico del efecto de lag$dbre la expresion de c-Fos en
el hipocampo, utilizando el protocolo de entrenamiento suave,jasigl el efecto de
dicha droga sobre el comportamiento. Encontramos que la infusion de NE en la region
CA1 del hipocampo dorsal promueve la persistencia de la memoria de El a los 7 dias
del entrenamientoF{gura 16, panel derecho Ademas, se puede observar que la
promocién de la perstencia de la memoria inducigar NE, se bloquea mediante la
administracion del AS@-fos1 hora antesle la infusion de la droga promototaos
efectos observados a 7 dias no fueron encontrados cuando los animales figadostes

2 dias luego del entrenamientagura 16, panel izquierdh

Estos hallazgos indican que la persistencia en el almacenamiento de la memoria
inducida por NE a las 12 horas en la regién CA1 del hipocampo dessalediada por
la expresionde novo de c-Fos durante una ventana temporal tardia luego del
entremamiento. Es importante resaltgue estos resultados indican que el incremento
tardioen la expresion deleos en el hipocampo dorsal promueve la persistencia de la

memoria, transformando una MLT daradera en una persistente.
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Figura 16. La infusidbn de ASOc-fos previene la promocion de la persistencia de la
memoria dependiente de NELos animales fueron infundidos en el hipocampo dorsal
con vehiculo (Veh; barra gris clara), MSO (barra blanca) o ASO (barra gris oscura) 11
horas después del entrenamiento. Una hora mas tarde, fueron infundidos también con
Veh (barra gris clara) o NE (barra blanca y gris oscura). Los datos estan expresados
como mediat SEM de la latencia a descender en el entrenami@htoarra negra) o en

el testeo d& dias(panel izquierdo) @ dias (panel derecho) después del entrenamiento
*** p<0.001 en eltestNewmarKeulsdespués dANOVA, n =8-10.

70



Capitulo .

Rol de la corteza retrosplenial en la
formacion y persistencia de una

memoria
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[I. 1. Cambios en la expresion de €o0s 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 estaria 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 laotidacion de la memoria en las

cortezas.

Con el objetivo de identificar quéstructuras corticales podrian estar asociadas
al hipocampo para el establecimiento de una nueva traza de memoria, realizamos un
mapeo de actividad neuronal mediante ensayos de inmunohistoquimica a distintos
tiempos luego de un entrenamiento de El. Encontramos un llamativo aumento en la
inmunoreactividad de c-Fos 1, 12 y 24 horas luego del entrenamiento fuerte de El en la
corteza retrosplenidFigura 17). Dicho aumentese observa Unicamente en animales
sometidos a un entrenamiento El que deja una memoria dur@aer&igura 4,

capitulo I)
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Entrenado

1 hora

12 horas

24 horas

Figura 17. Aumento en la inmunoreactividad de ¢-0s en la corteza retrosplenial

luego de un entrenamiento fuerte de ElLos animales fueron entrenados segun el
protocolo fuerte de El o s6lo sometidos a shock y sacrificados luego de 24 horas para la
realizaédn de ensayos de inmunohistagida con anticuerpos especificos contra la

proteina d-os

A partir de estos hallazgos, decidimos estultiarcambios de expresion de c-
Fos asociados a la tarea de El visualizados por inmunohistoquimica en la cortez
retrosplenial, midiendo los niveles de la proteina c-Fos a diferentes tiemposikleg
entrenamiato. A través de la técnica deedtern blot pudimos confirmar los aumes
hallados por inmunohistoquimica 1, 12 y 24 horas luego del entrenantienica(18).
Al igual queen hipocampo pareceria haber mas de una onda de expresidfosle c-
asociada la formacion de una MLT, lo cusé deduce por el decaimiento a los valores

basales de expresion dd-as a las 6 y 30 hordsegodel entrenamiento de El. No se
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observaron diferencias entre el grupmivey el grupo no entrenado que solo recibio

shock (datos no mostrados).

% respecto al naive

12 24
Tiempo post-entrenamiento (horas)

Figura 18. Curso temporal delos cambios en los nivelesedcFos en la corteza
retrosplenial de ratas entrenadas en la tarea deécl. Ratas entrenadafueron
sacrificadas 1, 6, 12, 24 y 3tbras luego del procedimiento conductual, la corteza
retrosplenial fue disecada y homogeneizpalia realizar ensayos de Western blot con
anticuerpos especificos contra la proteirfaos. Las barras indican el porcentaje de
cambio en el grup& respecto del grupeaivepara cada punto en el tiempo. Los datos

estan expresados comwedias = SEM. *p<0.05*p<0.01, test deStudentn = 5-6 por
grupo.
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Il. 2. La sintesis de mensajeros en la corteza retrospleniab necesaria para la

formacién de la MLT.

Es de amplio conocimiento que la transcripcidn se requiere tempranamente para
la formacion de [aMLT en el hipocampo (Duvarci y col. 2008; Igaz y col. 2002,
Mizuno 2005).Asimismo, hemos demostrado en el tapi anterior, el requerimiento
de una fase tardia dependiente de transcripcion para que una memoria g@ersista
hipocampo El aumento en los néles de expresion deFos, con su conocido rol como
factor de transcripcién, nos lleva a estudiar el requerimiento transcripcionial e

corteza retrosplenial para la formacion de la MLT.

A diferencia ddo que ocurre en dlipocampo, el inhibidor de lmanscripcion,
a-amanitina infundida 15 minutos antes o 12 o 24 horas luego de un entrenamiento de
El en corteza retrosplenial afecta la retencion de la memoria 2 dias después del
entrenamiento Higura 19). Ademas este efecto amnésico seria permaneydeque
animalesque recibieron la infusion del inhibidor de la transcripcion en los horarios
mencionados, también resultan amnésicos al ser testeados 7 dias luego del
entrenamiento de El. Estos resultados indgaenla sintesis de mensajeros en la corteza
retrosplenial & necesaria temprana y tardiameydea la formacionle unamemoriade

El.
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Figura 19. La inhibicién de la transcripcion en la corteza retrosplenial afecta la
formacion y persistencia de la memoria alrededor del entrenamiento y a tiempos
tardios. La infusion dea-amanitina(barra gris)-inhibidor de la transcripciénen la
corteza retrosplenial 15 minuto4,2 o 24 horaduego del entrenamiento produce
amnesiaen un test realizado a los 2 ylias. Los datos estan expresados coradiaz
SEM de las latencias a descender de la plataforma sesion de entrenamiento, (E
barra negra) da sesion de tes{**) p<0.01; (*) p<0.05respecto al grupo Vehiculo

(Veh, barra blandatest deStudeh n = 5-6 por grupo.
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II. 3. La formaciéon de la memoria requiere de sintesis proteica temprana y la
persistencia requiere de sintesis proteica tardia en la corteza retrosplenial

Existen numerosos trabajos que evidencian la necesidad de sintesis de nuevas
proteinas en el hipocampo, alrededor del momento del entrenamiatgonas horas
mas tarde, para que una memoria se consdhgefoff 1965; Barondes 1970; Davis y
col. 1984; Izquierdo y coll998; McGaugh 20Qdgaz y col. 2002). A su vez, nuestro
laboratorio demostré la existencia de una ventana temporal tardia de persistencia de la

memoria dependiente de singegroteica (Bekinschtein y col. 2007).

En el caso de la corteza retrosydd, inhibiendo la traducciéon mediante el uso
de anisomicina aemetina,dos inhibidores de la sintesgoteica con mecanismos
disimiles encontramos que los requerimientos son similares a los descriptos
previamente para hipocampol ger administradal5 minutosantes del entrenamiento
de El,ambas drogas resultaron amnésicas cuando los animales fueron testeados a los 2
dias Figura 20). Sin embargo, no se observaron efectos sobre la retencion de la
memoria alos 2 dias cuando se infundieron a 12 o 24 horas luego del entrenamiento
(Figura 20). Esbs inhibidores de la traducciédo tuvieron efectoabre la persistencia
de lamemoria, al er infundidos 12 horas luego del entrenamieRtr. otro lado, la
administracion de dichos inhibidores de la traduccion 24 horas tedgentrenamiento,

no tuvoefectos sobre la memoria testeada a 2 o 7 dias.

A partir de estos resultados podemos congjui la sintesis de proteinas en la
corteza retrosplenial seria necesaria para la formacién de la memoria alrededor del
momento del entrenamiento y tardiamente para la persistencia de la memoria, tal como

ocurre en el hipocampo.
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Figura 20. La inhibicion de la traduccién en la corteza retrosplenial afecta la
formacion de la memoria al momento del entrenamiento y la persistencia, a
tiempos tardios. La infusion de inhibidores de sintesis proteicaanisomicina o
emetina 15 minutos antes del entrenamient Kl tienen efecto amnésico ada la
memoria es testeada a 2 y adias. Sin embargo, cuando los inhibidores son
administrados 12 horas luego detrenamiento no tienen efe@o la memoria testeada

a los 2dias, pero sgobre la persistencidos datosestan expresados comuedia+
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SEM de las latencias a descender de la platafornma sesion de entrenamiento, (E
barra negrpo la sesion de test, ** p< 0.01; * p< 0.05, Grupo Almarra gris oscura)
Eme (barra gris clarays grupo vehiculo (Vehbarrablancg a los 2 y 7dias;test de

Studentn = 8-10 por grupo.

II. 4. El rol de la expresién de d-os en la corteza retrosplenial

Para estudiar el rol de la corteza retrosplenial respecto del hipocampo en cuanto
a la formacion y persistencia de la merapdecidimos continuar evaluando el papel de
c-Fos en dicha corteza. Trabajos previos han mostrado aumentédden-la corteza
retrosplenial, algunos de los cuales hacen referencia a la expresion de dicha proteina
como marcador de memorias remotagatkland y col. 2001; Frankland y col. 2004;
Maviel y col.2004) y otrogeferidos a memorias asociadas a miedo (Radwanské
2010. Sin embargo, ningw 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 deFos en la corteza retrosplenial, realizamos experimentos
gue involucrarel uso del oligonucleétido andentido para el mensajero cidos(ASO
c-fog. En lafigura 21 podemos observar que la infusién del Asfosen la corteza
retrosplenial a distintos tiempos no produce efectos sobre la expresién dedaareem
los 2 dias del entrenamiento de EI, con excepcion de un efecto parcial de la infusién
inmediatamente posintrenamiento. Por el contrario, las infues realizadas ela
corteza retrosplenial 4 horas antes, 8 y 12 horas luego del entrenamiento tuvieron un
efecto amnésico en la persistencia de la membBigai@ 21). Sin embargo, la infusion
de este oligonucledtido inmediatamente o 24 horas luegenttehamiento no afecta la

retencion de la memoria a 7 dias.
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Figura 21. La expresiontardia de cFos en la corteza retosplenial es necesaria
para la persistencia de la memoria, pero no para su formaciér.as infusiores de
oligonucledtidos antisentidde c-fos (ASO, barra gri3, pero no desinsentido(MSO,
barra blanch 4 horas antes, asi como 8 y 12 hdwego del entrenamiento de El,

produce amnesia los 7 dias, pero no a I@s La infusion realizada inmediatamente
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luego del entrenamiento no tuedecto sobre la retencidam los 7dias pero si afectd
parcialmentela expresion de la memoria ad?as Los datos estan expresados como
media + SEM de las latencias a descender de la plataforma en la sesion de
entrenamiento (Bbarra negnao la sesion destst, ** p< 0.01; * p< 0.05 AS@s MSOa

los 2 y 7dias;test deStudentn = 8-10 por grupo.

Cabe resaltar, que se trataria de dos ventanas temporales dependientes de
expresion de c-Fos en la corteza retrosplenial para que una memoria,pgastsia
cuando se infunde el ASO inmediatamente post-entrenamiento, el bloqueo de la sintesis
de cFos no tiene efectos sobre la persistencia de la memoria cuando se la evalia a 7
dias. De esta manera podemos concluir que la expresionFde en la corteza
retrospl@ial seria necesaria para que una memoria persista, pero no para su formacion,

en al menos dos ventanas de tiempo.
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Conclusionesgenerales

Los principales hallazgos de este trabajo. d9ria sntesis de novo de ARNm
involucra una onda tai@de expresion de c-Fos en el hipocampo de la redmerida
durante una ventana temporal restringida alrededor de las 24 horas luego del
entrenamiento para la pistenciade la memoria, pero no para su formacion. Estos
resultados demuestran que el hipocampo todavia esta comprometido en el
procesamiento de la memoria luego que la MLT ya esta formada, 2) ademas
describimos una fase de expresion €eos hasta ahora desconocida, la cual juega un
papel importante en el mantenimiento de la traza de memoghtempo. Junto con
reportes recientes que muestran que una fase tardia de estabilizacion dependiente de
sintesis proteicay BDNF es crucial para la persistencia de la MLT en ratas
(Bekinschtein y col. 2007; Bekinschtein y c&@008; Ou y col. 2010) y parla
facilitacion de largo término en aplysia (Miniaci y c@008), nuestros hallazgos apoyan
la hipétesis que el almacenamiento MRT duraderas se consigue con rondas
recurrentes de procesos dependientes de sintesis de ARNm y proteinas parecidos a los
que ocurren durante la formacion 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
encontradajue existen dos ondas de expresion @@s-en el hipocampo: la esperada
onda temprana alrededor de una hora luego del entrenamiento (Guzdviskiaygh
1997, Gusowski y col. 2001; Izquierdo y Medina 1997; Huff y col. 2006; Countryman
col. 2005, tanto en un entrenamiento cprotocolo suave como fuerte, la cual esta
involucrada en la formacién de la MLT de El, y una onda tardia de larga duragion, c
pico se observa a las 24 horas del entrenamiento de las ratas con un protocolo fuerte, el
cual estad especificamente involuaadn la persistencia de la memoria. Ademas,
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mostramos que la infusion de NE a las 12 horas en el hipocampo luego de un
entrenamiento suave, induce la onda tardia de expresion 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 ademas del hipocampo vy al
parecer en paralelo con el mismo, la corteza retrosplenial estaria participando en el
procesamiento de la MLT. Hemos encontrado que dicha corteza participa desde el
comienzo en la fonacién de la memoria mediante mecanismos que involucran la
sintesisde novode mensajeros y proteinas. Asimismo, la sintesis de mensajeros a
tiempos tardios luego del aprendizaje, 12 y 24 horas, continuaria siendo necesaria para
la consolidaciéon de la maria, mientras que la sintesis de proteinas tardia pasaria a ser

necesaria para la persistencia de la memoria en una ventana temporal restringida.

Conjuntamente, mostramos la existencia de dos ondas de expresiéiosierc-
la corteza retrosplenial, inducidas por aprendizaje, cuyo rol estaria exclusivamente
asociado con el almacenamiento de una memoria duradera, sin intervenir en la
formacion de la misma. Nuevamente, estos resultados dan cuenta de la existencia de
ondas recurrentes de sintesis de mensajgrpsoteinas, necesarias para que una

memoria persista.

c-Fos al comienzo en el hipocampo

La onda temprana de expresib® cFos observada en este trabajo es, de hecho,
parte de un pulso rapido de aumento de transcripcion de genes que ocurre degtro de 1
horas luego de la estimulacién o actividad neuronal (Lanahan y Worley 1998). Esta
activacion gendmica rapida se denomina respuesta IEG, la cual involucra ua ampli

repertorio funcional de moléculas, incluyendo factores de transcripcicioreia de
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crecimiento, proteinas involucradas en transduccion de eseflacomponentes del
citoesqueleto (Lanahan y Worley 1998; Guzowski 2002), y representa una union entre
activacion neuronal y procesamiento de MISE. ha estimado que la respuesta total de
IEGs es de leededor de 30-40 genes, siendo un tercio de los msi$hks y el resto

codifica para genes efectores (Lanahan y Wdti38).

La induccién de IEG ha sido atribuida a la experiencia novedosa saintia
del context” en variosestudios comportaments diferentegGuzowski 2002; Clayton
2000).Claramente, la suposicion explicita de esta hipotesis es que el papel funcional de
un determinado IEG es la participacion en la formacion de la memoria de la experiencia
que indujo su expresion. Sin embargo, haerpretaciones alternativas. Una
explicacion que atrajo mucha atencion es el posible papel de los IEGs como detectores

de coincidencia y/o sefiales de metaplasticidad (Claytorn Zagdwski 200p

En este marco, la expresion de un determinado IEGejonplo eFos, se
vuelve importante para los circuitos neuronales sélo cuando su induccion esta asociada
a inputsadicionales posteriores. En otras palabras, el incremento en la expresion de c-
Fos podria permitir un estado metaplastico que aumenta el eslamento de la

memoria para acontecimientos posteriores (Clayton 2000).

Aumento tardio de un gen temprano en el hipocampo

La segunda y tardia onda de expresion de c-Fos observada luego de un protocolo
de entrenamiento fuerte de El, el cual deja una MLT persistente es, en parte, inesperada.
Este aumento en los niveles de c-Fos parece ser transitorio y de mayor dura@bn que
primero, ya que hayn aumento lento entre las 18-24 hogags caea los niveles del

control hacia las 30 horas. Aunque hay repagmradicos alegando que ITFs como c-
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Fos pueden fluctuar sobre los valores control las primeras 6 horas luego de una
estimulacion periférica nociva (Redburn y Leah 1997), o que una expresion tardia y
prolongada de c-Fos ocurre durante un afio luego de una uUnica convulsion (Bing y col.
1997), o que una segunda ande expresion de-feos apareca los 4-7 dias en el
hipocampo en estrecha asociacion con muerte celular excitotéxica (Smeyne y col.
1993), los presentes hallazgos representan la primera evidencia de una onda de
expresion tardia y transitoria deFos asociada a un suceso neurobiologico relevante
como el procesamiento natural de la memoria. De hecho, nuestros datos sugieren
fuertemente que esta onda es un evento central para los mecanismos melqaelare

subyacen a la persistencia del almacenamiento de la memoria.

En este trabajo, mostramos que el uso de ASGs produce un déficit en la
persistencia de la memoria evaluada a los 7 dias, sin afectar su forrdadidgue su
expresion a los 2 diasonse diferencia de la expresada por los animales control,

infundidos con el MS@-fos.

Estos resultados indican que la onda tardia de expresion de c-Fos no estaria
involucrada con los mecanismos de faoidn de la memoria, pero que seridica para
la persistencia del almacenamiento de la MLT en el hipocampo. Esta afirmacion, 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

dias, pero no a los 7 dias, no induce el aumento tardio en los niveles de c-Fos.

El requerimiento de sintesis de mensajeros y-Hescpara la persistencia de la
MLT luego de varias horas de la fase dependiente de sintesis de proteinas, indican que
existe una regulacién dinamica compleja de los procesos de transcripcion y traduccion

involucrados en el almacenamiento de la memoria. Varios trabajos han descripto
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cambios en la activaciode factores de transcripcion duramdeconsolidacion de la
memoria. La actacion de CREB, factor de transcripcion que ha sido implicado
consistentemente en el procesamiento de la memoria (Silva y col. 1998 gs
considerado un marcador molecular de la misma (Viola y col. 2000), muestra un
aumento prolongado luego del apreiage (Bernabeu y ¢o 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 fosforilacion de CREB en la serina 1333a®, 12 y 18-20 horas, pero

no a 9 horas, luego del entrenamiento (datos no mostrados). Una segunda familia de
factores de transcripcion, C/EBP, también aument&xpresiérentre las 9 y las 28

horas luego del entrenamiento (Taubenfeld y col. 2001edbe manera, darposible

que se requiera de la activacion de CREB y C/EBP en algin momento ya sea para

iniciar el proceso de consolidacion tardia o como lectura de este proceso.

c-Fos vs. Zif268

La vision clasica de la biologia moderna vincula la expresion de los IEGs a la
actividad celular. En el cerebro, la expresiéon de los IEGs desempefia un papel
importante en la regulacion de la plasticidad sinaptica y algunos IEGS, lergrefos
y Zif268, han sido asociados con los primeros eventos transitonadycrados en la
formacion de la meoria (Lamprecht y Dudai 1996; McGaugh 2000; Kandel 208ih
embargo, el rol de estos factores de transcripcion en el mantenimiento de una traza de

memoria persistente no ha sido estudiado.

Nuestro laboratorio ha demostrado que los aumentos tardiofake \cZif268

inducidos por aprendizaje, son bloqueados por tratamientos que afectan la persistencia
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de la memoria, como la inhibicidn de la sintesis proteica o de la actividad de BDNF en
el hipocampo, 12 horas despules entrenamiento de El (Bekinschtgiicol. 2007). En

este trabajo, mostramos que el bloqueo de la expresion de c-Fos mebiaswede

ASO, no tiene efectsobre el aumento de Zif268 en el hipocampo inducido por
entrenamientoa pesar de los hallazgobtenidos por Dragunow y colaboradores, que
muestran que el bloqueo de la expresion de c-Fos disminuye los niveles de Zif268 en

neuronas del estriado y de la neocorteza (Dragyncol. 1994).

Por otro lado, mediante la infusion del A2@(R268 en el hipocampo 12 horas
luego del entrenamiento de El, mostramos que el bloqueo de la expresion de dicho
factor de transcripcion no tiene efectos sobre la expresion de la memoria luego de 7 dias
del entrenamiento. Por lo tanto, podemos concluir que el aumento derdid268
inducido por el entrenamiento de EIl, no estaria ligado al aumentoFds, @omo

tampoco pareceria estar asociado al almacenamiento de una MLT persistente.

Iniciando la cascada persistente

Ha sido ampliamente descripto el rol de la modulacidradrenérgica en la
modulacién de la memoria (McGaugh 2000). Sin embargo, su rol en la persistencia del
almacenamiento de la memoria no se conocidé hasta este trabajo. En este trabajo,
mostramos que la infusion de NE, en la region CAl dorsal del hipocampo, 12 horas
luego de un entrenamiento suave de El, transforma una MLT que decae en un par de
dias en una que persiste. Encontramos que este efecto se logra a través de la induccién
de la expresion de [Ees, ya que la emmfusion del ASOc-fos bloquea dicho efcto

promotor.
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Por otro lado, la activacion del receptor de dopamina D1 aumenta el BDNF en
hipocampo (Rossato y col. 2009), la expresion de c-Fos (Kang y col. 2000) y controla la
persistencia de la MLT (Rossato y col. 2009). Por este motivo, sugerimosl que
aumento de los niveles de expresion des-1824 horas luego del entrenamiento es
parte de una via comun, activada por catecolaminas, que regula el mantenimianto de |

MLT.

De esta manera, basados en trabajos previos (Bekinschtein y col. 2007;
Bekinschtein y col. 2008) y en el presente, proponemos que la induccién de la expresiéon
de BDNF y la activacion de ERK a las 12 horas del entrenamiento, son eventos
cruciales para el inicio de la cascada de eventos moleculares y celulares, incluyendo la
inducciin de c-Fos y la fase dependiente de transcripcion 24 horas luego del
entrenamiento. Este paso de transcripcion tardia podria dar lugar a la remndela
sinptica y al crecimiento de nuevas conexiones que seest@e involucradas en el

almacenamiento pgistentede MLT.

Expresion génica plasticidad ypersistencia de lanemoria

Guzowski y colaboradorgdiyashitay col. 2008) han sugeridaecientemente
que distintas fases etapas del aprendizaje y procesamiento de la memoria estan
asociados con difereas patrones de expresion génica de una manera compleja.
Encontraron que existe una red central de expresién de genes neuronales comprometida
en el procesamiento de la informacién basicatreElos genes comunmente sobre-
regulados se encuentran los IEGS, zif268, archomerla y jun BSeria necesario
llevar a cabo experimentos adicionales, a tiesnpas largos luego del entrenamiento,

para determinar si existen varias ondas de expresion de diferentes genes caa distint
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ventanas temporales que permita persistencia de la traza de memoria. En este
contextq la plasticidad dirigidgor la expresion tardia de “genes de plasticidad” como
c-fosseriacapaz de aumentar la capacidad de procesar y almacenar informacion (Fusi y
Abott 2007). Notablemente, en estudios realizados mediante el uso de redes neuronales
artificiales se ha visto que cambios en los pesos sinapticos dentro del conjunto neuronal
dinamico son importantes para aumentar la persistencia de la traza de memoria

(Abraham y Robins 2005).

En estecontexto, nuestros hallazgos muestran que la transcripcion y la expresion
de cFos tardias luego del entrenamiento son necesarias para el mantenimiento de la
traza de memoria de El. Junto con aquellos que muestran que la transcripcion y la
expresion de €&os alrededor del entrenamiento son necesarias para la formacién de la
memoria (lgaz y col2002;Lamprechty Dudai 1996; Mileusnic y coll996; Morrowy
col. 1999; Countryman y coR005; Kandel 2001 se ve respaldado fuertemente el
argumento de que anfidle mantener las modificaciones en los pesos sindpticos dentro de
una red, la actividad ocurrida durante los eventos iniciales de codificacion debe
repetirse mas tardes importantalestacague la reativacion de los receptoseNMDA
en la region CAl dia después del entrenamiento es crucial para la estabilizacion de
memoria espacial y condicionamiento de miedo al contexto (&hiyncol. 2000; ver
Day y Morris 200]). Recientemente, se ha reportado que las vias de sefializacion 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 (EckéMlahan y col. 2008, sugriendo que rondas repetidas de
activacion de ERK pueden contribuir a la generacion de ciclos mdltiples de

transcripcion y traduccion necesarios para el mantenimiento del almacenamiento de la
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MLT. Es interesante tener en cuenta que recientemente hemodratacoque la
persistencia del almacenamiento de la MLT de El se ve selectivamente deteriorada por
el bloqueo de la activacion de ERK en el hipocampo dorsal 12 horas dieégo

entrenamiento (Bekinschtein y c8008).

Después de-¢-0s, ¢qué sigue?

Estasrepetidas ondas de reactivacion de las vias de sefializacion y de expresion
génica podrian ser las responsables de los cambios en la plasticidad sinaptica necesarios
para el almacenamiento de la MLT. Trabajos recientes proporcionan evidencias de que
el almaenamiento de la memoria esta asociado con la remodelacién sinaptica y el
crecimiento de nuevas conexiones sinapticas (Bailey y col. 2004; LamprieeDoyx
2004; Barcoy col. 2006) En trabajos previos de nuestro laboratorio, hetieosostrado
que cFos &tad sobregegulado tardiamente luego del entrenamiento por eventos
involucrados en la persistencia de la memoria dependientes de sintesis proteica y BDNF
(Bekischtein y col. 2007), asi como el aumento en la densidad de espinas (Tyler y
PozzoeMiller 2001; Aonsoy col. 2004) De esta manera, la transcripcion tardia,
dependiente de Ees, podria ser necesaria para la expresion de genes efectores
involucrados principalmente en la remodelacidén sinaptica asociada a la persistencia de
la memoria. En este contextoecientemente se ha publicatib ocurrencia deun
aumento en el nimero de espinas dendriticas en la region CA1 del hipocampo luego de

48 horas de un condicionamiento al miedo (Restigol. 2009).

Estos cambios plasticos podrian ser explicados a dartiemodelaciones en la
matriz extracelular. En este punto, resulta interesante mencionar a las métaloproteinasas

de la matriz extracelular (MMPSs), las cuales conforman una gran familia de enzimas
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proteoliticas de liberacion, dependientes de zinc, cuysisasos canonicos incluyen
moléculas de adhesion celular (CAMSs) y proteinas de la matriz extracelular (ECMSs).
Las MMPs son secretadas en el cerebro por neuronas y por glia, en particiNd#?-4a M

9, en forma inactiva, transformandose a la forma proteolitingmactiva cuando se
remueve el p-péptido en respuesta a un estimulo e$ipec(Ethell y Ethell 2007).
Estudios realiados en rebanadas de cerepmn rata muestran una rapida activacion

de las MMP9 perisinaptica en la region CA1 por la inducciorLd@® mediado por una
estimulacion tetanica de la sinapsis de la colateral de SiGtei(Nagy y col. 2006) o

por diferentes tareas de aprendizaje y memoria asociativaasoo@tivas (Nagy y col.

2007; Wright y col. 2007; Brown y col. 2008). La utilizacion de técnicas que producen
pérdida de funcion, incluyendo el uso de bloqueantes farmacologicos, anticuerpos
neutralizantes, o supresion @gém confirman que en ausencia de protedlisis de las
MMPs, el LTP de las sinapsis del hipocampo y otras areasaledies transitorio
(Meighan y col. 2006; Meighan y col. 2007; Nagy y col. 2006; Bozgagl. 2007;
Okulski y col. 2007; Wang y col.2008) y que el desempefio comportamental en
diferentes tareas de aprendizaje y memoria se ve afectado (Nagy y coM2RMi;y

col. 2007; Brown y col. 2008; Brown y col. 2009; Wiediger y Wright 2009). Otros
trabajos han demostrado que la estabilidad de la expansion de las espinas que
acompanfan tipicamentelal P también depende de la protedlisis de la M8@Vang y

col. 2008), indicando que la estabilidad funcional y estructural de la plasticidad

sinaptica dependen de la MMP

En relacion a este trabajo, la MMPnos resulta de particular interés ya que su
promotor se encuentra bajo la regulaciéon destARL (Kaczmareky col. 2002). De
esta manera, la MMB, junto con su inhibidor de actividad endégeno, TIMP, podrian

estar regulando los cambios en la matriz extracelular que permitirian la remodelacion en
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las conexiones sinapticas que derivarian en cambios estructurales necesarios para el
almacenamiento persistente derlamoria. Ademas, los nivelpsoteicos y la actividad
proteolitica de MMP9 aumentan en el hipocampo alrededor de las 6 horas, con un pico
entre las 12 y 24 horas que decae hasta los niveles basale®ehtass, luego de un
entrenamiento de EI, cuya memoria se ve afectada por la infusion en el lppodam

un inhibidor especifico de MMPs (Nagy y col. 2007).

Consolidaciéncelular y de sistemas

Al plantear muchas mas preguntas que resasiesl hallazgale unafase criica
de transcrip@n que involucra al menos una onda tardia de expresiords para la
persistencia del almacenamiento de la memoria, abre nuevas vias de investigacion en el
procesamiento de la consolidacion tardia de la memoria epoglampo. Un punto de
vista predominante en la ciencia moderna de la memoria es que hay dos tipos de
consolidacion de la memoria.: (1) uno rapido, llamado consolidacion sinaptica o celular
que involucra eventos celulares y moleculares que ocurren duraetepyanamente
luego del entrenamiento y subsisten por algunas horas a un par de dias, (2) uno lento,
consolidacion de sistemas que implica la participacion de algunas regionesicedesor
y Su interaccion con la formacion hipocampal y areas corticales relacidmad&ash
y col. 2004; Wang y col. 2006). El nivel de consolidacién de sistemas dura varios dias,
semanas a meses en la mayoria de las tareas de aprendizaje estudiados hasta el
momento. La estabilizacibn de una memoria de larga duracion ewadeapor el
entramado gradual de multiples regiones corticales que almacenan la memoria como un
conjunto. En pocas palabras, la consolidacibn de sistemas involucra la paulatina

desvinculacion de estructuras tales como el hipocampo y la corteza entprtinal
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reclutamiento progresivo de regiones neocorticales. Si la consolidacion de sistemas es el
principal mecanismo para el almacenamiento de MLT, un requisito obvio es camala tr

de memoria debe durar suficiente tiempo en el hipocampo para permitindos p
iniciales de consolidacion de la memoria en la neocorteza. Por ello, dentro deiaconte

de la teoria estandar de la consolidacion se desprenden preguntas importantes. La fas
tardia dependiente de sintesis proteica, BDNF y transcripcion que ocurre entre las 12 y
24 horas luego del entrenamiento ¢ es un nexo necesario entre la consolidacion celular

de sistemas? Nuevos experimentos utilizando diferentes técnicas son negesarios
abordar adecuadamente esta y otras preguntas respecto de los eventos moleculares que

subyacen la persistencia de una memoria de larga duracién.

Mas alla del hipocampo, la corteza retrosplenial

Los cambios hallados en la expresion dBos- en la corteza retrosplenial
(Figuras 17 y 18 podrian contribuir a responder estas preguntas. Segun los resultados
obtenidos en este trabajo, dicha estructura podria estar participando deile eh ila
formacion de las memorias y podria colaborar en el proceso que permitirfasque
memorias se almacenen en otras estructuras corticales cuando dejan de depender del
hipocampo. Es decir, podria ser como una estacion de relevo colaborando en serie o
paralelo, dialogando con el hipocampo mientras las memorias se almacenan
definitivamente en otras estructuras corticales. Partiendo del supdesioe el
procesamiento de la memoria depende de la interaccion entre el hipocampo y areas
corticales(Squire 1992Nadel y Moscovitch1997;Dudai 2004;Frankland y col. 2005;

Morris 2006) y asumiendo que la memoria de largo término se almacena en la

neocortezala corteza retrosplenial seria 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 eottezia
retrosplenial y el hipocampo, varios de los cuales muestran su rol en el pieocgszam
de la memoria a través de lesiones (Harker y Whishaw 28lB4sser y col. 2007,
Dumont y col. 2010Pothuizeny col. 2010),ninguno de ellos ha estudiado suealla
persistencia de la traza mnésica en forma directa, mas alla de las correlaciones de los
aumentos de actividad neuronal y expresion de memorias remotas (Manie2@0zt
Frankland y Bontempi 2005). En definitiva, la mayoria de los trabajos piisiceerca
de esta estructura son estudios realizados con lesiones permanentes, lo cual @o permit
obtener un panorama claro para definir un rol temporal en el procesamiento de la

memoria.

Distintos roles para ranscripcion y traduccién

Hemos encontradgue en la corteza retrosplenial existen requerimientos de
sintesis de mensajeros y de proteinas para el establecimiento de nuevas memorias. Sin
embargo, como mostramos previamente en relacion al hipocampo, no existe una
correlacion directa entre la sintesis de mensajeros y la sintesis de proteinas, los cuales
pueden estar desfasados. En la corteza retrosplenial, la transcripcion parece ser
necesaria desde el comienzo y a tiempos largos para la formacién de la memoria, a
diferencia del hipocampo que presemeatanas temporales definidas de requerimiento
transcripcional, una alrededor del entrenamiento y otra ventana efth®ras luego
del mismo para la formacion de la memoria (Igaz y col. 2002). En este trabajontambié

describimos un requerimiento tardio de sintesis de mensajeros en el hipocampo
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necesario para que una memoria persista (ver resultagasa 2). Sin embargo, en la
corteza retrosplenial, observamos que la transcripcion es necesaria en tadowplos t

evaluados en este trabajo para que la memoria de El se forme.

Por el contrario, los resultados de inhibicion de la sintesis proteica en lacortez
retrosplenial, muestra un requerimiento similar al observado para el hipocangpyg (Iga
col. 2002, Bekinschtein y col. 2007). Se requiere de $$ndesproteinas en la corteza
retrosplenial en el momento del entrenamiento para la formacién de la meanoria.
embargogl requerimiento tardio de traducci&@eria necesario para la persisteno#p
no parala consolidacion “temprana” de la memoria, gae la misma se expresa
normalmente a los dos dias del entrenamiento. Esta similitud de resultados obtenidos en
hipocampo y corteza retrosplenial se podria explicar de varias manerda. dooulrir
gue amba®stuvieran moduladas por alguna otra estractorpodria ser que existiera
un dialogo directo entre hipocampo-corteza retrosplenial, o bien, podrian estar

sucediendo ambas cosas. Seria muy interesante estudiar la existencia ddagbé “dia

Lesiones bilaterales combinadas eorteza retrospleniay fornix (principal
salida del hipocampoy los nucleos talamicos, producen déficit en una tarea de
aprendizaje asociativo visuo espacial (Dumont y col. 2010). También se ha encontrado
que la inactivacion temporal de la corteza retrosplenial afecta losonest de
codificacion espacial en el hipocampo, observado mediante registros celulares en
animales que a su vez mostraban un déficit de aprendizaje producto de la inactivacion
de dicha corteza (Cooper y Mizum@Q001).Estos trabajos, muestran el fuertactilo
entre estas dos estructurgse llevan a preguntarnosagunos de los efectos solake
aprendizaje observados histéricamente al intervenir en el hipocampo, no habran sido el

resultado de efectos indirectos sobre la corteza retrosplenial.
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Marcadores de actividad en corteza retrosplenial... ¢ Y ebl funcional?

Quienes se embarcan en la blusqueda de las regiones cerebrales que estarian
involucradas en el procesamiento de la memoria han utilizado diferentes técnicas de
detecciéon de actividad neuronal para tratar de visualizar las estructuras involucradas.
Algunas de las técnicas mas difundidas son fMRI, consum&'@p Zdeoxiglucosa y
expresion de genes. Entre estos ultimos marcadores se encuentran los IEGsmale
Zif268 y cFos. En estos trabajos, donde estudian la activacion de las diferentes
estructuras tanto en memorias recientes como en memorias rérratadand y col.

2001; Frankland y col. 2004; Maviel y c@004),se observgue mientras la evocacion

de unamemoria espacial reciente aeti el hipocampo y la corteza entorrinal, la
evocacion deuna memoria remota esta asociada a la activacion (relacionada con el
consumo deglucosa o a la induccidde genes como-Eos y Zif268) enzonas de la
cortezaprefrontal, frontal, cingulado anteriazprteza retrosplenial y corteza temporal
(Maviel y col. 2004). Resultados similares fueron obtenidoda evocacion de una
memoriaasociativa de miedo (Frankland y col. 200 particular, trabajos recientes
han revelado cambios, en la corteza retrosplenial, en el consumo de gludéss gnc-

un condicionamiento clasicR@dwanska col. 2010) y cambios d&if268 y c-Fos en

memoria de trabajo espaci&dthuizery col. 2009).

Sin embargo, esto sélo representa una correlacion entre la expresion de estos
marcadores moleculares y el procesamiento de la membhaclko de que ureona se
active durante la evocacion de una memoria, no quiere decir que la traza esté
almacenada en esa region, sino solamente que participa del mecanismo necesario para la
evoca®n. En este trabajo, mostramos la existencia de dos ondas de expresiéosde c-

en la corteza retrosplenial inducidas por el entrenamiento pler Bk
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Por otro lado, ninguno de estos trabajos muestra un rol funcional de la expresion
de cFos en la corteza retrosplenial ni de esta estructura &m lai persistencia de la
MLT. Aqui, a través de la infusion localizada de A8@os mostramos que la
expresion de esta proteina en la corteza retrosplenial es necesaria para el
almacenamiento persistente de una memoria avei&ildoqueo de la expresion de c-

Fos no afecta la formacion 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 infusién producen un déficit en laspencia de la memoria, como se
observa en la evaluacion de desempefio en la tarea de El realiked@ dias del
entrenamiento. Es importante resaltar que la infusion del &8@ no tiene efectos

sobre la estructurper sey su efecto es tiempo especifico, ya que la infusién de este
oligonucleotido inmediatamente post-entrenamiento y a 24 horas no produce @fiectos

la memoria a largo plazai bien la infusion inmediatam&npostentrenamientcafecta
parcialmente la expresion de la memoria a 2 dias, posiblemente afectando de manera

temporal la evocacion, sin tener efectos en el almacenamiento de la MLT

En este punto, podemos destacar un rol diferencial entre el hipocampo y la
corteza restrosplenial. Segun los resultados expuestos en este &ralifgencia de lo
observado en el hipocampo, en la corteza retrosplenial habria al menos dos ondas de
expresion de €os implicadas en los mecanismos de persistencia de la memoria,
mientras que en el hipocampo, habiamos observado que la primera onda estab
involucrada en la formacién de la MLT. Aunque esta puede resultar una diferencia
aparente, ya que no podemos descartar que la prionela de exgmsion de d-os
hipocampal tengan rol en persistencia, encubierta por los mecaristadormacion.
Ademasla segunda onda de expresién deos-comienza mas temprano en la corteza

retrosplenial que en el hipomcampo, dado que el aumento de expresidon ya se observa a
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las 12 horas. Esto nos muestra, una diferencia temporal entre ambas estry@lras
mismo tiemp, 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
expresion de €&os en la corteza retrosplenial y la participacion de esta estructura en el
procesamiento de una memoria persistente. El rol de la misma pareceria haber estado
encubierto por la tan popular formacién hipocampal. Este trabajo nos lleva a
plantearnos la existencia de una interaccion emirehipocampoy la corteza
retrosplenial junto con los hallazgos Aggleton y colaboradof2807) en el cual
muestran que el apagado del hipocampo mediante el uso de diversas técnicas produce
un decaimiento de la expresion en los niveles de c-Fos inducido por una serie de tareas

de apredizajede dicha cortezéAlbassery col. 2007).

Preguntas sin responder

Como es de esperar e@iencia cada respuesta encontrada nos lleva,
inevitablementga realizar nuevas preguntas. EI complejo estudio del cerebro, el como y
donde ocurren los procesos de aprendizaje y memoria, cuanto 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 cuéles serian los genes efectores regulados mediante la expresibasde ¢
que permitirian los cambios plasticos en las sinapsis necesarias para que una memoria
se almacene en el cerebro en forma duradera. Como mencionamos durante la discusion,
el estudio de la reorganizacion de la matriz extracelular pareceria ser un interesante

camino para responder esta pregunta.
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A su vez, seria muy interesante profundizar sobre la comunicacion existente
entre la corteza retrosplenial y el hipocampo, asi como el dialogo de estas estructuras
con otras areas corticales involucradas en el procesamiento de la memoria. Asimismo,
es atrayente descubrir cuales serian los mecanismos moleculares que sostienen esta

comunicacion.

De esta manera, creemos que los hallazgos presentados en este trabajo,
contribuyen al esclare@uniento de este tan intrigante rompecabezas del guardado de las
memorias en nuestro tan complejo y fascinante cerebro, del cual aun gueaapar

conocer.
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