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Influencia de diversos factores biologicos y experimentales sobre la
memoria en la rata:
El “valor de la experiencia previa’’; Rol de los receptores muscarinicos y
NMDA del hipocampo.

- Resumen PARTE I

- En la primera parte de esta Tesis se investigaron los efectos de ciertos factores bioldgicos y
experimentales sobre la formacion de memorias en la rata, analizando su desempefio en la evitacién
inhibitoria (IA) y en un campo abierto (OF). La tarea de TA de un choque eléctrico en un paso,
involucra aprendizaje asociativo y es uno de los paradigmas con componentes aversivos mds
utilizados en estudios sobre memoria y aprendizaje, especialmente en roedores; es dependiente de
hipocampo y otras estructuras. Se investigaron los efectos de la intensidad del estimulo, de la
manipulacion sistemdtica desde el destete, del ciclo luz/oscuridad, posibles diferencias entre machos y
hembras, asi como la influencia de una experiencia previa de exposicién y habituacién a otro
ambiente, sobre el desempefio de ratas en [A.

- No hubo diferencias significativas en el desempefio entre hembras y machos. Los animales con
manipulacion sistemdtica, entrenados en IA con estimulacion “fuerte”, tuvieron mejor desempefio que
aquellos sin manipulacién; hubo correlacion entre la intensidad del estimulo durante el entrenamiento
en IA y la expresion de la memoria de larga duracién (LTM), mientras que no la hubo en los grupos
sin manipulacién sistemdtica. El estimulo para evidenciar aprendizaje fue menor para hembras que
para machos de la misma edad, y permiti6 la expresion tanto de LTM como de una memoria de corta
duracion (STM) de IA.

- Una exposicion al OF de 3 o 5 min, no modific6 el desempefio en IA cuando el entrenamiento fue
suave. Los animales expuestos 2 veces al OF en dias consecutivos, mostraron habituaciéon. La
exposicion a 1 o 2 OF — es decir, con o sin habituacion - no produjo cambios en la LTM de la IA con
entrenamiento suave. En cambio, 2 OF facilitaron la memoria de IA con entrenamiento fuerte.

- El efecto del OF sobre la IA parece depender del nivel de entrenamiento, lo que sugiere que la
relevancia comportamental del estimulo podria ser determinante. Se puede especular que un choque
mas intenso - mds doloroso y, en consecuencia, mds aversivo -, seria muy relevante para el
comportamiento ya que produciria una estimulacién sensorial mayor, con la posibilidad de establecer
mas asociaciones y mas fuertes; se reclutarian mas circuitos neurales de la misma regién en el
substrato previamente “sembrado” por el OF, y tal vez de otras areas cerebrales, induciendo cambios
plésticos en mds sinapsis, dando lugar a un registro robusto de esa memoria. Desde un enfoque
evolutivo, podria representar menos costo el que una experiencia poco o nada aversiva (OF) se
asociara fuertemente con una aversiva (IA/choque), s6lo cuando esta dltima fuera
comportamentalmente relevante (por ej., produciendo fuerte dolor o dafio).

- Resumen PARTE II

- La transmisiéon muscarinica es requerida tanto durante la adquisicibn como durante la
consolidacion temprana para la formacion de una LTM de IA, ya que el bloqueo de los receptores
muscarinicos (RAChM) extendido o restringido al hipocampo dorsal produce amnesia. El bloqueo de
los receptores de glutamato NMDA (RNMDA) del hipocampo durante la consolidacién también
produce amnesia.

- Se analiz6 el efecto del bloqueo de receptores RNMDA y RAChM en la memoria de la IA luego
de: 1) exposicion tnica al OF - novedad - y 2) exploracién de un ambiente familiar - 2 OF - ; ambas
condiciones posibilitaron la formacion de una LTM a pesar del bloqueo extendido de RAChM o de
RAChHM del hipocampo. La doble exposicién al OF también permitié prevenir o superar la amnesia
por bloqueo de los RNMDA del hipocampo asi como por la inhibicidn de la sintesis proteica. Durante
y luego de la exploracion y reexposicion al OF se produce un incremento sostenido en la liberacion de
acetilcolina en hipocampo y corteza, lo que podria contribuir a “preparar el substrato” (aumento de
excitabilidad?) para la necesaria plasticidad sinaptica que daria lugar a la LTM. Por este y otros
mecanismos podria haber disminucién del umbral para la induccién de cambios plédsticos subyacentes
a la formacién de la traza, su codificacién y consolidacion en una LTM. En el marco de la hipétesis de
“Etiquetado sinaptico y captura de proteinas de plasticidad”, se puede interpretar que dichas proteinas
sintetizadas durante el OF previo a la IA facilitarian la plasticidad sindptica en la misma estructura; sin



embargo, la inhibicién de la sintesis proteica por administracion de anisomicina en hipocampo, antes o
después del OF previo, que produjo amnesia anterégrada en IA atin cuando se administr6 2 horas antes
del entrenamiento, también fue superada por la previa exposicién al OF, lo que sugiere fuertemente
que otra region o estructura deberia estar involucrada en este efecto.

- También se analiz6 el rol de subtipos de RNMDA del hipocampo en la consolidacién temprana de
la memoria de TA. Se ha propuesto que los RNMDA que contienen la subunidad NR2B tiene un papel
critico en determinar el umbral de la plasticidad en el establecimiento de una memoria. El bloqueo
selectivo de estos receptores ejercié un efecto promotor en la consolidaciéon de LTM de la IA con
entrenamiento subumbral, y facilitador cuando el entrenamiento fue suave. Los resultados corroboran
que los RNMDA del hipocampo dorsal son requeridos durante la consolidaciéon de IA, aunque
aquellos conteniendo NR2B se comportan como inhibidores durante la consolidacién, al menos en
etapas tempranas.

Palabras clave: memoria; receptores muscarinicos; receptores NMDA; campo abierto;
evitacidn inhibitoria; hipocampo; rata.



The influence of diverse biological and experimental factors on memory in
the rat:
“The value of the previous experience’’; Role of hippocampal muscarinic
and NMDA receptors

Abstract PART 1

In the first part of this Thesis the effects of diverse biological and experimental factors over memory
formation in the rat were investigated, by analyzing the performance in inhibitory avoidance (IA) and
in an open field (OF). The IA of an electric foot shock in one step involves associative learning and is
one of the most commonly used behavioral paradigms with aversive content in learning and memory
studies, particularly in rodents; it depends on the hippocampus and other central structures.

The effects of the stimulus intensity, of systematic handling, of the light/dark cycle, the possible males
and females differences, as well as the influence of previous exposure and habituation to another
environment (OF) on IA performance of rats were investigated. There were no significant differences
in performance between males and females. The rats with handling that were trained in IA with a
strong stimulus showed a better performance than those without handling. Statistical correlation was
found between footshock intensity and long term memory (LTM) expression, while no correlation was
found in rats without this handling. The shock level that allowed to evidence learning was lower for
females than for males of same age and that led to LTM expression as well as short term memory
(STM) of IA.

Neither 3 or 5 minutes exposure to the OF showed any significant effect over rats” performance in [A
when trained with a mild shock. Two OF sessions, in two consecutive days, led to habituation. The
previous exposure to one or two OF sessions — i.e. with or without habituation — did not modify A
LTM with a mild training but 2 OF sessions facilitated IA memory with a strong stimulus instead. The
OF effects on the IA seemed to depend on the training level, suggesting that the behavioral relevance
of the stimulus could be determinant. It could be speculated that a more intense shock — more painful
and consequently, more aversive — would be very relevant for behavior since it would entail a higher
sensorial stimulation, giving the possibility for setting more and/or stronger associations; more neural
circuits would be recruited in the same region, in the OF previously “seeded substrate”, and maybe, of
other brain areas, producing plastic changes induction in more synapses, leading to a robust recording
of that memory. From an evolutionary point of view it could represent a lower cost if a little or none
aversive experience (OF) would be strongly associated with an aversive one (IA/strong shock) only
when the latest were behaviorally relevant - i.e., causing pain or damage - .

Abstract PART 11

The cholinergic muscarinic transmission is required for acquisition as well as for early consolidation
of an IA LTM, since the blockade of muscarinic receptors (MAChR) either extended or restricted to
dorsal hippocampus causes amnesia. The blockade of hippocampal glutamate NMDA receptors
(NMDAR) during consolidation produces amnesia also. The participation of MAChR and NMDAR in
memory of IA was analized following: 1) only one exposure to the OF — novelty -, and 2) the
exploration of a familiar environment — 2 OF -; both conditions led to LTM formation in spite of either
the extensive or restricted to the hippocampus, MAChR blockade. The double exposure to the OF also
allowed to prevent or overcome the amnesia caused by hippocampal NMDAR blockade or protein
synthesis inhibition. During and after OF exposure and reexposure there is a continuous increase in
ACh release from both hippocampus and cortex which could contribute to “prime the substrate”
(increase in excitability?) for the necessary synaptic plasticity that would lead to LTM. By this and
other mechanisms, the threshold for induction of plastic changes underlying the trace formation, its
codification and consolidation into an LTM, could be lowered. In the frame of the “Synaptic tagging
and capture of plasticity-related proteins” hypothesis, these proteins synthesized during the previous
OF would facilitate synaptic plasticity for the next task, in the same structure. However, the
hippocampal protein synthesis inhibition by anysomicin, administrated either before or after de OF,
which induced anterograde amnesia in the IA, even 2 hours before training, was also prevented or
overcame by previous exposure to the OF, strongly suggesting that other region or structure should be
involved in this effect.



Then we studied the differential role of this NMDAR of the dorsal hippocampus in memory
consolidation. It has been suggested that NMDAR containing NR2B play a critical role in
determining the plasticity threshold in memory formation. The selective blockade of this
receptors 1) promoted memory consolidation enabling the LTM formation of the IA with an
underthreshold training, 2) had a facilitatory effect over LTM formation of the IA with a mild
training. The results corroborated that the NMDAR in dorsal hippocampus are required during
IA consolidation, whereas those subtypes containing NR2B behave as inhibitors during
memory consolidation, at least in early stages.

Key words: memory; muscarinic receptors; NMDA receptors; Open Field task; One step
inhibitory avoidance task; hippocampus; rat.
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I. MEMORIA

La memoria es considerada una representacion interna de una experiencia comportamental, codificada
espacio-temporalmente en circuitos neuronales, mediante cambios en las propiedades reactivas de las
neuronas, y que puede guiar el comportamiento [1]. Esa informacién codificada puede asociarse con
otras memorias codificadas en otros circuitos, a través de areas de asociacion. Asi se van estableciendo
memorias mds complejas, algunas veces completamente nuevas, constituyendo el cuerpo de
conocimientos.

Se pueden mencionar dos grandes clasificaciones de las memorias:

L.1 Desde un punto de vista temporal:

Memoria de corta duracion (STM, del inglés “short-term memory”), que dura minutos a horas y es
mads vulnerable a ser interferida o interrumpida; y,

Memoria de larga duracién (LTM, del inglés “long-term memory”), que tiene un curso temporal de

dias, semanas, meses o afios.

Memoria de corta duracion
/ (STM: de segundos a horas)

i8]
E 'y
E
L
= _ Memoria de larga duracién
= “'x,\ (LTM: de horas a meses)
L
- ™,
Y
" N\
= N\,
v %,
C LY
o ™,
-IE \
= t - Memoria-perdurable

. (de meses a toda la vida)

Tiempo

Fig 1.1: Fases de la consolidacion de la memoria.

La memoria se puede clasificar segtin su duracién en memoria de corta duraciéon (STM; segundos a horas),
memoria de larga duracién (LTM; horas a meses) y memoria perdurable (meses a toda la vida). (Modificado
de McGaugh, 2000).

Las memorias llamadas inmediatas y también de trabajo, son de duracién muy breve. Se las puede
imaginar como un conjunto de capacidades de memoria temporaria que dependen principalmente de la
actividad eléctrica de las células de la corteza prefrontal [2; 3] .asociadas a otras regiones del cerebro
[4]. Este tipo de memoria persiste mientras la actividad electrica perdure. (muchas veces no requieren
llegar al nivel consciente en humanos). Proporcionan la capacidad de mantener, de algin modo, la

informacioén para su utilizacién transitoria, por lo que es de suponer que su estudio dificilmente

13



arrojaria luz sobre mecanismos de almacenamiento, especialmente de memorias de duracién
prolongada. La corteza frontal parece estar activa durante muchas de las tareas que requieren de
informacién transitoria. La funcién de mantenimiento de la informacién por los 16bulos frontales
involucra la memoria de trabajo [5]. Algunos estudios sugieren que el estriado podria ser otra de las
estructuras involucradas [6].

Las memorias de duracién prolongada, de tipo declarativas, dependen de la integridad del 16bulo
temporal; en particular, el éxito de la fase inicial de almacenamiento para el establecimiento de una

traza duradera parece depender del hipocampo.

L.2. Una segunda clasificacion distingue entre aquellas memorias que corresponden a procesos o
procedimientos sensoriales, motores o sensoriales y motores y las que involucran hechos o conceptos.
Si bien esta division se aplica directamente a los sistemas de memoria en humanos, una clasificacién
similar serfa aplicable a la memoria en los animales, aunque pueden carecer de algunas caracteristicas
tipicas de las memorias en seres humanos.

i. Memoria de procedimiento: también llamada memoria no declarativa o implicita, incluye
memorias que se relacionan con la informacidn relativa a cémo hacer las cosas, Estd involucrada en
aprendizajes motores o perceptuales, de procedimiento (manejar un automovil) y de reglas (como las
gramaticales). Estas memorias no dependerian de la integridad estructural del 16bulo temporal.

ii. Memoria declarativa: o explicita, es la memoria de lugares, eventos, hechos y personas (en
humanos) y depende del 16bulo temporal. En la especie humana, la evocacién de la misma requiere
principalmente de procesos conscientes. A su vez, la memoria declarativa se suele dividir, en humanos
en memoria episodica y memoria semdntica. Esta tltima, también llamada conocimiento
conceptual, da cuenta de un conjunto de conocimientos acerca de los significados de las palabras y de
las relaciones entre estos significados sin una conexién particular con un tiempo y un lugar, y
constituye una especie de “diccionario mental”. La memoria episodica representa eventos o sucesos
que reflejan detalles de una situacion vivida y no solamente su significado. Algunos autores estudian
la memoria episédica en animales como una memoria de cudndo, cdmo y qué evento ha ocurrido [7],
en cambio otros la estudian como la memoria de la propia conducta del animal [8].

Clasicamente, las memorias implicitas tienen una calidad automatica y reflexiva, y su formacién y
evocacion no dependen de un proceso consciente. Este tipo de memorias se acumulan, en general,
lentamente. Se expresa mediante un mejor desempefio y no pueden ser expresadas en palabras.
Durante mucho tiempo se ha considerado que una memoria implicita para una determinada tarea esta
ligada a la actividad de los sistemas sensorial y motor involucrados en la tarea de aprendizaje y se

encontraria restringida por mecanismos de almacenamiento inherentes a cada uno de estos sistemas.
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Figura 1.2: Distintos sistemas de memorias y sus estructuras cerebrales asociadas.

Las memorias pueden ser clasificadas como declarativa (explicita) y no-declarativa (implicita o procedural).
Cada sistema es mantenido por distintas regiones anatomicas del cerebro. (Modificado de Squire y Knowlton,
1994).

1.2 APRENDIZAJE

El comportamiento de los organismos vivos tiene sus bases en la historia evolutiva de cada especie.
Sin embargo, el repertorio comportamental de cada organismo puede ser modificado por la
experiencia individual, dependiendo de su capacidad de aprendizaje.

Definiciones de aprendizaje

En lineas generales, todas las definiciones de aprendizaje se refieren a la siguiente nocién
fundamental: aprendizaje implica un cambio en el comportamiento basado en la experiencia
individual. Thorpe en 1956 lo definié como “un proceso que se manifiesta por cambios adaptativos en
el comportamiento de un individuo como consecuencia de una experiencia” [9]. Maier y Schneirla
(1964) lo definieron como “desarrollo de respuestas a aspectos limitados del ambiente” [10]. Tarpy, en
1965, lo definié como “cambio relativamente permanente en el comportamiento, que ocurre a causa de
una experiencia’[11]. Algunos autores establecen que la experiencia debe ser repetitiva [12], pero esta
restriccion no se ajusta a todos los casos de aprendizaje, ya que puede haber aprendizaje luego de una
unica y breve experiencia [13]. Lorenz (1981) adopt6 una posicién teleondmica a la hora de definir
aprendizaje: “El aprendizaje selecciona entre varias opciones contenidas en un programa abierto,

aquella que tienda a ajustarse mejor a la circunstancia”[14].
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Algunas definiciones sefialan que el aprendizaje implica un proceso, no un cambio instantineo;
mientras que otras sefialan que se trata de un cambio duradero en el comportamiento (distinguiéndolo
de reacciones transitorias a estimulos sensoriales) [13].

No todos los aprendizajes se materializan directamente en un comportamiento, por ello es apropiado
considerar al aprendizaje también como alteraciones en la potencialidad de reaccionar [12]. Una
definicién apropiada para discriminarlo del establecimiento de una memoria, es que el aprendizaje
consiste en la adquisicidon de nueva informacion, mientras que la memoria consistiria en la retencién
de la informacién adquirida [13]. Dicho de otra manera, para que las experiencias se transformen en

memorias es necesario que tenga lugar un aprendizaje.

1.2.1. Tipos de aprendizaje

El aprendizaje, puede clasificarse en asociativo y no asociativo.

No asociativo (habituacion y sensibilizacion a un estimulo)

i. Habituacion: Es el tipo de aprendizaje mas elemental. La experiencia comportamental consiste, en
general, en la presentacién de un solo estimulo. El proceso de aprendizaje en la habituacion se expresa
comportamentalmente por la disminucidn de la probabilidad o de la intensidad de la respuesta ante un
estimulo moderado, repetitivo. La disminucién de la respuesta se produce por la presentacion reiterada
del mismo estimulo o de uno similar y no se debe a una adaptacion del receptor sensorial, a la fatiga,
0 a una lesién del mismo. Este proceso se relaciona con la disminucién de una respuesta establecida o
expresada previamente.

La habituacion es un mecanismo fundamental en la adaptacion de un organismo a su ambiente, ya que
todo organismo se encuentra expuesto a multitud de estimulos. Desde un punto de vista adaptativo, la
habituacién contribuiria a organizar y dirigir el comportamiento para que resulte mas eficaz frente a

tantos estimulos; sobre todo, ante aquellos estimulos irrelevantes.

ii. Sensibilizacion: Es un aumento en la respuesta a un estimulo, debido a la presentacién del mismo o
de otro estimulo. El estimulo sensibilizante es, en general, fuerte o nocivo. Se considera un
aprendizaje no asociativo porque no resulta de la asociacion especifica entre dos estimulos
particulares, ya que un estimulo sensibilizante modifica la respuesta a una amplia variedad de
estimulos.

La sensibilizacién, a diferencia de la habituacion, es inespecifica. Es decir que el animal no queda
sensibilizado solamente al estimulo que lo sensibilizd, sino a muchos otros estimulos diferentes, como
deberia esperarse de un fenémeno que implica una disminucion inespecifica del umbral de respuesta.
La sensibilizacién es un mecanismo que aumenta los niveles de atencién y disminuye el umbral para

las respuestas defensivas.
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Habituacion a un Campo Abierto

Esta prueba se utiliza para evaluar varios aspectos de los animales expuestos a un ambiente novedoso.
Permite determinar modificaciones en la actividad locomotora o sensorial, como lo son los
“congelamiento por temor” (freezing), hiperexcitabilidad o hipermotricidad. Fundamentalmente, el
paradigma de esta prueba se basa en la observacion del cambio en la actividad exploratoria del animal,
a medida que este se vuelve familiar, es decir que se habitda al nuevo ambiente. En general, los
pardmetros mds sensibles son la elevaciones y luego la actividad locomotora, mientras que el
comportamiento de acicalamiento puede no variar o aumentar [15]. Si bien es metodologimente
simple, la habituacion de la exploracion es un paradigma complejo que involucra varios procesos:
respuestas ante la novedad, incluyendo alerta, emocionalidad y factores relacionados con el estrés;
disminucién de la respuesta debido a la familiarizacion con el ambiente, lo que requiere aprendizaje,
reconocimiento y evocacién. Si esta habituacién perdura serd indicadora de una determinada
capacidad para la adquisicion y la posibilidad de su evocacion por el animal. La exploracion de un
campo abierto y su habituacion dependen del hipocampo y de su aferencia colinergica [15; 16] desde
el septum medial. Se sabe que dicho comportamiento exploratorio esta asociado a la actividad theta

del hipocampo, que depende de la aferencia colinergica [17]

Aprendizaje asociativo

Es el aprendizaje que involucra aprender una relacién entre estimulos, o predecir las consecuencias del
propio comportamiento.

i. Condicionamiento clasico: también conocido como condicionamiento Pavloviano. Consiste en la
presentacion de un estimulo que desencadena per se una respuesta comportamental. A este estimulo,
elegido y controlado por el experimentador, se lo llama incondicionado y la respuesta se llama
incondicionada. A continuacién se presenta un estimulo neutro respecto de la respuesta
incondicionada, temporalmente asociado al estimulo incondicionado. A este estimulo se lo llama
condicionado y también es elegido y controlado por el experimentador. La presentacién del estimulo
condicionado préoxima a la del estimulo incondicionado constituye la contingencia clasica entre los
estimulos. Si esta se repite con cierta frecuencia, se formara una asociacién entre ambos estimulos,
alterando la respuesta al estimulo condicionado, resultando en una respuesta condicionada muy similar
a la respuesta incondicionada. Cuanto mas fuerte sea la contingencia entre los estimulos condicionado
e incondicionado, mayor serd el poder predictivo del estimulo condicionado y la fuerza del vinculo
entre éste y la respuesta. El ejemplo fundacional de este tipo de condicionamiento es el experimento
clasico de Pavlov [18], utilizando el reflejo de salivacion del perro, que ocurre por la presencia de
alguna sustancia comestible dentro de su boca. La sustancia comestible constituy6 el estimulo
incondicionado, y la respuesta incondicionada fue la salivacién. Eligié como estimulo neutro (estimulo
condicionado) el sonido de una campana que inicialmente no tenfa ningin significado para el animal.
Se presentd el sonido de la campana seguido pocos segundos después por liberacién de comida dentro

de la boca del perro, produciéndose la salivacion. La repeticidén de esta secuencia llevé a que el perro
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“anticipara” la presentacion de la comida, produciéndose salivacion ante la presentacion del sonido de
la campana. De esta manera se constituyo la contingencia clésica entre los estimulos

ii. Condicionamiento instrumental: llamado también condicionamiento operante. En este tipo de
condicionamiento el estimulo incondicionado (denominado refuerzo) se produce después de la
respuesta. No hay contingencia independiente de la voluntad del animal, si no que esta es producto de
la actividad del animal que “aprende la consecuencia de sus actos” [1].

Un ejemplo muy famoso de este tipo de condicionamiento es la caja de Skinner [19], en la que el
animal aprende a obtener una recompensa presionando una tecla. Skinner llamé a este aprendizaje
condicionamiento instrumental..

El condicionamiento instrumental se subdivide en tres categorias:

-Condicionamiento por recompensa: un refuerzo apetitivo aumenta la probabilidad o intensidad de
los comportamientos con los cuales es contingente.

-Condicionamiento aversivo: un refuerzo aversivo (un estimulo doloroso, por ejemplo) disminuye la
probabilidad o intensidad del comportamiento con el que es contingente.

-Condicionamiento de evitacion: un refuerzo negativo de caricter aversivo es administrado en
ausencia de una respuesta determinada, pero es omitido o demorado cuando se manifiesta esa
respuesta. Por ejemplo: aprender a presionar una palanca para evitar un choque eléctrico.

El paradigma de aprendizaje que estudiamos en el desarrollo de este trabajo comprende
condicionamiento aversivo y de evitacidn.

Condicionamiento clasico vs. instrumental

En el condicionamiento clasico el organismo aprende que los eventos del entorno predicen la
ocurrencia de un estimulo, en el condicionamiento instrumental el organismo aprende cudl de sus
acciones produce o evita la ocurrencia del refuerzo. El condicionamiento clasico debe ser considerado
una consecuencia automatica, primitiva, de ciertas asociaciones, mientras que el condicionamiento
operante es mds complejo porque el organismo debe sacar conclusiones basdndose en asociaciones
[20]. Aun asi, el condicionamiento instrumental mds complejo estd basado en mecanismos y eventos

que comparte con el condicionamiento clésico.

Evitacién Inhibitoria

El aprendizaje aversivo constituye uno de los paradigmas mads utilizados en ensayos de memoria y
comportamiento. En la prueba de evitacion inhibitoria se esgrime la idea de que al llevar a una rata a
un ambiente novedoso, el animal experimenta una fuerte motivacion exploratoria. Debido a esto, el
animal depositado sobre una plataforma ubicada en la caja de evitacidn, s6lo permanece unos pocos
segundos sobre ella. Al descender al piso-grilla, recibe una descarga eléctrica que actia como un
estimulo aversivo. Una re-exposicion del animal al mismo entorno provocara un recuerdo (evocacion),
en el cual se relacionard el estimulo desagradable con la caja de entrenamiento (contexto) y con el
descenso desde la plataforma. Aqui se asocia la memoria espacial con la aversiva. El hecho de no

explorar y permanecer sobre la plataforma le permitird evitar la descarga eléctrica aversiva. Por lo
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tanto, un aumento del tiempo de permanencia sobre la plataforma constituye un indicador del
aprendizaje y la retencién. Como todo aprendizaje aversivo, esta prueba involucra y requiere
integridad de ciertas estructuras, como el hipocampo y la amigdala, y las cortezas entorrinal y parietal,

ademas de las vias sensitivas, nociceptivas y motoras (por ejemplo [21; 22; 23]).

I.3. Niveles de analisis de la memoria

La memoria y el aprendizaje pueden ser estudiados en distintos niveles de organizacién. En el nivel
mayor de organizacién se estudia el comportamiento de un organismo, es decir la expresion
comportamental del proceso mnésico. Este nivel involucra el estudio de las grandes fases que
estructuran y constituyen un proceso de memoria: adquisicion, consolidacidn, evocacidn, extincién o
reconsolidaciéon. A nivel de “6rgano”, o de sistemas de integraciéon neuronal lo relevante es el
funcionamiento integral del cerebro (o su equivalente) durante el aprendizaje. A nivel de “subdrgano”
o de circuitos neuronales, se ubican determinadas regiones del cerebro, vias neurales y circuitos
neuronales. Al nivel celular se trata de la funcion de cada neurona y de sus conexiones. Finalmente, el
nivel molecular consiste en los eventos bioquimicos y biofisicos intracelulares o sindpticos, asociados
al aprendizaje y la memoria.

En el desarrollo de esta tesis se abordan los niveles de comportamiento integral del organismo
expresando un aprendizaje asociativo, asi como el nivel de vias neurales o subsistemas y circuitos,

llegando indirectamente, a través de un abordaje farmacoldgico, al nivel molecular.

1.4. Fases de la memoria

Para el estudio de la memoria es importante hacer una divisiéon de la misma de manera pragmatica.
Clasicamente se han distinguido tres etapas: adquisicion, consolidacion y evocacion.

La adquisicion y subsecuente codificacion se refiere a los procesos por los cuales la informacion
nueva es procesada en un primer encuentro con determinada circunstancia o experiencia. Es critica
porque establece cudn adecuadamente lo aprendido podréd luego ser recordado. La extension de este
proceso estd en relacion directa con el tiempo y nimero de sesiones necesarias para aprender una
determinada tarea.

La consolidacién involucra aquellos procesos por los que se almacena la informacion recientemente
adquirida, transformdndose en mds estable y, de alguna manera, resistente a la influencia de cualquier
factor de interferencia, persistiendo asi por un cierto tiempo. La consolidaciéon de LTM involucra la
expresion de genes y la sintesis de nuevas proteinas, dando lugar a cambios estructurales que permiten
el “almacenamiento” de esa memoria de una manera relativamente estable a través del tiempo. La
duracién de esta etapa se establece convencionalmente desde el momento que termina el
entrenamiento, pudiendo alcanzar una duraciéon de 6 o mds horas, aunque una informacién puede
comenzar a ser consolidada mientras se sigue adquiriendo la informacién. En los tdltimos afios la
opinién predominante sostiene que hay dos tipos de consolidacién de las memorias: (i) una réapida,

Ilamada consolidacién sindptica o celular, que involucra eventos que ocurren tempranamente luego del
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entrenamiento, y que dura varias horas e inclusive algunos dias [24], y (ii) una lenta llamada
consolidacion sistémica, que implica la participacion de varias regiones neocorticales y su interaccién
con el hipocampo [24; 25; 26; 27] y que dura varios dias, semanas o meses en la mayoria de los
paradigmas de aprendizaje.

La evocacion es el proceso por el cual se expresa y usa la informacién o conocimiento adquiridos,
consolidados y, posiblemente, asociados. Involucra la manifestacién pricticamente simultdnea de
diferentes tipos de informacidn, que pueden estar guardados en diferentes sitios y por diferentes
mecanismos. En otras palabras, la evocacion es el proceso por el que se puede manifestar lo

aprendido.

Reconsolidacion
Consolidacion

Adquisicion Evocacion
S

Extincion

Fig 1.3: Representacion esquemadtica sobre linea temporal de las distintas etapas de la memoria
(adquisicidn, consolidacién, evocacion, reconsolidacion y extincion).

Una memoria puede ser medida por el desempefio en el momento de la evocaciéon En animales no
humanos, la evocacién de un aprendizaje se evidencia a través de cambios en el comportamiento (ver
[13;28; 29)).

La consolidacién estd caracterizada por ser un periodo de susceptibilidad a la accién de factores de
interferencia. Cumplido ese periodo, se suponia que sigue una fase de memoria fija, incorruptible,
inmodificable. Para muchos autores, esta idea de una memoria que queda adormecida mientras no sea
evocada, y que aun siendo evocada permanece sin cambios por toda su vida, resulta incompatible con
hecho de que el sistema al que pertenece la memoria, el cerebro, es inestable y esencialmente
dindmico. Por ello, aunque la idea de consolidacién fue como un dogma durante mas de cien afios,
estuvieron siempre en discusion estos aspectos “rigidos” de la hipétesis, propios de una interpretacién
simplista que contradecia el principio mas dinamico de la propia hipétesis, aquel que propone un
periodo abierto a la incorporacién de nueva informacién en la memoria mientras ésta no esta
consolidada [1].

Actualmente se acepta que la memoria puede ser alterada o transformada cuando es evocada; puede
ser extinguida o también ser reconsolidada El concepto de reconsolidacion lo propuso Sara [30]. En
base a publicaciones de varios laboratorios [31; 32; 33; 34; 35; 36; 37; 38];, observo que se podia
generar una amnesia retrograda cuando se reactivaba o bien se evocaba una memoria previamente al
tratamiento amnésico. Si una rata que ha sido bien entrenada en una determinada tarea, y en
consecuencia formé una memoria bien consolidada, es expuesta al entorno donde ocurrié el
aprendizaje —generalmente a un refuerzo o a una clave recordatoria contextual- y luego se le aplica un
tratamiento amnésico, luego el animal mostrard amnesia en la siguiente prueba de retencion. Las
memorias ya consolidadas, una vez reactivadas; son susceptibles de ser moduladas negativamente —
vulnerables a agentes amnésicos- o positivamente —suceptibles a tratamientos que facilitan la

consolidacién de la memoria-. Cada evocacion deberia desencadenar un proceso de reconsolidacion
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[39; 40; 41; 42]. Mas aun, la decodificacion o la evocacidén cambiaran el contenido de informacién de
la traza de forma tal que esa memoria pueda ser considerada desde un punto de vista neurobiolégico
como una propiedad emergente, dindmica y adaptativa del sistema nervioso [30].

Por otra parte, la re-exposicion al entorno donde ocurrié el aprendizaje si no esta acompafiada de
estimulo incondicionado o refuerzo puede devenir en extincion. La extincion es la disminucion
paulatina de la respuesta a un estimulo condicionado o condicionable por la repeticion de ese estimulo
desvinculado de recompensa o castigos [43]. La extincidn tiene un gran valor adaptativo, ya que

gracias a ella dejamos de emitir respuestas intiles una vez que éstas dejan de tener un propoésito [44]

L. 5 Hipocampo. Aferencias y eferencias

El hipocampo es una estructura necesaria para la formaciéon de memorias declarativas y ha sido
ampliamente investigado su rol en la adquisicién y formacién de la memoria espacial en roedores [45].
Se le atribuye un rol preponderante en la formacién de memorias de duracién prolongada [46; 47; 48;
49; 50].

El 16bulo temporal medial es un sistema de memoria anatdmicamente definido, el cual incluye la
formacién hipocdmpica (hipocampo, subiculum y fimbria-fornix), la corteza entorrinal y las cortezas
adyacentes (perirrinal y parahipocampica) (fig 1.4 A) [51; 52]. La formacién hipocdmpica es uno de
los componentes mds importantes, dentro de las estructuras del 16bulo temporal medial, involucrada en
la formacién de memorias.

La corteza entorrinal (EC), que recibe informacion de varias regiones corticales, es la mayor entrada
hacia el giro dentado (DG), y una de las entradas mas importantes hacia el hipocampo y el subiculum
(fig 1.4 B). En la principal via excitatoria aferente la informacién fluye desde las células estrelladas de
la capa II de la EC, a través de la via perforante, hasta las células granulares del DG, de naturaleza
glutamatérgica. Las células granulares hacen contacto sindptico, a través de las fibras musgosas, con
las células piramidales de la regién CA3. Las células piramidales de CA3 se conectan a través de las

fibras colaterales de Schaffer con las células piramidales de la regiéon CA1.
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Finalmente, las células piramidales de CAl envian proyecciones eferentes al subiculum a través del
alveus, y a las células de las capas profundas de la EC, la cual se conecta directa o indirectamente a
través de la corteza perirrinal y/o parahipocdmpica a las cortezas cerebrales de asociacion. Ademads, las

células estrelladas de la capa II y las células piramidales de la capa III de la EC envian proyecciones

:\ \reas
Subcarticales
Areas de Chist
Ty orieza 3 E &
wsociacion (Formixj
unimodal v Perirriaal ¥ Corten K -
polimodal o| Entorrinal [ Hipucampo
(labulos frontal, [*—* ("'"N_ll PH‘I‘I- y
temporal v hipocampica i
parietal)
tras

Proyecciones

Directas

.

| CA3 |

Fig 1.4: Sistema de memoria del 16bulo temporal medial.

A) Estructuras de la regién del hipocampo que median la memoria declarativa (modificado de Zola
Morgan et al., 1994). B) Conexiones dentro la red cdrtico-hipocampal. La informacién sensorial llega
desde las areas de asociacidn cerebral de la neocorteza (neocorteza) a las capas superficiales de la
corteza entorrinal (EC) a través del giro parahipocdmpico (PHG) y/o la corteza perirrinal (PR). La
informacién es enviada desde la EC hacia el hipocampo. La regién CAl envia axones a dreas
subcorticales y a las capas profundas de la EC, directamente o a través del subiculum (Sub). La red
cortico-hipocampal se completa con la informacién enviada desde CAl hacia la corteza cerebral de
asociacion, a través de PHG y/o PR. Las lineas gruesas por debajo o a la derecha de los cuerpos
celulares (tridngulos) representan dendritas. En nimeros romanos se indican las capas corticales. DG:
giro dentado. (Modificado de Nakazawa et al., 2004).

directas a la regiéon CA3 a través de la via perforante, y ala region CAl a través de la via
temporoammonica, respectivamente. Asimismo, las células piramidales de CA3 estdn interconectadas
por haces colaterales recurrentes, que corren tanto ipsi- como contra-lateralmente, lo cual hace que la
conectividad entre estas células sea robusta. Tanto las células piramidales de CA1 como de CA3

envian eferencias al septum a través de la fimbria-fornix, y desde all{ a otras estructuras subcorticales.
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La formacién hipocdmpica recibe también distintas inervaciones aferentes subcorticales a través de la
fimbria-fornix desde el drea ventral (dopaminérgica), el locus coeruleus (noradrenérgica), los nucleos
del rafe (serotoninérgica) y el septum medial (colinérgica). Toda la formacién hipocdmpica se
encuentra altamente conectada, recibiendo informacién sensorial, propioceptiva y modulatoria de
distintas areas del cerebro, y enviando informacién hacia diferentes regiones del cerebro. El
hipocampo también estd conectado con la amigdala y con otras dreas de la corteza, que también han
sido implicadas en el procesamiento de la memoria.

El hipocampo de los roedores puede ser dividido en el giro dentado (DG), el area CA3 y el area CAl
(fig 1.5). Tiene una organizacién neuronal laminar. Existen distintos subtipos celulares, siendo las
neuronas piramidales las mayoritarias y las que forman gran parte de la capa llamada stratum
pyramidale [53]. Las neuronas piramidales cuentan con un arbol dendritico apical y otro basal, que
determinan dos regiones denominadas stratum radiatum 'y stratum oriens, respectivamente. Ademads
existen en el hipocampo una variedad muy grande de neuronas no piramidales; la mayoria poseen el
neurotransmisor inhibitorio GABA, y son consideradas como parte de circuitos neuronales locales

[54].

Figura 1.5: A. Esquema de un cerebro de rata, mostrando la ubicacién del hipocampo. B. Principales
vias del hipocampo en un corte sagital. pp: via perforante; cg: células granulares; mf: fibras musgosas;
fim: fimbria; Sch: via colateral de Schaffer; pyr: células piramidales, sub: subiculum; alv: alveus. Las

flechas indican el sentido de la transmision sinédptica. (Modificado de Siegel, G. et al,. 2006 [55]).
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1.6 Papel de la formacién hipocampica

En 1953, con el propdsito de aliviar una epilepsia refractaria al tratamiento médico, William
Scoville realizé una remocién bilateral del 16bulo temporal medial (incluyendo el hipocampo) en el
paciente conocido hasta su muerte, en 2008, como H.M. (iniciales de Henry Gustav Molaison).
Como consecuencia de esta intervencion, se manifestdé en H.M. una pérdida selectiva de la
memoria, la cual parecié afectar s6lo su capacidad para formar nuevas memorias (amnesia
anterégrada). Luego de la cirugia, H.M. conservaba memorias de lo anterior: recordaba su nombre,
lenguaje, episodios de su nifiez y, en general, de su vida hasta poco antes de la cirugia. Sin
embargo, olvidaba los episodios de su vida diaria tan rapido como ocurrian. Esta amnesia
anterégrada fue un indicador definitivo del importante rol que juega el lobulo temporal,
especialmente la formacién hipocampica, en los procesos de formacién de memorias de larga
duracion.

Estudios posteriores, realizados por Milner y colaboradores con este paciente permitieron
profundizar en la especificidad de los déficits de la memoria asociados a dafio hipocampal [56]. Por
ejemplo, se evidencié que dicha amnesia anterégrada s6lo afectaba las representaciones internas de
los nuevos hechos y episodios que son accesibles a la evocacion consciente (memoria declarativa o
explicita), manteniendo intacta la memoria implicita. También hubo algin grado de amnesia
retrograda, es decir, incapacidad para recordar eventos ocurridos con anterioridad a la instauracién
de la amnesia. En general, el intervalo de tiempo comprometido en dicha amnesia retrégrada estaba
poco extendido, lo que llevé a algunos autores a conjeturar que el rol del hipocampo en la memoria
de largo plazo estaria limitado en el tiempo [57; 58]. Con los afios, los recuerdos se irian
reorganizando y consolidando, la participacion del hipocampo irfa disminuyendo y, gradualmente,
la neocorteza se haria cargo de la memoria.

Casos como el de H.M. han permitido delinear el sindrome amnésico clasico [59]: definido como
un deterioro selectivo y severo de ciertas formas de memoria, que se caracteriza por: a) amnesia
anterograda severa y permanente (de la memoria declarativa), b) amnesia retrégrada de extension y
duracién variables, y c¢) memoria no declarativa, memoria de muy corta duraciéon y otras
capacidades intelectuales (percepcion, lenguaje, pensamiento) intactas, dependiendo de lo extenso
de la lesion. Entre las principales causas de este sindrome se encuentra la lesion bilateral del 16bulo
temporal medial (hipocampo, amigdala y areas corticales adyacentes).

A partir de esos estudios fue posible identificar las dreas anatémicas del 16bulo temporal
relacionadas con la memoria. Las principales estructuras son: el hipocampo, el giro dentado, el
complejo subicular, la corteza entorrinal y las cortezas adyacentes anatomicamente relacionadas
(como la corteza parahipocampica). La amigdala no parece ser un componente del sistema de
memoria declarativa, pero puede ejercer un poderoso efecto modulatorio sobre ésta, potenciando la

memoria de los aspectos emocionales de un evento.
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1.7 Amnesia

El primer modelo animal para el estudio de la amnesia lo establecié Duncan en 1945. Aplicando un
choque electroconvulsivo (ECS) luego de cada sesion diaria en un laberinto complejo, demostrd
una relacién inversa entre la velocidad de aprendizaje y el incremento del intervalo temporal entre
la sesién y la aplicacion del tratamiento amnésico. Luego concluyé que sus resultados aportaban
evidencia directa para sustentar la hipétesis de Miieller y Pilzecker, que establece la necesidad de
preservar el sustrato neural luego del aprendizaje para que la memoria se consolide [60]. A partir
de sus estudios se comenzd a utilizar el choque electroconvulsivo como agente amnésico, para
estudiar la dindmica temporal de la consolidacion de la memoria. Entonces, el estudio de la
memoria se convirti, principalemente, en el estudio de su funcionamiento a través de su
disfuncionalidad.

La manipulacién sobre las diferentes etapas y el estudio de las alteraciones del SNC, han permitido
clasificar la alteraciéon de la memoria en amnesia anterograda, en la cual se ve afectada la
capacidad de formar nuevas memorias, y amnesia retrograda, en donde la falencia se observa al no
poderse evocar una traza de memoria previamente fijada.

La amnesia retrégrada se estudia administrando tratamientos (choque electroconvulsivo, anestesia,
hipotermia, etc.) que interfieran sobre la actividad cerebral que se inicia después de la adquisicién
de un aprendizaje. El estudio de este tipo de amnesia abrié camino para el estudio de la memoria
desde un abordaje neurobioldgico, en el que se puede evaluar la eficacia y la dindmica temporal de
distintos tratamientos farmacolégicos, sin interferir sobre la adquisicién. Muchos estudios de la
década del 60 evidenciaron que los antibidticos que inhiben la sintesis proteica, administrados
antes, o inmediatamente después de un aprendizaje, tuvieron un efecto amnésico sobre la memoria
evaluada luego de 24 h [61; 62; 63; 64]. Por otro lado, aquellos tratamientos que mejoran la
funcién cerebral, como las drogas estimulantes [65], o la estimulacién suave del sistema reticular
ascendente, facilitaron la consolidacion de la memoria. La caracteristica comun de los tratamientos
amnésicos o promnésicos, es que van perdiendo la capacidad de deteriorar o mejorar la memoria
respectivamente, a medida que se incrementa el intervalo de tiempo entre la adquisicion y el
momento en que se aplica el tratamiento, definiendo un gradiente de eficacia. Esta dependencia de
tiempo sugiere que los efectos producidos en la retencion inmediatamente después del
entrenamiento, no se deben a efectos del tratamiento sobre la motivacion, la atencién, o sobre
procesos motores o sensoriales que podrian alterar el propio entrenamiento y la adquisicién en si
[65; 66; 67]. Con esta estrategia y teniendo en cuenta esta interpretacion, los efectos serian
directamente atribuibles a modificaciones en los mecanismos que llevan a la consolidacién de las
diferentes memorias, ya que la administracién post-entrenamiento no afecta la adquisicion.

En la década del ’70, se planteo que la consolidacién de la memoria no podia considerase como
algo independiente de la evocacion [39; 68]. Weiskrantz (1966) sugiri6 que el sindrome de amnesia
humana no se deberia a una falla en la consolidacién, sino que estaria relacionado con una

disfuncién en la evocacion. Los pacientes pueden expresar una memoria normal bajo ciertas
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condiciones durante un test, lo que sugiere que la traza de memoria se encontraria intacta, pero que
no pudo ser evocada en otro momento o circunstancia. Ademads propuso que todos los sindromes
amnésicos podrian deberse a una disfuncién en la evocacién [69]. Cuando se realiza un
entrenamiento seguido de un tratamiento amnésico, se concluye que la consolidacién de la
memoria fue bloqueada a causa del tratamiento. Si la memoria puede expresarse luego de un
recordatorio o debido a un tratamiento farmacoldgico, debe concluirse que la traza estaba presente
y, por alguna razoén, el animal no pudo expresarla a nivel comportamental [70].

En este trabajo se utilizaron diversos tratamientos amnésicos antes y después del entrenamiento.
También se utiliz6 la exploracién de un ambiente novedoso o familiar, para explorar los efectos

sobre la memoria y sobre la amnesia inducida por los distintos tratamientos.

1.8. Glutamato

El glutamato es un aminodcido considerado como el neurotransmisor excitatorio por excelencia, ya
que media la mayor parte de la neurotransmision excitatoria rapida en el Sistema Nervioso Central
(SNQ). Es el principal mediador de la informacién sensorial, la coordinacién motora, la emocién y
el aprendizaje, incluyendo la formacién de la memoria y la recuperacién de la misma.

A los receptores de glutamato se los divide en dos categorias principales: los ionotrépicos, que son
canales catidnicos, y los metabotrépicos, que activan enzimas intracelulares a través de proteinas G
[71;72; 73].

Receptores ionotropicos: contienen el sitio de unién a agonistas y el canal idnico en el mismo
complejo macromolecular. La unién del agonista produce cambios conformacionales en la
molécula, lo que aumenta la probabilidad de apertura del canal. Segiin su capacidad de unir
agonistas selectivos, se describieron tres clases de receptores ionotrépicos para glutamato:
receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), receptores AMPA (4acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxasol propiénico) y receptores KA (Kainato). La afinidad por su ligando natural, el glutamato,
es diferente para los diferentes subtipos de receptores. Los RNMDA requieren de un co-agonista, la
glicina y pueden ser activados ademds por otros aminoacidos enddgenos, como aspartato y
homocisteina. Parecen ser tetrdmeros, formados por el ensamblado de las subunidades individuales.
Una caracteristica importante es que la combinacién de subunidades diferentes produce receptores

funcionalmente diferentes [74].

1.8.1 Receptores NMDA. Composicion, fisiologia y localizacién

Son proteinas intrinsecas de membrana heterotetraméricas, compuestas por dos subunidades
obligatorias NR1 y dos variables NR2 (NR2A-NR2D) y en algunos casos NR3 (NR3A-NR3B).
[75;76; 77].

Subunidad NR1: El gen NR1 es tnico, con ocho variantes de splicing expresadas ubicuamente en
todo el cerebro, aumentando después del nacimiento progresivamente y manteniéndose una

expresion importante a lo largo de toda la vida [76; 77; 78].
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Subunidades NR2: Estan codificadas por 4 genes distintos (NR2A-D). Determinan muchas de las
propiedades farmacolédgicas y biofisicas del receptor. Son necesarias para el ensamblado sindptico
del receptor [79; 80; 81]. NR2B estaria principalmente localizada en telencéfalo, NR2C en
cerebelo, NR2D, en talamo, mesencéfalo y tallo cerebral, mientras que NR2A parece distribuida en
todo el cerebro [81].

Las distintas subunidades varfan su expresién a través del desarrollo. NR2B y 2D se expresan
prenatalmente, mientras que NR2A y 2C aumentan rdpidamente luego del nacimiento. En adultos
NR2A y 2B predominan en estructuras corticales, mientras 2C y 2D se encuentran en estructuras de
cerebro medio y posterior [80; 82; 83].

La subunidad NR2 determina la afinidad por el Mg** extracelular, que bloquea normalmente el
canal, y por el co-agonista glicina [79]. Existe un componente lento del desbloqueo de Mg**que
estd ausente en receptores NR1/NR2C y NRI/NR2D; este desbloqueo es mds lento para
NR1/NR2B que para NR1/NR2A [84]. Por eso, las despolarizaciones rdpidas como los potenciales
de accion, serian mas eficaces para estimular el desbloqueo desde receptores con NR2A, que desde
aquellos con NR2B [84].

Subunidades NR3: se conocen dos variantes, NR3A y NR3B. Si bien se expresan mucho menos
que las NR2 en adultos, a lo largo del desarrollo NR3A y 3B difieren en su expresion: mientras que
NR3A se encuentra aumentada en el desarrollo temprano hasta la pubertad y luego decae, NR3B

exhibe su mayor expresion en adultos [75; 85; 86; 87].

1.8.2 Ligandos del RNMDA

Los ligandos endégenos y agonistas del RNMDA son aminodcidos 4cidos, como el glutamato y el
aspartato, asi como el co-agonista glicina, con sus sitios de uniéon en la subunidad NR2. Los
principales antagonistas competitivos tienen la base molecular de un agonista, a la que se le ha
extendido la cadena hidrocarbonada con un anillo o se ha reemplazado el grupo carboxilico (®) por
dcido fosférico; ejemplo de ellos son APS (dcido D-amino-5-fosfonopentanoico), AP7 para los
sitios de union a glutamato y 5,7-DCK (acido 5,7-dicloro kinurénico), para el sitio de glicina. El
RNMDA se diferencia de otros canales ligando-dependientes ya que cuando la membrana esta
hiperpolarizada, con un potencial inferior a —50 mV, la concentracién de Mg”* extracelular es
suficiente para abolir el flujo de iones a través del receptor aun en presencia de glutamato y glicina
[88]. A medida que la diferencia de potencial a través de la membrana disminuye, la afinidad entre
el Mg* y su sitio de unién se debilita y el bloqueo se vuelve inefectivo. Una caracteristica
particular es que requiere de la uni6n simultinea de dos agonistas para su activacidn, ya que
ademads del sitio de unién al glutamato en la subunidad NR2, es necesaria la unién de glicina [79;
89]. Cémo el Mg™* extracelular bloquea la apertura del canal en forma dependiente de voltaje [88];
se utilizan como antagonistas moléculas que actian de la misma forma, como el MK-801, la

Ketamina y la Fenciclidina (PCP) (las dos tltimas constituyen drogas de abuso) (ver fig.1.6).
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Los RNMDA han sido involucrados en la etiologia de diferentes enfermedades psiquidtricas y
neurodegenerativas, como Parkinson [90], Alzheimer [91; 92; 93; 94; 95], asi como también en
infarto cerebral [96; 97], epilepsia [98] y en psicosis. Por otro lado, también se los involucra en

circuitos de dolor y se reportaron efectos analgésicos de ciertos antagonistas [99; 100].
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Figura 1.6: Vista esquemadtica del receptor glutamatérgico ionotrépico NMDA. Se representan los

sitios de union a agonistas y antagonistas endégenos y exdgenos.
1.8.3 RNMDA Yy plasticidad sinaptica

A los RNMDA se les atribuye un rol clave en la plasticidad de las sinapsis de la region CA3-CAl
del hipocampo. Debido a sus propiedades biofisicas, estos receptores que, en condiciones basales
se encuentran bloqueados por Mg™* extracelular, se desbloquean cuando la membrana se
despolariza; esto ocurre, por ejemplo, cuando se sostiene una alta frecuencia de estimulacién del

axon presinaptico o del terminal sindptico. La activacién de los RNMDA llevara a la apertura del
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canal catiénico incorporado en la molécula, y al ingreso de Ca* al interior celular. Este ion actda
como mensajero intracelular activando varias proteina-quinasas; entre ellas, las mds relevantes son
CaMK 1II (proteina quinasa dependiente de Calcio-Calmodulina) y PKC (proteina quinasa
dependiente de Ca®™) [101; 102; 103]. Como consecuencia, se activan diferentes cascadas de
sefializacion que culminan, entre otros efectos, con la incorporacion de mas receptores AMPA en la
membrana de la espina dendritica [104]. Al aumentar la concentracién de dichos receptores en este
compartimiento, la misma cantidad de neurotransmisor que antes provocaba la respuesta basal,
ahora produciria una respuesta aumentada.

Muchos estudios indican que los distintos niveles de activacion RNMDA y el y el nivel de ingreso
de Ca® pueden dar lugar a distintos efectos en la sinapsis [105; 106]. Bajos niveles de activacién
del receptor conducen a depresién sindptica, mientras que niveles altos de activacién producen
potenciacidn sindptica [107; 108]. Incluso, niveles muy elevados de activacién pueden conducir a

la muerte celular [109].
1.8.4 RNMDA en aprendizaje y memoria

En 1986 Morris y col demostrd que el bloqueo de los RNMDA del hipocampo de la rata por AP5
impedia la induccién de la potenciacion de larga duracién (del inglés long term potentiation: LTP)
in vivo, ademds de producir un deterioro especifico de la memoria espacial de la version espacial -
con la plataforma sumergida del tanque de agua del laberinto acuatico de Morris (del inglés Morris
water maze: MWM) (la memoria de discriminacién no se veia comprometida, y no observaron
otros efectos comportamentales). De esta manera el autor planteé que los RNMDA estarian
implicados en el aprendizaje espacial, y propuso una relacién directa entre LTP del hipocampo y
aprendizaje/memoria espacial. Entonces se ha postulado que el proceso de consolidacién de (la)
memoria involucra una serie de procesos muy similares a los que subyacen a la LTP en el
hipocampo, particularmente en el drea CA1 [110; 111]. Los receptores glutamatérgicos NMDA son
considerados el disparador inicial para la plasticidad hipocampal y para la formacién de memoria
[16; 112; 113]. La administracién de antagonistas en el hipocampo antes o después del
entrenamiento en tareas dependientes de esta estructura, puede causar amnesia en la rata [16; 23;
113; 114; 115; 116]. En cambio, la activacion de receptores NMDA en estructuras cerebrales
relacionadas parece mejorar el aprendizaje y la memoria (ver [117]). Entonces, se requeriria de la
activacion de los RNMDA para el aprendizaje asociativo en adultos. Tales resultados fueron
corroborados mads tarde gracias a los experimentos genéticos en los cuales se sobreexpresaron o
silenciaron genes especificos, en forma condicional, en el hipocampo de ratones. En 1996, Tsien y
col. [118] desarrollaron un método para producir un knockout restringido (supuestamente) a las
c€lulas piramidales de la regién CA1 y utilizaron esta técnica para producir un ratén knockout para
la subunidad NR1 del RNMDA restringido a las células piramidales de la regiéon CA1l [119]. El
ratén tenia una transmisidon sindptica conservada, ya que los RNMDA tienen escasa o nula

participacién en la transmision glutamatérgica ordinaria en el hipocampo. Sin embargo, la LTP en
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la via de colaterales de Schaffer estaba totalmente abolida y esos ratones no fueron capaces de
formar memoria espacial. Por otra parte, En un trabajo previo de nuestro laboratorio, se modificé la
expresion genética endégena de los receptores NMDA durante un periodo definido y en una regién
restringida del cerebro (mediante la utilizacion de vectores amplicon derivados del virus herpes
simplex tipo 1). Cuando se inyectaron ratas en el hipocampo dorsal con estos vectores que
expresaban ARN antisentido contra la subunidad esencial NR1 del receptor NMDA, el desempeio
en SD-IA y la habituacién al campo abierto se vieron seriamente deteriorados [120; 121; 122]. Esto
indica que resulta necesaria la expresion y disponibilidad en las neuronas piramidales de CAl, de
determinados niveles de receptores NMDA funcionales para la formacién de una memoria de larga

duracién de la tarea de SD- IA y en | a habituacién a un campo abierto.

Se ha estudiado en ratas Wistar, el efecto del bloqueo de los RNMDA con AP5 (5ug) inyectado en
el hipocampo, inmediatamente luego del entrenamiento en evitacién inhibitoria de descenso, en un
paso (SD-IA) o de la habituacién exposiciéon a un ambiente novedoso, en un modelo de rata. El
APS5 antagonista tuvo un efecto amnésico sobre el desempefio en ambas tareas evaluadas. El efecto
amnésico la memoria de SD-IA y la habituacion al ambiente nuevo. APS, también se evidenci6 fue
amnésico cuando se lo inyect6 en amigdala o en las cortezas entorrinal, parietal y singularcingulada
[123]. En cambio, la inyeccién de glutamato en el hipocampo, inmediatamente luego del
entrenamiento, en el hipocampo de glutamato dio lugar a una facilitaciéon ende la memoria de

ambas tareas. [16].

La gran mayoria de los RNMDA de hipocampo, o de otras regiones involucradas, contienen
subunidades NR2A y NR2B. El raton KO para NR2A mostré deterioro en aprendizaje y
memoria, asi como LTP reducida en sinapsis de CAl [124]. Un antagonista relativamente
selectivo para NR1/NR2A (no disponible comercialmente, derivado de 5-fosfono metil-1,4-
dihidroquinoxalin-2,3-diona [(1RS,10S)-PEAQX]; [125] cuyos efectos cognitivos no han sido
descriptos, inhibi6 la induccién de LTP en rodajas de hipocampo de ratas de 3 a 4 semanas [126],
mientras que un antagonista selectivo para los RNMDA conteniendo la subunidad NR2B no la
inhibi6 (pero abolid la induccién de la LTD), sugiriendo que las vias de sefializacion intracelular
relacionadas con LTP estarian mas ligadas a activacion de NR1/NR2A [127].

El raton KO para NR2B muere tempranamente luego del nacimiento por un comportamiento de
succion anormal; se desconoce el impacto de la delecién en la funcién cognitiva. Como los
antagonistas NR2B (ifenprodil, Ro 25-6981, Ro 63-1908 y traxoprodil) no afectan el desempefio en
tareas de evitacion o la memoria espacial y/o de trabajo [128; 129], se podria especular que la traza
de un aprendizaje dependiente de hipocampo estaria mds relacionada a la actividad de receptores
NR1/NR2A que NR1/NR2B. Aunque pareceria que, bajo ciertas condiciones, aunque promovieron
respuestas de tipo impulsivo en una tarea de tiempo de reaccién frente a 5 opciones en serie (five-
choice serial reaction time) “drogas NR2B” como traxoprodil mejoraron el rendimiento [129; 130].

El aparente mejoramiento en la memoria de trabajo por bloqueo de NR1/NR2B podria
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reflejar bloqueo de esos canales en circuitos directamente involucrados en el procesamiento de esa
informacién, o podria ser secundario a un cambio en la atencién [131]. Por otro lado, la
sobreexpresion de la subunidad NR2B del RNMDA en el prosencéfalo de ratones transgénicos,
condujo facilitacion de la LTP inducida por un estimulo de 10 a 100 Hz. Estos ratones exhibieron
habilidades superiores en el aprendizaje y la memoria de diferentes tareas de comportamiento:
tanto para reconocimiento de objetos novedosos, como en el condicionamiento al miedo contextual
y con claves y en el laberinto acudtico con plataforma escondida [132]. Pero no hubo efecto
evidente de la sobre-expresion de esta subunidad sobre la retencion de una memoria de
reconocimiento de olores. En cambio, cuando se utilizé un paradigma basado en la transmisién
social de preferencia de alimentos, los ratones transgénicos manifestaron una ventaja notable en la
memoria de este paradigma [133]. Por otra parte, ratas transgénicas Long Evans que sobre-
expresabanexpresan la subunidad NR2B en el hipocampo y en la corteza, no tuvieron cambios en la
LTD de la regién CAl, mientras que fue mayor la pendiente de la LTP. A nivel comportamental,
estos animales evidenciaron un mejor desempefio de la tarea de reconocimiento de objetos
novedosos, en el laberinto acuatico espacial y en la prueba de memoria de trabajo “delayed-to-
nonmatch” [134].

Un protocolo de estimulacién que usualmente induce LTP, produce LTD en presencia de un
antagonista NR2A [126]. Entonces, es posible que los protocolos que inducen depresion sindptica
activen selectivamente NR1/NR2B [135]. Se piensa que alguna forma de debilitamiento sindptico
prevendria la saturacion de la LTP o la hiperexcitacion [136] o serviria para “borrar” memorias.
Kim et al. [137] demostraron que los RNMDA median la inserciéon de GluR1 (RAMPA) en la
membrana, a través de la activacion/inhibiciéon de Erk 1/2 (extracellular signalling responsive
kinase). Se propone que este seria el principal mecanismo de la LTP dependiente de RNMDA, al
menos en hipocampo [104]. Dicha insercién esta dirigida por la CaM-KII (Ca-calmodulina kinasa
I) y la via de Ras-ERK. La hipdtesis sugerida seria que NR2B inhibe, mientras que NR2A
estimula, dicha expresion en superficie de los RAMPA regulando directamente el proceso de fusién
[138; 139]. La regulacion del trafico de RAMPA ha surgido como el principal mecanismo de
expresion de plasticidad sindptica, al menos en el hipocampo. Por otro lado, la LTD resultaria de la
endocitosis de RAMPA. NR2B inhibiria Ras-ERK, produciendo remocién de los RAMPA

sindpticos y debilitamiento sindptico [139].

1.9 Mecanismos moleculares del aprendizaje. Potenciacion de larga duracion (LTP)

Las primeras ideas acerca de cémo el cerebro podria formar y guardar memorias, parecen haber
sido propuestas por Ramén y Cajal a fines del siglo XIX y, casi al mismo tiempo, por Sigmund
Freud. El primero, teniendo en cuenta sus observaciones de una red de células en el cerebro,
propuso que las neuronas estaban ligadas unas a otras en una unién especializada, la sinapsis, y que
la modificacién de tal unién podria ser la base anatomica responsable de la persistencia de la

memoria. Entre tanto, Freud propuso que el pensamiento y el aprendizaje determinan cambios en la
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conexién entre las células del sistema nervioso. De hecho, postuld el principio béasico de la
neuroplasticidad que establece una conexién eficaz entre aquellas neuronas que disparan juntas,
mientras que aquellas que disparan por separado no establecen conexion. Freud llamé a este gran
descubrimiento “ley de asociacion por simultaneidad”. Esta ley implica que dos cosas o eventos
que emergen juntos a nivel consciente, estableceran una asociacion entre las conexiones neuronales
involucradas del cerebro.

Donald Hebb publicé su famoso libro "The Organization of Behavior, A Neuropsychological
Theory" en 1949. Este autor fue el primero en postular que la memoria podria comprender
subsistemas de almacenamiento temporal de la informacidén, dependientes de circuitos
reverberantes y de cambios estructurales en las neuronas. Este concepto sigue actualmente en
vigencia: la hipétesis postula que la memoria se estableceria por coincidencia de actividad
neuronal, es decir que, cuando dos células nerviosas que hacen sinapsis, estdn activas
simultdneamente, puede ocurrir que la fuerza de la conexién sindptica aumente y permanezca asi
por largo tiempo, “conservando la memoria de aquella coincidencia”.

Los estudios de los tltimos 50 afios indican que hay cambios que ocurren en las sinapsis, en un
proceso que se conoce como plasticidad sindptica. No hay consenso acerca de si los cambios
ocurren a nivel presindptico o postsiniptico, pero varios mecanismos moleculares que pueden ser
importantes en el aprendizaje y la memoria, han sido encontrados en ambos sitios.
Electrofisiol6gicamente se han encontrado dos tipos de fenémenos que podrian estar asociados a
los mecanismos del aprendizaje y la memoria a nivel sindptico: la potenciacion prolongada (LTP,
del inglés “long-term potentiation™) y la depresion prolongada (LTD, del inglés “long-term
depression”). En los afios *70, dos hallazgos independientes ayudaron a dar forma a la idea de
cémo el hipocampo participaria en la memoria espacial. Primero, en 1971 O Keefe y Dostrovsky
descubrieron que las células piramidales del hipocampo podian codificar informacién acerca del
espacio (place cells). En segundo lugar, Bliss y Lomo (1973) descubrieron que las conexiones
sindpticas dentro del hipocampo pueden producir LTP. Brevemente, cuando se aplica un tren de
estimulos eléctricos de alta frecuencia en alguna de las tres mayores vias del hipocampo, se
produce un aumento en “la fuerza” de la sinapsis en dicha via, es decir, un aumento de la
probabilidad de transmisién a través de dicha sinapsis. Este estado puede durar horas en animales
anestesiados o dias en animales en estado de alerta y con libertad de movimiento. La LTP resultaria
adecuada como un mecanismo de almacenamiento ya que: 1. Se ha encontrado que ocurre en las
tres vias principales en el hipocampo: la via perforante, la via de las fibras musgosas y la via de las
colaterales de Schaffer [48]; 2. Es rapidamente inducible, pues para provocarla es suficiente aplicar
un solo tren de estimulos eléctricos (ver [140; 141]); 3. Una vez inducida, es estable por horas o
dias dependiendo del nimero de repeticiones del estimulo [140; 142].

La LTP difiere en las distintas vias del hipocampo: mientras que la LTP de las fibras musgosas

puede ser no asociativa, es decir que no se requiere la coincidencia de actividad en la presinapsis y
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en la postsinapsis [143], la LTP en la via perforante y en las colaterales de Schaffer es asociativa, o
sea que requiere de coincidencia en la actividad presindptica y postsindptica [144; 145].

Los axones que forman las colaterales de Schaffer usan glutamato como neurotransmisor y
producen LTP principalmente por activacion postsinaptica a través de receptores de glutamato
ionotrépicos y metabotropicos. Para la activacién del receptor RNMDA, se requiere de la union de
los agonistas (liberados desde la presinapsis), a la vez que del desbloqueo del canal que se
encuentra unido a Mg** (por despolarizacién de la membrana postsindptica), por lo que ha sido
considerado un detector de coincidencia (Fig 1.7). Una vez activado el receptor NMDA, el Ca**
fluye a través del canal, y desencadena cambios subsecuentes y persistentes en la expresion a nivel
de la sinapsis de receptores ionotrépicos AMPA (4cido alfa- amino-3-hidroxi-5 metilisoxazol-4-
acido propridnico) [104; 146; 147], aumentando entonces la transmision debida a este receptor
[148; 149]. Dicho flujo de Ca™ puede inducir LTP, activando directa o indirectamente distintas
cascadas de senales intracelulares [148; 150; 151; 152; 153; 154; 155].

Por lo tanto, resulta claro que la LTP tiene caracteristicas que la hacen atractiva como uno de los
mecanismos que el hipocampo usaria para formar y, posiblemente almacenar por cierto tiempo,
diversas memorias, especialmente declarativas y espaciales [6; 156]. La LTP ha sido mds estudiada
en las vias del hipocampo que en ninguna otra estructura. Sin embargo, se sabe que existe en varias

regiones del cerebro, incluidas la neocorteza, la amigdala y el estriado [157; 158; 159].
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Figura 1.7: Esquema de una sinapsis glutamatérgica y algunos de los posibles efectos por la
activacién de cascadas implicadas en la LTP (Modificado de Siegel, G. et al,. 2006).
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1.10 Hipocampo, Novedad y LTP

Recapitulando: Casos como el de H.M. han permitido delinear el sindrome amnésico clésico [59],
que se caracterizé principalmente por una amnesia anterégrada severa y permanente, y una amnesia
retrégrada que afect6 un intervalo de tiempo poco extendido. Esta evidencia llevo a algunos autores
a conjeturar que el rol del hipocampo en la memoria de largo plazo estaria limitado en el tiempo
[57; 58]. Con los afios, los recuerdos se irian reorganizando y consolidando, la participacién del
hipocampo irfa disminuyendo y, gradualmente, la neocorteza se harfa cargo de la memoria. El
hipocampo intervendria durante la adquisicién y consolidacién de la memoria declarativa o
explicita. También ha sido ampliamente investigado su rol en la adquisicién y formacion de la
memoria espacial en roedores [45]. Las conexiones sindpticas dentro del hipocampo pueden
producir LTP [141]. Ademas las células piramidales del hipocampo podrian codificar informacién
acerca del espacio (place cells) [160]. A estas células también se les atribuye un rol preponderante
en la formacién de memorias de duracién prolongada [46; 47; 48; 49; 50].

También el hipocampo puede actuar como detector de novedad [161; 162; 163; 164]. Li y col.
(2003) se preguntaron si la atencién sobre eventos novedosos puede promover aquellos
mecanismos de plasticidad sindptica que se suponen necesarios para el almacenamiento de la
memoria de esos eventos. Evidenciaron que la exposiciéon a un ambiente novedoso promovia,
disminuyendo el umbral para la induccion (dependiente de activacion) de incrementos persistentes
en la transmision glutamatérgica (LTP) en las sinapsis de la region CAl del hipocampo de rata
[165].

Por otra parte, se habia reportado que la novedad promueve la reversion de la LTP previamente
establecida (depotenciacion) [166; 167; 168]. Estos dos fendmenos (facilitacion vs. reversion de la
LTP) se complementan entre si. Entre los factores individualizados que parecieran controlar la
dominancia entre esos fenémenos, ya sea de facilitacion de la induccién, o de reversion de la
expresion de LTP, se encuentran: la secuencia exposicion a la novedad/estimulacién de
condicionamiento; la fuerza de la estimulaciéon del condicionamiento [166] y el tiempo de

exposicién a la novedad [165].

1.10.1 Efecto de la Novedad en el Comportamiento

La experiencia comportamental previa de un animal puede llegar a influir la direccion y
probabilidad de una plasticidad de larga duracién inducida en sinapsis activas. La exposicién a un
ambiente novedoso puede originar distintos efectos, como ya se menciond: puede revertir
retroactivamente una LTP recientemente adquirida [166] y puede afectar, interfiriendo [2; 169] o
facilitando la formacion [170] o la evocacion [171] de una memoria de la evitacidn inhibitoria.
Motanis y Maroun (2010) estudiaron las alteraciones en la inducciéon de la LTP en la regién CAl
del hipocampo de la rata, asociadas a la evocacién de una memoria de miedo [172]. Cuando se
realizé el test en el mismo contexto del condicionamiento una hora después del entrenamiento, se

comprobd una inhibicién en la induccién de la LTP. En cambio, luego de la exposicién a un
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ambiente novedoso una hora después del mismo condicionamiento del miedo, hubo un incremento
en magnitud de la LTP, con respecto a animales que fueron entrenados en condicionamiento del
miedo pero que permanecieron en sus jaulas hasta el momento del registro electrofisiolégico. A su
vez, cuando se expuso a los animales a un ambiente novedoso 24 h después del condicionamiento,
la expresion de la LTP se vio inhibida [172].

La formacién de una memoria de habituacién a un ambiente novedoso requiere de los RNMDA

luego del entrenamiento [16; 114; 173; 174] y de la actividad CaMKII del hipocampo [175; 176].

1.10.2 Hipétesis de “Etiquetado sinaptico y captura de proteinas”

Clasicamente se dividi6é la LTP en dos fases; una temprana cuya induccién no es afectada por
inhibidores de la sintesis proteica, y una fase tardia mas persistente, cuya induccion se bloquea por
estos inhibidores. Frey y Morris (1998) propusieron una nueva propiedad de la LTP: la persistencia
variable [177]. Ademads, estos autores postularon la hipétesis de “etiquetado sindptico y captura” a
partir de una serie de experimentos electrofisiolégicos en rebanadas de hipocampo, estimulando
dos vias independientes. Demostraron que un estimulo tetanizante débil puede inducir una LTP
temprana (un estadio transitorio de LTP) y que esta puede convertirse en LTP mds persistente en
caso de que haya una proximidad temporal entre la aplicacién de un estimulo fuerte y uno débil.
Esto llevd a la idea de que la induccion de la LTP estaria asociada con la formacién de una
“etiqueta sindptica” en aquellas sinapsis que fueron activadas. Esta etiqueta tendria el rol de
secuestrar proteinas vinculadas con plasticidad sindptica, que servirian para estabilizar aquellos
cambios sinapticos transitorios y, de esa forma, extender la persistencia de estos cambios. Como la
LTP es un proceso a nivel celular que se postula como mecanismo que subyace a los procesos de
memoria y aprendizaje, esta posibilidad de modificar la persistencia de la LTP podria permitir
extender la ventana temporal para la transformacion de una STM en una LTM [177].

Moncada y Viola (2007) evaluaron esta hipdtesis en experimentos de comportamiento en ratas.
Utilizando el paradigma de evitacién inhibitoria, que depende del hipocampo, reportaron que un
entrenamiento débil en esta tarea, que no generaria una memoria de larga duracién, pudo generarla
cuando se lo realizé dentro de un periodo préximo a la exploracién de un campo abierto, también
dependiente del hipocampo El efecto promotor del campo abierto sobre la memoria de SD-IA
dependeria de la activacion de los receptores de dopamina D1/D5 y requeriria de la sintesis
proteica del hipocampo dorsal. Entonces los autores propusieron haber evidenciado un proceso de
“etiquetado comportamental”, en el que la exploracién de un ambiente novedoso proveeria de
proteinas vinculadas con plasticidad sindptica, que estabilizarian la traza de memoria de la SD-IA

[170].
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1.11 Acetilcolina

La acetilcolina (ACh) consiste en colina (una sustancia presente en los alimentos, que es
asimilada por las células colinérgicas mediante un sistema de up-take dependiente de
sodio) y un grupo acetilo provisto por acetil-Coenzima A (producida intracelularmente por
el metabolismo oxidativo en la mitocondria). La sintesis de la ACh ocurre en los
terminales axonicos y es catalizada por la Colina-Acetiltransferasa (ChAT)El sistema
colinérgico ha sido objeto de interés para el estudio del funcionamiento del SNC. Desde la
década del “50 ya era conocido el efecto de los anticolinérgicos en aprendizaje y memoria
[178; 179; 180; 181; 182; 183]. También se postulé tempranamente la disfuncién

colinérgica como un evento determinante en la enfermedad de Alzheimer [184].

1.11.1 Receptores acetilcolina muscarinicos

El descubrimiento de la muscarina y sus sitios de unién, los receptores muscarinicos (RAChM),
tiene su origen en el estudio de los efectos fisiol6gicos del hongo, Amanita muscaria (el interés en
este hongo se debia a sus efectos psicotropicos (aunque no se deberian a muscarina, sino
probablemente a otros alcaloides como el 4cido iboténico). Schmiedeberg y Koppe (1869)
describieron que extractos del hongo podian enlentecer y, a concentraciones mads altas, incluso

detener, el latido del corazon de rana. Purificaron el extracto y le dieron el nombre de muscarina.

0 2
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muscarinicos Escopolamina

Amanita / \
muscaria ez, o

Fig 1.8: Vista esquematica del receptor de acetilcolina de tipo muscarinico. Se representa la
estructura quimica de su antagonista, escopolamina (arriba a la derecha) y se muestra, una foto
ilustrativa de Amanita muscaria (arriba a la izquierda). Modificado de Neubig & Siderovski, 2002.
Nature Reviews Drug Discovery 1, 187-197 (March 2002)

En 1914, Henry Dale describi6 el efecto de la nicotina (derivada de la planta del tabaco Nicotiniana
tabacum) y lo distinguié del efecto de la muscarina (la primera, antagonizada por curare y la

segunda, por atropina). En 1921 la ACh fue confirmada como neurotransmisor por Otto Logwi, al
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demostrar que era liberada de terminales nerviosas del nervio vago al ser estimulado. Quedd asi
identificado el primer neurotransmisor. Dale y Loéwi recibieron el premio Nobel de Medicina en
1936.

Los receptores nicotinicos de acetilcolina (RAChN) son ionotrépicos. La unién de ACh a estos
receptores ionotrépicos, la unién de la ACh provoca la apertura del canal y el ingreso de cationes
monovalentes, principalmente Na+. Su activacion estd ligada a cambios rdpidos y, en general, de
corta duracién (fasicos).

Por el contrario, los receptores receptores muscarinicos de ACh (RAChM) son metabotrépicos. Su,
su activacion involucra una sucesion de interacciones entre proteinas y reacciones enzimaticas, lo
que determina que las respuestas que desencadenen sean, en general, mas lentas y prolongadas
(tonicas).

Los RAChM son codificados por cinco genes diferentes que dan cinco proteinas receptoras (M1-
MS) [185] y, que pertenecen a la superfamilia de receptores de siete segmentos de transmembrana,
que se acoplan a proteinas G (proteinas de membrana que unen GTP) [185]. Por unién del
neurotransmisor, los receptores M1, M3 y M5 preferentemente estimulan la degradacién del
fosfatidil-inositol: el complejo ligando-receptor activa la proteina Gq y ésta activa a la fosfolipasa
C, que genera DAG (diacilglicerol) e IP3 (inositol tri-fosfato) a partir del fosfatidil-inositol [186].
La activacién de los receptores M2 y M4 conduce preferentemente por via de la proteina Gi, a la
inhibicién de la actividad de la enzima adenilato ciclasa, y por tanto, adenilatociclasa, por via de la
proteina Gi, y a una disminucién consecuente de la concentracién citoplasmatica del segundo

mensajero AMPc [186; 187; 188].

1.11.2 Sistema colinérgico, RAChM, excitabilidad de las neuronas del hipocampo,

aprendizaje y memoria

En lineas generales, el sistema colinérgico central estd constituido por tres grandes subsistemas: el
sistema septo-hipocdmpico que proyecta del sepfum medial al hipocampo; las células colinérgicas
del nicleo basalis magnocellularis que proyectan hacia amigdala y corteza; el tdlamo limbico que
recibe aferencias colinérgicas del nicleo tegmental latero-dorsal [189].

Parte del sistema colinérgico con origen en el septum medial y en la banda diagonal de Broca, que
inerva por completo a la formacién hipocampal, modularia la plasticidad sindptica [190; 191; 192]
y pareciera ser esencial para la formacion de memorias [193; 194]. Detrds de la modulacién de la
excitabilidad celular y la transmision sindptica de los circuitos del hipocampo subyace la habilidad
de ACh para influir sobre las propiedades dindmicas de la red hipocampal, desencadenando asi un
rango de estados oscilatorios estables, entre ellos el ritmo theta [195]. Hay correspondencia entre el
ritmo theta del hipocampo y la adquisiciéon de miedo contextualizado [196]. Se ha propuesto que
aquellas alteraciones del aprendizaje causadas por antagonismo colinérgico podrian involucrar

disrupciones en el ritmo theta [197].
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El bloqueo de los RAChM por administracién de escopolamina intrahipocampo, inmediatamente
luego del entrenamiento en SD-IA o de la habituacién a un ambiente novedoso, en ratas Wistar,
tuvo un efecto amnésico sobre el desempeio de ambas tareas. En cambio la inyeccién del agonista
muscarinico oxotremorina en el hipocampo, inmediatamente luego del entrenamiento, dio lugar a
una facilitacion de ambas tareas [16].

En ratones, la administracién del agonista muscarinico, oxotremorina, o del inhibidor de la
acetilcolinesterasa, fisosestigmina (ambos de accién central) 10 min después del entrenamiento
(por via i.p.) o inmediatamente luego del entrenamiento (tanto por via i.p. como por via
subcutanea) en ST-IA, mejor6 significativamente la LTM evaluada a las 48 h [198; 199]. De esta
manera se puso en evidencia que acetilcolina y los RAChM juegan un rol de modulacién positiva
en la consolidacién de la memoria de la ST-TA.

La infusién del antagonista muscarinico, escopolamina, en el hipocampo dorsal de la rata
inmediatamente luego de la primera sesién en un campo abierto novedoso, tuvo un efecto de
amnesia retrégrada, impidiendo que se manifestara habituacién. En cambio la infusion del agonista
muscarinico oxotremorina dio lugar a una habituacion mas pronunciada en el campo abierto. Los
RAChM del hipocampo dorsal modularian positivamente la consolidacion de la memoria de
habituacion a un campo abierto [200].

La inyeccién de oxotremorina, previa al test de una respuesta condicionada (con componentes
emocionales) mejoré el desempefio de ratones durante dicha sesidn. La escopolamina bloqued este
efecto facilitatorio [201]. Los RAChM tendrian un rol de modulacion positiva en la evocacion
de una memoria con componentes espaciales.

La activaciéon de los RAChM modula la excitabilidad neuronal de forma dual: a diferentes
concentraciones de agonistas muscarinicos puede haber aumento o disminucién de la actividad
eléctrica. Esta variedad de efectos sugiere que en cada caso estarian interviniendo diferentes
subtipos de RAChM. Se han identificado cinco subtipos de RAChM (M1-M5) y todos se expresan
en el hipocampo. Estdn involucrados en fendmenos de plasticidad sindptica, como la LTP y en
funciones cognitivas [202].

La administracion del antagonista muscarinico, selectivo para los receptores M2 AF-DX 116, luego
del entrenamiento de ratones en ST-IA, facilit6 el desempefio en esta tarea, evaluado a las 48 hs. El
efecto facilitatorio de este antagonista pudo prevenirse por la administracion del antagonista
muscarinico, no selectivo, atropina luego del entrenamiento, previa al tratamiento con AF-DX 116.
De esta manera se puso en evidencia que los RAChM M2 juegan un rol de modulacién negativa
en la consolidacion de la memoria de la ST-IA [203].

En nuestro laboratorio se han usado toxinas muscarinicas (identificadas como MT) aisladas a partir
de la fraccion proteica del veneno de la mamba verde oriental (Dendroaspis angusticeps) como
herramienta farmacoldgica para poder dilucidar la participacién de los distintos subtipos de

RACHhM en procesos de plasticidad sindptica, y en fendmenos cognitivos. Estas toxinas presentan
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selectividad de unioén a determinados subtipos de receptores, permitiendo una identificaciéon mas
clara de los mismos que la obtenida con los agentes disponibles més conocidos.

MT?7 es un antagonista altamente selectivo por M1. MT7 al igual que escopolamina (antagonista
muscarinico) y pirenzepina (antagonista selectivo para M1 y M4) bloquearon la induccién de la
LTP (por estimulacion de rafagas theta) en la region CA1 de rebanadas de hipocampo [204].

MT1 y MT2 son agonistas M1 y antagonistas M4. Cuando se administré6 MT?2 en el hipocampo de
la rata, inmediatamente después del entrenamiento en SD-IA, tuvo un efecto facilitador sobre el
desempefio de esta tarea evidenciando la modulacién positiva de los M1 en la consolidacion de
la memoria de la SD-IA [205]. También MT2 aumenté el potencial de campo registrado en la
region CA1l de rebanadas de hipocampo. Este aumento se pudo bloquear por pirenzepina y por
atropina, evidenciando la intervencién de M1 en este efecto. Por otra parte, MT1 aumentd el
potencial de campo registrado en la regiéon CA1l de rebanadas de hipocampo. MT7 pudo bloquear
este aumento. Se pudo concluir que los receptores M1 modulan positivamente la transmision
basal en las sinapsis de la region CA1 [206].

MT3 es el antagonista disponible mds selectivo para los subtipos de receptores M4. La
administracién de MT3 en la regiéon CA1 del hipocampo de la rata, inmediatamente después del
entrenamiento tuvo un efecto amnésico sobre la LTM de SD-IA evidenciando la modulacién
positiva de los M4 en la consolidacién de la memoria de la SD-IA [205]. En las sinapsis de las
vias colaterales de Schaffer de la regiéon CA1 del hipocampo, la escopolamina y MT3 bloquearon la
induccion de la LTP, sugiriendo que los receptores M4 parecerian tener un rol de modulacién
positiva sobre la transmision de las sinapsis excitatorias. Ademads, la activacién de M1 en
concomitancia con el bloqueo de M4 por la toxina muscarinica MT1 sélo permitié la induccién de
una breve STP. Entonces, con el bloqueo de los receptores M4 por MT3 se obtuvo una fuerte
evidencia del rol de modulacién positiva de este subtipo de receptores muscarinicos, como
también sugiri6 una importante participacion en la plasticidad de las sinapsis de las vias
colaterales de Schaffer de la region CA1 del hipocampo [207].

También se reportaron cambios en la proporcion de RAChM: en ratas macho con un entrenamiento
suave en ST-IA, se observo aumento de los receptores muscarinicos M1 en estriado, hipocampo y
corteza, y una disminucién del subtipo M2 en el hipocampo. Asimismo, en la corteza también se
reportd un aumento del receptor M2 [208].

Se ha demostrado ampliamente la participacién de los RAChM en la regulacion de la transmision
glutamatérgica, incluyendo la supresion de la transmisién en las sinapsis de las colaterales de
Schaffer en el hipocampo, por un mecanismo presindptico [209; 210; 211; 212]. Ha sido sugerido,
en base a evidencia farmacoldgica, que en esta supresion estarian involucrados los receptores M1 y
M2 [213; 214; 215]. Estos efectos presindpticos no serian incompatibles con efectos postsinapticos
que causan aumento de la excitabilidad y de la eficacia sindptica de las células piramidales de CA1
[216; 217]; se ha sugerido que dicho aumento de excitabilidad estaria mediado por M1. En un

estudio mds reciente, se evalué el rol de los RAChM en la LTP in vivo y se sugirié que el receptor
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M2 seria el responsable la potenciacidn de la transmisién glutamatérgica de CAl, actuando en la

presinapsis [218].

1.12 Interaccion entre el sistema colinérgico y el sistema glutamatérgico

Se ha propuesto un efecto sinérgico entre el sistema colinérgico y el glutamatérgico. La
administracién conjunta de bajas dosis de MK-801 y de escopolamina (que no tuvieron efecto por
si solas), deterioraron la memoria en ratas Wistar inyectadas antes del entrenamiento en ST-IA
(con 0,5 mA). Los autores interpretaron que habria un mecanismo interactivo entre los RNMDA y
los receptores muscarinicos en el procesamiento de la memoria [219]. Por otra parte, se ha
reportado que el agonista parcial, D-cicloserina, que se une al sitio de glicina del RNMDA, atenuia
el déficit de memoria ocasionado por escopolamina en el MWM y en un paradigma de alternancia
en el laberinto en T [220]. Estos resultados sugieren una estrecha conexién en la neurotransmision
mediada por receptores muscarinicos y NMDA, que participa en el procesamiento de la memoria.
Registrando en rodajas de hipocampo, Markram y Segal (1990) observaron, que la acetilcolina que
actia sobre los receptores muscarinicos, amplificaba la respuesta mediada por RNMDA,
produciendo facilitacién de larga duracién de los potenciales postsindpticos. Este y otros trabajos
muestran que la actividad colinérgica modula la transmisién glutamatérgica postsindtica del
hipocampo a través de RAChM [221], en concordancia con lo reportado a nivel comportamental
[220; 222]. Si bien la activacion de los receptores glutamatérgicos es necesaria, parece no ser
suficiente para la induccién de LTP. Por otro lado, la ACh es capaz de potenciar respuestas
electrofisioldgicas inducidas por la administracién de NMDA o glutamato [222].

En sintesis, como ya se menciond, la regiéon CA1 del hipocampo de roedores recibe proyecciones
colinérgicas del nicleo septal medial (Lewis and Shute, 1967; [223]. En las neuronas piramidales
de la regién CAl, la activacién de RAChM aumenta la respuesta mediada por RNMDA [224; 225;
226] e inducen liberacién de Ca** de los depésitos del reticulo endoplasmético. Ello generaria una
LTP por insercion de mds receptores AMPA en las espinas de las neuronas piramidales estimuladas

[227].

1.13 Diferencias entre machos y hembras en aprendizaje y memoria

Los trabajos de comportamiento en ratas estdn hechos en su gran mayoria en machos, para evitar la
variabilidad asociada al ciclo estral de las hembras. Este ciclo afecta otro tipo de comportamientos,
mads alld de aquellos vinculados con el comportamiento reproductivo y, por lo tanto, puede llegar a
introducir una gran variabilidad en los resultados [228; 229; 230; 231; 232]. Hay abundante
bibliografia reportando una relacion entre el estado reproductivo de las hembras y la capacidad de
formacién de memorias. Esta relacion con el estado reproductivo se atribuyé a cambios en la
funcién del hipocampo [233]

Las fluctuaciones ciclicas en los niveles de estrégenos de las hembras dan origen a cambios de tipo

morfoldgicos [234; 235; 236], neuroquimicos [237; 238; 239; 240] y electrofisioldgicos [238; 241;
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242; 243], en distintas dreas cerebrales muy involucradas en aprendizaje y memoria, como
hipocampo, estriado, amigdala y corteza prefrontal [243; 244].

Se ha reportado que el estradiol mejora el desempeiio en distintas tareas de aprendizaje y memoria,
tanto en modelos animales como en humanos [245]. Algunas habilidades cognitivas serian
entonces susceptibles a la modulacién por estrégenos [246; 247; 248], a través de su accidn directa
o indirecta en el hipocampo [248; 249]. En especial, se ha demostrado que los cambios ciclicos en
los niveles de estrégenos endégenos modulan la induccién de LTP y LTD de la regién CAl del
hipocampo. [241]. Ademas, otros trabajos muestran que el estradiol mejora la memoria espacial en
aquellas hembras que tienen bajos niveles de esta hormona [250; 251; 252; 253]. Sin embargo,
aunque la administracién crénica de estradiol sistémico puede mejorar aprendizaje y memoria [245;
254; 255]. En cambio, durante el proestro el nivel elevdo de estrégenos lleva a un deterioro en el
desempefio en el MWM, [251; 256] o en tareas de evitacion [257; 258], todas ellas dependientes
del hipocampo. Se ha propuesto que los estrogenos pueden influir sobre la excitabilidad neuronal
en el hipocampo por medio de la modulacién de corrientes a través de receptores NMDA, AMPA y
GABA [259; 260]. En el proestro, se observé un aumento en los niveles de Ca** mediados por
receptor NMDA y una facilitacién en la induccién de la LTP; mientras que la LTD se vio

considerablemente atenuada- respecto de otras fases del ciclo estral [241].

Algunos estudios con ratas mostraron que los machos tuvieron un mejor desempefio que las
hembras en tareas espaciales [261; 262], mientras que en otros estudios, las hembras fueron
equivalentes a los machos o mostraron un mejor desempefio [263; 264]. Pareciera que los machos y
las hembras tienen distintos umbrales de reaccién a las situaciones de estrés [263; 264; 265; 266] y

frente a estas situaciones exhiben diferente actividad locomotora [267].

1.13.1 Dimorfismo sexual en memoria espacial

Las diferencias en el desempefio de los machos respecto de las hembras, en tareas de memoria
espacial, podrian deberse a factores de dimorfismo sexual no cognitivos (sensibilidad al estrés,
rendimiento locomotor). Se ha reportado que dichas diferencias pueden equipararse realizando pre-
entrenamientos [253; 264]. Algunos estudios sugieren que las diferencias en el desempefio espacial
se deberian al uso de distintas estrategias [268; 269; 270]. Si bien muchos trabajos demuestran un
mejor desempefio espacial en los machos, los resultados variaron ampliamente dependiendo de la
tarea utilizada para evaluar la memoria espacial [271; 272; 273]. Generalmente, estas diferencias
son atribuidas a una lateralizacion diferencial del cerebro, a interacciones de hormonas gonadales o
a interferencias de otros comportamientos que compiten por la respuesta[274].

Por otra parte, Roof (1993) observo en ratas Sprague Dawley adultas y pre-puber diferencias entre
machos y hembras en el desempefio en el MWM que las atribuy6 a diferencias en la capa granular

del giro dentado [275]. Y en ratas adultas y en ratones de la pradera salvajes se han reportado otras
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diferencias entre machos y hembras en el hipocampo [276], posiblemente vinculadas con

diferencias en el desempefo espacial [277].

1.13.2 Dimorfismo en habituacion a un campo abierto

Como ya hemos mencionado en la seccion 1.2.1 (pag 17) el campo abierto es un paradigma basado
en la observacidn del cambio en la actividad exploratoria del animal, a medida que este se vuelve
familiar. Esta tarea tiene un gran componente espacial y depende del hipocampo. En el campo
abierto se pueden detectar diferencias en el desempefio de machos y hembras [278; 279]. Segin
Alstott y Timberlake las ratas macho en un campo abierto modificado (sin paredes periféricas, pero
con paredes centrales) en condiciones de oscuridad pasaron mds tiempo en el drea central de la
arena, donde encontraron “mas refugio”, respecto de las hembras que pasaron mas tiempo en la
region periférica de la arena “mds expuesta” [280]. Otros trabajos reportaron que las ratas macho
evidenciaron un comportamiento mas temeroso y cauteloso en el campo abierto (mayor nimero de

defecaciones y menor actividad exploratoria) comparados con las hembras [278; 279].

Se han reportado diferencias de género referidas a la sensibilidad al estrés [281; 282; 283; 284].
Grupos de machos Sprague-Dawley el primer dia de exposicion al estrés respondieron con una
disminucién en la actividad en el campo abierto respecto de controles no sometidos a estrés. Pero
con las sucesivas sesiones de test en el campo abierto fueron recuperando el nivel de actividad
hasta alcanzar los niveles de los controles no sometidos al estrés. Mientras que, las hembras de la
misma cepa, frente la exposicién al estrés no recuperaron el nivel de actividad en el campo abierto
luego de sucesivas sesiones de test [283; 285]. En los machos la adaptacién al estrés correlacion6
con una sensibilidad aumentada al agonista serotorinérgico 5-metoxi-N,N-dimetiltriptamina. En
cambio, las hembras, que no evidenciaron esta adaptacién, no evidenciaron cambios en la
sensiblidad a este agonista [283]. El estradiol parece tener un efecto de modulacién sobre la
actividad en el campo abierto. Ratas hembras ovariectomizadas, en ausencia de estradiol tuvieron
una disminucién en la exploracion del area central comparada con aquellas que recibieron cdpsulas
de estradiol [286]. Entonces, es posible que los distintos perfiles comportamentales de las hembras

sean un reflejo de los niveles de estradiol en sangre [285].

1.13.3 Dimorfismo en memorias con componentes aversivos

La respuesta comportamental y fisioldgica a estimulos aversivos es muy diferente entre machos y
hembras [287; 288; 289]. Esto se puede corroborar en las diferencias observadas frecuentemente en
el desempefio en tareas que involucran un paradigma motivado desde la aversion.

Las hembras suelen mostrar un desempefio més pobre que aquel de los machos en aquellas tareas
que involucran choque eléctrico en las patas, independientemente del tipo de paradigma elegido
[290; 291; 292; 293]. Sin embargo, algunos autores reportaron que las hembras suelen superar a los
machos en la adquisicion de tareas de tipo aversivo [289; 294]. Asimismo, Warren y Juraska

(1997) reportaron un mejor desempeiio de las hembras durante la fase de estro, en
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concordancia con los resultados reportados por Frye [251]. Se sabe que el umbral al dolor cambia
durante el ciclo estral, y que durante proestro las hembras son mds sensibles a un choque eléctrico
[295] y muestran facilitacion en la adquisicién de una respuesta condicionada con respecto a los

machos o hembras que se encuentran en otras etapas del ciclo estral [296].

1.13.4 Evitacién inhibitoria

Se han reportado diferencias en el desempefio de evitacién inhibitoria entre machos y hembras
[297; 298; 299; 300] aunque la literatura al respecto es bastante contradictoria. Por ejemplo,
Monleon et al. (2002) y Arenas et al (2006) observaron en ratones que el tratamiento farmacolégico
con antidepresivos tales como fluoxetina, amitriptilina y maprotilina en un paradigma de evitacion
inhibitoria produjo un mayor deterioro en el desempefio de los machos respecto a las hembras [298;
301]. En la rata se observo, [302] trabajando en un paradigma de evitacién activa, que las hembras
evidenciaron un mayor nivel de evitacién que los machos. Sin embargo, Drago y col, (1980) y Van
Oyen et al. (1979) reportaron también en ratas adultas, que las hembras mostraron un desempefio

mas pobre en la evitacién inhibitoria (ST-IA) [303; 304].

También se pueden observar diferencias entre hembras y machos en el aprendizaje de la evitacion

inhibitoria bajo el efecto de algunas drogas [298; 299; 301; 305].

¢ Dimorfismo con escopolamina

Ratas Wistar macho fueron menos precisas y respondieron menos frecuentemente que las hembras
cuando se las traté con la misma dosis de escopolamina sistémica en la tarea de “delayed
nonmatching to position procedure “[306]. Otros trabajos muestran diferencias de género en otras
tareas en respuesta a la manipulacién del sistema colinérgico [307; 308].

El hecho de reconocer que existen diferencias sustanciales entre distintos géneros en respuesta a
drogas que afectan el sistema colinérgico tiene mucha relevancia. En particular, en aquellos
estudios de efectos sutiles sobre el desempefio cognitivo de otras drogas colinérgicas mas selectivas

y de efecto mds débil que la escopolamina [309].

1.14 Efecto de la manipulacion sistematica de los animales

La manipulacion sistemdtica pareceria ejercer efectos diferentes dependiendo de las condiciones
ambientales en que son criados los animales, y de la cepa con la que se trabaja. Por ejemplo, se ha
reportado que ratas de la misma cepa, pero CRIADAS DE MANERAS DIFERENTES, tienen una
respuesta diferente al estrés [310], distinta tasa de actividad locomotora, y/o reacciones variables en
el campo abierto [311] Podemos decir que ha habido abundante investigacién sobre la
manipulacion neonatal que involucra la separacién de la cria de su madre. Se han reportado efectos
muy distintos de la manipulacién neonatal sobre el desempefio de una tarea de aprendizaje. Kosten
et al (2007) reportaron que la manipulacién desde el dia postnatal 1 al 21 (separando a las crias de

la madre durante 15 min diarios), produjo un deterioro en el desempefio de la ST-IA (ratas
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Sprague Dawley adultas entrenadas con 0,5 mA)[312]. Previamente Kosten ef al. habian reportado
que la manipulacion en el periodo neonatal produjo deterioro del aprendizaje del
condicionamiento al miedo en ratas adultas ([313; 314; 315]- estos dos dltimos trabajos en ratas
Wistar-). En cambio, la manipulacion neonatal de ratas (Wistar y Sprague Dawley) habria
mejorado el aprendizaje de la evitacion activa [315; 316], mientras que en otro estudio en ratas se
reportd que dicha manipulacién produjo un deterioro sobre el mismo tipo de aprendizaje [317]. A
su vez la manipulacién neonatal mejoré el aprendizaje del laberinto espacial de Morris en ratas
Sprague Dawley adultas y en ratas Wistar gerontes, que suelen evidenciar un desempefio pobre en
esta tarea [318; 319].

Teniendo en cuenta los reportes variados y hasta contradictorios, en relacion con la manipulacién
de las ratas por los humanos, y la escasa informacién cuando la manipulacién sistematica se realizé
a partir del destete, decidimos investigar su posible efecto en ratas adultas machos y hembras sobre

el desempefio en evitacidn inhibitoria.

1.15 Influencia del ritmo circadiano

La capacidad de aprender y recordar tareas de comportamiento puede fluctuar segin el momento
del dia [320; 321; 322]. En mamiferos se ha observado que el desempefio de distintas tareas de
comportamiento se ve comprometido cuando se interrumpe el suefio [323; 324]. Se ha establecido
que los genes responsables del manejo de las oscilaciones circadianas se expresan en muchas
regiones cerebrales, incluyendo aquellas relacionadas con el aprendizaje y la memoria, como la
amigdala [325], el hipocampo [134; 326; 327], y el area tegmental ventral [328; 329]. Las
mutaciones que afectan genes del reloj circadiano alteran el desempefio en diversas tareas de
aprendizaje [134; 330; 331; 332]. Inclusive, cuando se aisla el hipocampo, continua exhibiendo
oscilaciones circadianas en cultivo, y por lo tanto, se puede considerar que posee un oscilador
endogeno [134]. Pareciera que la regulacién circadiana de las cascadas de sefalizacién

PKA/MAPK/AMPc del hipocampo, fuera necesaria para la formacién de memorias [333].

1.15.1 Efecto del cambio de fase del ciclo luz/oscuridad (L/O)

En ratas la interferencia sobre los ritmos circadianos por corrimiento de fase “phase-shifting”
deteriord distintas formas de memoria [334; 335; 336; 337]. En ratas, la exposicién constante a la
luz indujo amnesia retrégrada luego del condicionamiento en evitacién inhibitoria [334], ademads de
deteriorar el desempefio en una tarea de memoria espacial hipocampo dependiente como es el
MWM [338].

En ratas macho, el cambio de fase del ritmo circadiano poco después del entrenamiento en ST-IA,
deterioréd el desempefio en el test. Hubo una drastica reduccién en las latencias del test,
evidenciando una retencién muy pobre, comparada con grupos control que no sufrieron cambio de

fase [334].
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1.15.2 Sueiio y consolidacion

Durante el suefio se desarrollan etapas especificas que intervienen activamente en el desarrollo y el
procesamiento de memorias [339; 340]. Ha habido reportes en rata, ratén, gatos y humanos acerca
del efecto promotor del suefio sobre la consolidacion de la memoria y la plasticidad sindptica [340;
341; 342]. La consolidacién durante el suefio promueve cambios de las representaciones de
memoria. Se ha propuesto que la fase de suefio SWS (del inglés slow wave sleep, suefio de ondas
lentas) y la fase de suefio REM (del inglés rapid eye movement, movimiento rdpido de ojos)
favorecerian la consolidacién sistémica y la consolidacion sindptica, respectivamente [342]. Hace
ya mucho tiempo que Jenkins y Dallenbach (1924) propusieron que el suefio nocturno mejora la
capacidad de retener una memoria en humanos, con respecto a una noche de vigilia [343]. En
distintos animales (rata, ratén, conejo, gato) se ha demostrado que la privacién de suefio previa al
entrenamiento, deteriord la codificacion de la memoria de numerosas tareas [344; 345]. Por
ejemplo, en la versién del MWM dependiente de hipocampo (con plataforma no visible), Guan et
al. (2004) demostraron que 6 horas de privacion de suefio previas al entrenamiento generaron un
serio deterioro en la codificacion la memoria (evaluada a las 24 h) [346]. La privacion de suefio
REM tuvo efecto perjudicial en la codificacién de tareas dependientes de hipocampo (ver [344;
347]). Se ha reportado en ratas, que lapsos de 5 h de privaciéon de sueiio REM, previos al
entrenamiento en el aprendizaje de evitacion de dos vias, deteriord significativamente la
codificacién, produciendo déficits que no pudieron superarse con préctica adicional durante el

entrenamiento [348].

1.15.3 Efecto del “momento del dia”

En la literatura se ha reportado que distintos procesos de aprendizaje fueron afectados
diferencialmente por el momento del dia en que ocurren. Algunos trabajos han demostrado en ratas,
que la adquisicion de una tarea de evitacion activa (shuttle avoidance) y del laberinto radial de 8
brazos, fue mds eficiente durante el periodo de oscuridad [349; 350]. Por el contrario, otros trabajos
han mostrado que la adquisicién de la evitacién activa por ratas, ocurrié mas rapido durante
momentos especificos en el dia, comparados con otros momentos del dia o de la noche [351; 352].
Hay un tercer grupo de trabajos en los cuales no se evidenciaron diferencias, durante el dia o la
noche, en la adquisicién del shuttle avoidance por las ratas [353; 354; 355].

En un paradigma de condicionamiento del miedo (contextual y con claves) en ratones, se reportd
que la adquisicién fue mds rdpida si el condicionamiento ocurria durante el dia, comparado con el
grupo entrenado durante la noche [321]. Por otra parte, se observo que los animales entrenados
durante la noche evidenciaron mayores niveles de extincién respecto de aquellos entrenados
durante el dia. Estos resultados sugieren que hubo un mejor aprendizaje de esta tarea durante el dia,
coincidiendo con el momento de menor actividad de los ratones. [321].

En el MWM las ratas tuvieron un mejor desempeiio (con curvas de aprendizaje mds pronunciadas)

durante el test cuando este se realizé entre las 2 y 3 h luego del inicio de la fase de actividad de los
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animales, respecto al desempefio cuando el test se realizé entre las 14 y 15 h luego del inicio de la
fase de actividad. Los autores atribuyeron estos efectos sobre el desempefio, a variaciones en el
patrén de busqueda de la plataforma, mas que a una mejoria en la adquisicion y conservacién de la
informacion espacial [356].

Se ha demostrado que la LTP sufre variaciones a lo largo del dia. Barnes et al. (1977) demostraron
que las respuestas sindpticas en las células granulares del hipocampo de ratas fluctian con un
periodo de 24 h, ante la estimulacion de las fibras aferentes de la corteza entorrinal [357]. Ademas,
reportaron que la mayor actividad sindptica se observo en la mitad de la fase oscura; mientras que
la menor actividad se produjo en la mitad de la fase luminosa.

Harris y Teyler [358] registrando en rodajas de hipocampo obtenidas durante el dia, observaron que
la LTP postetanica en la region CA1, fue mas robusta, que en las rodajas que se obtuvieron durante
la noche, las que, por otra parte, evidenciaron una LTP postetdnica mds robusta en el giro dentado.
Del mismo modo, se registré una mayor amplitud de la LTP en las neuronas piramidales de CA1 de
las rodajas obtenidas durante el dia, respecto a rodajas obtenidas durante la noche [359].

En la literatura la mayor parte de los estudios de comportamiento en roedores (principalmente
rata/raton) fueron realizados durante la fase luminosa del ciclo luz/oscuridad, siendo este momento
del dia el de menor actividad para animales de habitos nocturnos (noche subjetiva). En funcién de
lo reportado y de nuestra propia experiencia entrenando a los animales cuando estan en su fase de
vigilia, comenzamos a investigar las diferencias que podian aparecer en el comportamiento de
animales criados con ciclo luz/oscuridad derecho (que se encuentran en su fase de suefio durante el
entrenamiento) con respecto a aquellos criados con ciclo luz/oscuridad invertido (que se encuentran
en su fase de vigilia durante el entrenamiento) en el desempefio en las tareas de evitacion

inhibitoria y campo abierto.
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Objetivos PARTE I (Capitulo III de Resultados)

El trabajo que se presenta en esta Tesis tuvo como uno de sus objetivos generales analizar los
efectos de diversos factores bioldgicos y condiciones experimentales sobre algunos aspectos de la
biologia de la memoria, utilizando como modelo experimental la rata y su desempeifio en la
exploracion de un campo abierto y en tareas de evitacion inhibitoria.

Nos propusimos estudiar los posibles efectos de la intensidad del estimulo, de la previa
manipulacién sistematica, la presencia o no de dimorfismo sexual, la influencia del ciclo
luz/oscuridad, asi como de una experiencia significativa previa diferente a la tarea a ser aprendida:
la exposicion y habituacion a otro ambiente, sobre el desempefio en evitacion inhibitoria.

En particular, nos propusimos:

» Evaluar el desempefio en evitacion inhibitoria, tanto de ratas macho como de hembras
que recibieron o no previa manipulacion (handling) desde el destete, en funcién de
entrenamientos de diferente intensidad.

» Evaluar el efecto de la exposicion a un ambiente diferente sobre el desempeiio de las
ratas en evitacién inhibitoria: analizar si la breve exposicion a una sesién (experiencia
novedosa) o a dos sesiones (habituacién) en un campo abierto, antes de entrenamiento
(suave o fuerte) en evitacion inhibitoria, tenfa algin efecto observable sobre la memoria de

corta (STM) y larga duracion (LTM) de la evitacion.

En nuestro laboratorio trabajamos con ratas criadas con ciclo luz/oscuridad invertido, que son
entrenadas en su fase de vigilia, a diferencia de la mayoria de los trabajos reportados en la
literatura en que se utilizan animales mantenidos en ciclo luz/oscuridad derecho, entrenados en
su fase de suefio.
Entonces nos propusimos evaluar si esos animales se diferencian en el desempefio en el campo
abierto, en la tarea de evitacion inhibitoria y en su posible interaccion.

Nuestros objetivos especificos fueron:

» Comparar el desempeflo en un campo abierto —actividad locomotora y exploratoria, y
habituacién- y en evitacion inhibitoria —adquisicién y evocacion de la memoria- de
animales criados en ciclo invertido y en ciclo derecho, para investigar la posible
influencia de las distintas fases de actividad sobre aprendizaje y memoria.

» Analizar el posible efecto de la previa exposicion al campo abierto —con o sin
habituacion- sobre la memoria de evitacion inhibitoria, tanto con entrenamiento suave
como fuerte.

Con el objetivo de dilucidar si los hallazgos descriptos en evitacion inhibitoria podian generalizarse
para la evitacién inhibitoria de un estimulo aversivo, se utilizo otra tarea similar, la evitaciéon
inhibitoria por pasaje de compartimiento en un paso (step through).

Entonces, para comparar los efectos sobre ambas tareas, los objetivos especificos planteados fueron

similares:
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» Evaluar el desempefio en evitaciéon inhibitoria por pasaje de compartimiento en un
paso de ratas macho y hembra con y sin manipulacion sistematica desde el destete, en
funcion de entrenamientos de distinta intensidad.

» Evaluar el efecto de la previa habituacion al campo abierto sobre evitacion inhibitoria

por pasaje de compartimiento en un paso, en ratas macho y hembra.

Objetivos PARTE II (Capitulo IV de Resultados)

Con el objetivo de comprender aspectos relevantes de la participacion de la transmisién colinérgica
y glutamatérgica centrales, en algunos procesos de aprendizaje y memoria, realizamos ensayos
farmacoldgicos que nos permitieran analizar la participacion de receptores de glutamato
NMDA, y de receptores de acetilcolina muscarinicos, en los eventos que veniamos estudiando.
Teniendo en cuenta los efectos que produjo la previa exposicion a un ambiente novedoso o la
exploracion de un ambiente familiar, sobre un aprendizaje asociativo como la evitacion
inhibitoria (se reportan en el Capitulo III), nos propusimos investigar algunos aspectos de la posible

participacién de los sistemas de neurotransmisiéon mencionados.

Influencia o participacion de receptores colinérgicos muscarinicos:

En nuestro laboratorio se exponia a las ratas a dos sesiones en un campo abierto, antes de los

ensayos de farmacologia de la memoria, y habiamos observado que el antagonista muscarinico

escopolamina no producia amnesia de otras tareas en esos animales.

Entonces, para tratar de comprender la naturaleza de la amnesia de la evitacién inhibitoria

causada por bloqueo -generalizado, o restringido al hipocampo dorsal- de la transmision

muscarinica, en relacion con la experiencia previa, nos propusimos como objetivos:

e Evaluar si la previa exposicion al campo abierto, con o sin habituacién, puede prevenir o
contribuir a superar el efecto amnésico provocado por bloqueo generalizado o restringido
al hipocampo dorsal de receptores muscarinicos (con el antagonista escopolamina), durante
la adquisicién y/o la consolidacién.

® Evaluar si la amnesia por el bloqueo de receptores muscarinicos es similar en dos tareas de
evitacion inhibitoria con caracteristicas diferentes.

Para ello nuestros objetivos especificos fueron:

» Discriminar entre el efecto de una exposicion breve al campo abierto, involucrando
el factor novedad y la doble exposicién al campo abierto, que involucra habituacidn,
teniendo en cuenta los resultados que se reportan en el Capitulo III de esta Tesis, y la
propuesta participacion del hipocampo en la deteccién de novedad.

» Investigar si la prevencion/superacion por exposicion al campo abierto, de la amnesia de
evitacion inhibitoria por bloqueo de receptores muscarinicos, tiene un efecto diferencial sobre

las memorias de corta (STM) y de larga duraciéon (LTM).
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» Comenzar a investigar si la modulacion del campo abierto sobre la amnesia por bloqueo
de receptores muscarinicos del hipocampo dorsal (durante la consolidacién), podria

requerir de sintesis proteica en esta estructura.

Influencia o participacion de RNMDA:

Desde hace mds de 20 afios, el receptor NMDA (RNMDA) se considera involucrado en la
consolidaciéon memorias de larga duracién de distintas tareas comportamentales, principalmente
asociativas y con componentes espaciales, particularmente en la consolidaciéon temprana de
evitacion inhibitoria.

Nos propusimos investigar si los receptores de glutamato NMDA participan en la modulacién de la
experiencia previa sobre la memoria de evitacion.

Entonces nuestros objetivos especificos fueron:

» Estudiar el efecto del bloqueo de los RNMDA del hipocampo dorsal con distintas dosis
del antagonista no competitivo MK-801, durante la consolidacion temprana de la
memoria de evitacion inhibitoria, tanto en machos como en hembras.

» Evaluar si la modulacién por la experiencia previa -exposicion al campo abierto-
permitia superar la amnesia de la evitacion, causada por bloqueo de los RNMDA del

hipocampo dorsal durante la consolidacién.

En base a los resultados obtenidos, también nos propusimos comenzar a investigar si los receptores
NMDA participan diferencialmente en la consolidacion de la memoria de evitacién inhibitoria.
Para ello, el objetivo especifico fue:
» -Estudiar la participacion diferencial de subtipos de RNMDA del hipocampo dorsal
conteniendo la subunidad NR2B, en la consolidacion de la memoria, en ambas versiones
de la tarea de evitacion inhibitoria en un paso (por descenso desde una plataforma elevada

y por pasaje de compartimiento iluminado a oscuro)

50



Materiales y métodos
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Materiales y Métodos

Animales experimentales

Se utilizaron ratas Wistar adultas, criadas en nuestro bioterio dentro de la Facultad de Ciencias

Veterinarias, Universidad de Buenos Aires (Argentina).

Las camadas de animales se mantuvieron junto con su madre hasta el momento del destete (dia

postnatal 21). Desde entonces las crias se mantuvieron de a quince animales de igual sexo por

jaula. Cuando las ratas llegaron a los dos meses de edad, se redujo a diez el total de animales por

jaula. Los animales fueron criados con ciclo invertido de luz-oscuridad (las luces se encendieron a
las 20 h, hasta las 08 h) a temperatura constante de 23 + 3°C,

con suministro de agua y alimento balanceado ad libitum. A los

. ' . .
‘_-.;_-'.g tres meses de edad, los animales, que en promedio pesan 200-
N‘ 250 g, fueron entrenados en las distintas tareas para los estudios
* de comportamiento.

ﬂkj \ Todos los protocolos experimentales utilizados se ajustan a las
E

normas y cuidados indicados por National Institutes of Health
Rata Wistar adulta
Guide of the Care and Use of Laboratory Animals ademas de

ser aprobados por el Comité de ética de la Universidad de Buenos Aires (CICUAL).

Experimentos con animales con ciclo luz/oscuridad derecho: se utilizaron ratas Wistar macho

adultas (250-350 g), alojadas en jaulas en grupos de hasta cinco animales, de una colonia criada en
el Departamento de Biofisica de la Universidad Federal de Rio

Grande do Sul (UFGRS). Los animales fueron criados con ciclo

derecho de luz-oscuridad (las luces se encendieron a las 07 h, hasta ‘ : g

las 19 h) a temperatura constante de 23 + 3°C y se les suministrd X

agua y alimento balanceado ad [libitum. Las cirugias y los = .
experimentos de comportamiento se realizaron en animales de 3 ”
meses de edad. Todos los protocolos experimentales utilizados se Rata Wistar adulta

ajustaron a las normas y cuidados indicados por la International

Brain Research Organization (IBRO), y por el National Institutes of Health Guide of the Care and
Use of Laboratory Animals.y cumplieron con el la U.S. National Institutes of Health Guide of the
Care and Use of Laboratory Animal (publicacion nro. 85-23, revisada en 1985) y la directiva del
Comité de la comunidad europea (European Communities Council) del 24 de noviembre de 1986

(86/609/EEC).
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Manipulacion sistematica (handling)

Luego del destete, las ratas fueron manipuladas 3 veces por
semana, durante 1 minuto por vez, a excepcion de los grupos no
manipulados (“No Handling”), que no recibieron ese tipo de
manipulacion, pero si la correspondiente a la limpieza y pesada de

los animales. Se les cambi6 la “cama” de viruta tres veces por

semana, se pesaron periddicamente cada dos semanas. La

Ejemplo de manipulacién

- - ¢ manipulaciéon sistematica consistio en tomar a la rata, dejarla
sistematica (handling)

recorrer y explorar los brazos del /la investigador/a y sostenerla,

simulando la manera en que se manipulara al realizarse el ensayo de comportamiento.

Cirugias.

Algunos grupos de animales destinados a ensayos de farmacologia (que fueron luego inyectados en

hipocampo dorsal) fueron sometidos a cirugia estereotdxica la semana previa al ensayo de

Estereotaxia. Rata implantada. Esquema de hemiseccion transversal: zona de inyeccién CAl

comportamiento. Las ratas fueron anestesiadas con 0,2 ml/kg i.m. de una solucién 3:0,8 (75:10
mg/kg) Ketamina (50%, Ketonal®): Xilacina (2%, Rompun®). Se hizo una incisién longitudinal en
la piel que recubre el dorso del craneo, en la linea media interaural, se separ6 la piel y se divulcion6
la fina musculatura, legrando levemente la superficie del crdneo. Luego se procedié a implantar
bilateralmente, 2 mm por arriba del hipocampo dorsal, 2 canulas guia (agujas calibre 21). La
ubicacion de las mismas se determind segun las coordenadas indicadas en el Atlas de Paxinos y
Watson (1996) (AP: -4,3 mm; LL: #4 mm; DV: -1,2 mm) [54].

Las canulas se obtuvieron a partir de agujas hipodérmicas calibre n°® 21, de cono verde, de acero
inoxidable que fueron cortadas y limadas de forma tal de alcanzar los 9 mm de longitud. Uno de los
extremos presenta un bisel a 45°. Se utilizé cemento de odontologia para fijar las canulas y, a su
vez, se fijé en el craneo cerca de lambda un tornillo de 1 mm para una mejor sujecién del cemento
al craneo. Una vez implantadas las canulas se les colocé un tapdén de acero inoxidable, para evitar

la obstruccion de las mismas hasta el momento de la inyeccion de los agentes farmacolégicos. Al
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finalizar la cirugia se suministré una dosis de 5 mg/kg de enrofloxacina intramuscular al 5%. Se
esperd al menos 4 dias luego de la cirugia, para la recuperacién de los animales, antes de realizar

los ensayos comportamentales.

Infusion de drogas.

Tanto el antagonista no selectivo del RNMDA MK-801 como el antagonista muscarinico
escopolamina fueron disueltos en solucién fisioldgica estéril. El antagonista selectivo de la
subunidad NR2B del RNMDA, ifenprodil se disolvié inicialmente con DMSO para lograr su
disolucién y luego se llevé a volumen con solucidn fisioldgica estéril. La anisomicina se disolvi
en HCI, diluida en salina, y llevada a pH 7,4 con NaOH [360]. Todas las drogas utilizadas se
adquirieron en Sigma (St. Louis, MO).

MK-801, ifenprodil y escopolamina se infundieron a través de las
canulas en el hipocampo dorsal, inmediatamente después del
entrenamiento en evitacion inhibitoria. En cambio, la anisomicina
o bien su vehiculo fueron inyectados 1 h 25 min antes del
entrenamiento en SD-IA (5 min luego de la segunda sesién de
campo abierto).

MK-801, se infundi6 en dosis de 0.5, 2.0 y 6.0 pg/ul en un

volumen total de 1 ul por canula. La escopolamina, se infundié en

AN R
Inyeccidn a través de las
céanulas

dosis de 8 pg/ul en un volumen total de 1 ul por canula. Los

animales control fueron sometidos a las mismas condiciones que

los animales tratados, pero no se les inyecté droga,
sino el mismo volumen de solucion fisioldgica.

Ifenprodil se infundid en dosis de 0.1; 1.0 y 6.0 pg/ul
en un volumen total de 1 ul por canula. Los animales
control fueron sometidos a las mismas condiciones
que los animales tratados, pero no se les inyectd

droga, sino una cantidad equivalente de DMSO en

Aguja carpule conectada mediante tubuladuraa  solucion fisioldgica.
microjeringa Harmilton La anisomicina se infundié en dosis de 100 pg/ul en
un volumen total de 0.8 pl por cidnula. Los animales control fueron sometidos a las mismas
condiciones que los animales tratados, pero no se les inyecté droga, sino el vehiculo de HCI en
solucidn fisioldgica ajustado a pH 7. 4 con NaOH.

Las ratas tratadas fueron inyectadas a través de las cdnulas. Se utiliz una aguja carpule de calibre
27, con tope en 11 mm, de forma tal que la punta de la aguja sobresaliera 2 mm por debajo de la

cénula guia. La aguja se conectd, utilizando una tubuladura de silicona, a una microjeringa

Hamilton. Antes de la infusidn se retir6 el tapon de acero inoxidable de las cdnulas. Las infusiones
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se realizaron lentamente, a una velocidad de 1 pul/minuto; una vez finalizada la infusién, la aguja se
dej6 dentro de la cdnula por 30 segundos adicionales para disminuir el posible reflujo. Antes de
realizar una nueva infusion con la misma aguja, se corrobord que estuviera permeable, descartando
0.5 pl de droga o vehiculo.

Una vez finalizado el protocolo del ensayo de comportamiento correspondiente, los animales
fueron sacrificados por decapitacion, se les extrajeron los cerebros, se los fij6é en una solucién de
formol al 5% en buffer fosfato, y se corrobord la correcta ubicacion de las cdnulas guia observando
el sitio de la lesion. Se descartaron aquellos animales en donde la lesion no se correspondiera con el
hipocampo dorsal. Solamente se incluyeron en el andlisis estadistico aquellos animales que

presentaron una correcta ubicacion de las canulas.

Inyecciones via intraperitoneal:

Los animales fueron inyectados via intraperitoneal con escopolamina disuelta en solucién
fisioldgica estéril (1 mg/kg), en un volumen total de 0.5 ml, 20 a 30 min antes del entrenamiento en
evitacion inhibitoria. Los controles fueron sometidos a las mismas condiciones que los animales

tratados, pero se les inyectd la solucion fisioldgica estéril.

Equipamiento y procedimientos para las tareas comportamentales.

Caja para el campo abierto: Se utiliz6 una caja de madera de 0,6

x 0,60 m, con 25 cuadrantes (de
0,12 x 0,12 m cada uno) trazados en el piso vinilico color gris.

Las paredes de madera estan pintadas de gris y su altura es de 50

Campo abierto

Caja para evitacion inhibitoria: Se realizaron dos tipos diferentes de pruebas: prueba de descenso

en un paso (Step-Down, IA-SD) y prueba de pasaje de compartimiento en un paso (Step-Through,
IA-ST).

Para IA-SD se utilizé una caja de acrilico transparente de 40 cm de altura x 30 cm de ancho x 60
cm de largo. En uno de los extremos se sitia una plataforma de acrilico blanco (2.5 cm de alto x
8.0 cm de ancho x 30.0 cm de largo). El piso de la caja es una grilla electrificable, de barras de
bronce de 5 mm de didmetro espaciadas entre si 7 mm. La grilla constituye un circuito conectado a
un estimulador (construido en la facultad de Ingenieria de la Universidad Tecnolégica Nacional,

Buenos Aires) que permite establecer la intensidad, frecuencia y duracién del pulso y la duracién
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total del estimulo aplicado. Ademads, presenta un dispositivo con una luz como sefal (led) que se
enciende cuando el circuito se encuentra cerrado, lo que permite por un lado confirmar que el
animal esté recibiendo el estimulo eléctrico en el momento indicado, y por otro también detectar si
la grilla se encuentra interferida por algin bolo fecal u otro objeto que haya quedado retenido entre
las barras de la grilla, impidiendo su correcto funcionamiento. Se aplicaron intensidades de
estimulo de 0,40; 0,50; 0,60; 0,75 6 1,00 mA. En todos los casos la frecuencia fue de 50 Hz, la
duracién de cada pulso individual de 5 mseg y una duracién total del estimulo de 5 seg (ver

esquema abajo).

5 seg

5mseg

Esquema de estimulo aplicado en evitacién inhibitoria

Para IA-ST se utilizé la misma caja de acrilico que para SD, aunque dentro de la misma se retir6 la
plataforma y se coloco otra caja acrilica de paredes revestidas por acrilico blanco en la cara
externa, y de acrilico negro en su cara interna. La misma tiene una dimensién de 0,29 m de ancho x

0,29 m de largo x 0,40 m de alto. Por arriba presenta una tapa de acrilico negro, sujetada por dos

Prueba de Evitacion Inhibitoria: Descenso de una Prueba de Evitacion Inhibitoria: pasaje de
plataforma aislada (SD-IA) compartimiento en un paso (ST-IA)

bisagras a la caja. De esta manera la caja acrilica transparente se subdivide en dos compartimientos:
uno que serd iluminado con luz blanca (por una ldmpara de 75 W) y otro oscuro. Al
compartimiento iluminado se le colocan 3 paredes de acrilico que achican el espacio que da acceso
al compartimiento oscuro. La caja blanca y negra tiene una puerta guillotina (de acrilico blanco en
la cara externa y negro en la cara interna), que conecta ambos compartimientos. El piso es la misma
grilla electrificable descripta para el procedimiento IA-SD, pero en este caso se desconecta del

estimulador la parte de la grilla que queda ubicada en el compartimiento iluminado.
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Tareas comportamentales: bases conceptuales, fundamentos, descripcion detallada.

Evitacién inhibitoria de descenso, en un paso (Step Down, SD): Prueba espacial y aversiva. El

animal debe inhibir su tendencia espontdnea a explorar, aprendiendo a
permanecer sobre una plataforma
aislada para evitar un choque eléctrico
en las patas que recibirfa al descender
a la grilla. En la sesion de

entrenamiento se coloca al animal

sobre la plataforma y orientado hacia

Rata sobre la plataforma

un rincon, y se registra el tiempo que

Rata sobre la plataforma

demora en descender de la misma (latencia). Cuando la rata

coloca sus cuatro patas sobre la grilla, recibe un estimulo eléctrico. La sesion de test se realiza a las
24 hs y se repite el mismo procedimiento que en el entrenamiento, pero no se aplica estimulo
eléctrico. Sélo en el experimento en el que se quiso evaluar memoria de corto plazo, la sesién de
test se realizé 40 min después del entrenamiento. Aquellos animales que presentaron latencias de
entrenamiento mayores a 20 seg no fueron considerados para el andlisis estadistico. Se estableci6
un techo temporal de 120 seg para la sesion de test. La latencia del test representa la capacidad de
evocacion. Se consider6 que los animales alcanzaron el criterio de aprendizaje cuando hubo
diferencia estadisticamente significativa entre la sesién de entrenamiento y la de test. Para
comparar distintos grupos entre si, se calcularon las diferencias de latencias: latencia test - latencia
entrenamiento, que fueron entonces los parametros considerados. S6lo se compararon aquellos
grupos que evidenciaron un desempefio en el entrenamiento similar, es decir, que no hubo

diferencias significativas en las latencias de los distintos grupos en esta sesion.

Evitacién inhibitoria de pasaje de compartimiento, en un paso (Step Through, ST): Prueba con

componentes espaciales y aversivos. El animal debe inhibir su tendencia espontdnea a explorar,
aprendiendo a elegir permanecer en un compartimiento iluminado en vez de uno oscuro, de su
preferencia, para evitar un choque eléctrico en las patas, que recibe al ingresar al compartimiento
oscuro. Se coloca la rata en una esquina del compartimiento iluminado y se la deja durante 15 seg
antes de abrir la puerta guillotina que da acceso al compartimiento oscuro. Una vez abierta la
puerta se comienza a registrar el tiempo que demora el animal en ingresar con sus cuatro patas al
compartimiento oscuro (latencia de entrenamiento). En ese momento se cierra la puerta y se aplica
un estimulo eléctrico en las patas. Luego se retira a la rata de la caja y se la devuelve a su jaula. A
las 24 h se realiza el test, repitiendo el mismo procedimiento que en el entrenamiento, pero en este

caso la rata no recibe estimulo eléctrico; se registra la latencia del test, es decir el tiempo que
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demor6 en pasar al compartimiento oscuro. La latencia del test representa la capacidad de
evocacion. Aquellas ratas que obtuvieron latencias mayores a 40 seg durante el entrenamiento
fueron descartadas para el andlisis estadistico. Se establecié un techo temporal de 300 seg para la
sesion de test. Se considerd que los animales alcanzaron el criterio de aprendizaje cuando hubo
diferencias estadisticamente significativas entre la sesion de entrenamiento y la de test. Para
comparar distintos grupos, también se calcularon las diferencias de latencias: latencia test - latencia
entrenamiento.

Antes de comenzar cada entrenamiento en evitacion inhibitoria se procede a pulir la grilla, con el
objetivo de limpiar bien las varillas de posible sarro o suciedad remanente que pueda llegar a
interferir en la calidad del estimulo eléctrico que reciben los animales. Entre cada entrenamiento se
higieniza con un paifio absorbente descartable humedecido con una solucién de alcohol al 70%.
Para los ensayos farmacoldgicos relacionados con la consolidacién, los animales fueron inyectados

a través de las canulas inmediatamente después del entrenamiento.

Exploracion en Campo Abierto:

Prueba de actividad locomotora y exploratoria. Discriminacién de un ambiente nuevo, habituacion.
Se trata de habituar al animal, intentando disminuir el efecto estresante del nuevo ambiente y la
situacion desconocida. Se coloca al animal en una de las esquinas y se lo deja explorar durante 3
min. Se registran: a) cruces: cuando atraviesa con las cuatro patas alguna de las lineas divisorias en
el piso de la arena; b) elevaciones sobre los miembros posteriores (rearings): cuando la rata se
levanta sobre los miembros posteriores; c) acicalamientos (groomings): se frota su cabeza con los
miembros anteriores.

Mediante este paradigma puede evaluarse habituacién a un ambiente novedoso si los animales son
ubicados en la caja una segunda vez, comparando los registros con la primera sesién de exposicién

a la misma.

Acicalamientos Cruces

Elevaciones sobre los
miembros posteriores
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Disefio experimental:

En todos los casos los animales se repartieron aleatoriamente para formar los distintos grupos
analizados

Experimentos de evaluacion del efecto de la exposicion al campo abierto sobre el desempeiio
en evitacion inhibitoria.

Se compard el desempeiio en evitacidn inhibitoria de distintos grupos de animales:

Grupos 1 OF: animales que pasaron por una sesion de campo abierto realizada 1 h 30 min antes
del entrenamiento en evitacién inhibitoria. La duracién de esta sesion fue de 3 min, excepto en el
caso de la fig 3.4 en que se compara con una sesién de 5 min con una de 3 min.

Grupos 2 OF: animales que pasaron por dos sesiones de campo abierto de 3 min cada una,
realizadas 24 h y 1 h 30 min antes del entrenamiento en evitacion inhibitoria (separadas entre si por
24 h).

Grupos No-OF: animales que fueron entrenados en evitacion inhibitoria sin haber sido expuestos
al campo abierto.

El test de SD-IA se realizo a las 24 h luego del entrenamiento, a excepcion de los experimentos en

que se evaltia memoria de corto término en los que el test se realizé a los 40 min.

R 90 [TIA 24h A
NO'OF E____.'r 1:____j r te

T o 24 h
Db 90 IA 1A
1 OF:____j OF . ”
24 h , 1A 24 h 1A

90

2 OF |OF OF . ”

Representacion esquemadtica de los distintos grupos del disefio experimental para evaluar el
efecto de la previa exposicién al campo abierto.

Analisis de datos.

Para la tarea de evitacion inhibitoria durante las sesiones de prueba se establecieron maximos de
120 seg para las latencias de descenso de la plataforma (IA-SD), y de 300 seg para las latencias de
pasaje de compartimiento (IA-ST). Debido a esto, en general los datos no presentan una
distribucién normal (segun el test de Wilk-Shapiro modificado segin Mahibbur y Govindarajulu,
1997 [361]), debido a esto se utilizaron pruebas de estadistica no paramétrica (que utilizan mediana
con intervalos intercuartilos). Para las comparaciones entre los grupos, se usé el andlisis de
varianza de Kruskal-Wallis para comparar varios grupos o la prueba de Mann-Whitney de dos
colas, para comparaciones de muestras no apareadas. Ademas se utilizo el test de Wilcoxon para
comparaciones de muestras apareadas. Se consider6 que las diferencias eran estadisticamente
significativas cuando la probabilidad p<0.05. Para el ensayo de campo abierto se utilizé el andlisis
de varianza (ANOVA) de una via, cuando se trataba de analizar 3 o mas grupos, o el test t de

Student para muestras independientes, cuando la prueba cont6 con s6lo 2 grupos.
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Para evaluar si hubo correlacién entre la intensidad de choque utilizada y el desempefio en la
evitacion inhibitoria, se realiz6 la prueba de correlacion no paramétrica de Spearman.

A los fines de mostrar los datos de una manera mas “familiar” debajo a la derecha de cada
representacion con estadistica no paramétrica se incluyé el grafico de los datos expresado con
estadistica paramétrica; independientemente de que en muchos casos los datos se ajustaban a una
distribucién normal. También se mostraron los valores individuales de las latencias por medio de la
representacion de scatter dot plot.

En todos las casos se considerd que las diferencias eran estadisticamente significativas cuando la
probabilidad p<0.05. Para los andlisis se utilizé el software GraphPad Prism 5.0 para Windows ®
(GraphPad, CA, http://www.graphpad.com/prism/prism.htm).
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CAPITULO III

PARTE I

III._ 1. RELEVANCIA DE __CIERTAS CONDICIONES _BIOLOGICAS Y
EXPERIMENTALES EN LA PRUEBA DE EVITACION INHIBITORIA

La prueba de evitacion inhibitoria en un paso (SD-IA) (evitando el descenso desde una plataforma
aislada) es un aprendizaje asociativo con componentes espaciales y aversivos. En esta tarea el
animal debe contrariar su tendencia espontanea a explorar, aprendiendo a permanecer sobre la
plataforma para evitar un choque eléctrico en las patas que recibiria al descender a la grilla. La
sesion de entrenamiento corresponde a la fase de adquisicién. Durante la sesion se registra el
tiempo que demora el animal en descender de la plataforma (latencia). En cuanto la rata coloca sus
cuatro patas sobre la grilla, recibe un estimulo eléctrico. En el desarrollo de este trabajo de tesis, en
la sesion de test se repite el mismo procedimiento que en el entrenamiento, pero no se aplica
estimulo eléctrico. Durante esta sesion se evalia la expresion de la memoria de lo aprendido, es
decir, se evalua la retencién y la capacidad de evocacion. Se considera que los animales recuerdan,
es decir que alcanzaron el criterio de aprendizaje y formaron una memoria, cuando las latencias en
la sesion de prueba resultan significativamente mayores que las latencias en la sesion de

entrenamiento.

Se consideraron los posibles efectos de la intensidad del estimulo, de la previa manipulacion
sistematica y las posibles variaciones por sexo, asi como de la exposicion a otro ambiente,
sobre el desempeiio en SD-IA, teniendo en cuenta la trascendencia de las investigaciones
sobre memoria y aprendizaje reportadas utilizando esta y otras tareas similares, y la variada

informacién al respecto.

Efecto de la intensidad del estimulo sobre la memoria de la prueba de SD-IA

Se evalué el desempefio en evitacion inhibitoria, en la version de descenso de la plataforma (step
down) (SD-IA), tanto para ratas machos como para hembras, que recibieron previa manipulacién
(handling) tres veces por semana desde el destete, que fueron entrenadas con diferentes
intensidades de choque. El test se realizé 24 h mds tarde (sin aplicacién de choque eléctrico) (figura
3.1 para las hembras y fig 3.2 para los machos).

Las figuras 3.1 y 3.2 corresponden a diagramas de barras, en los que se representan las medianas y
los desvios intercuartiles de las latencias de descenso de la plataforma durante el entrenamiento (a
la izquierda) y durante el test (a la derecha). En la figura 3.1 A se muestran los resultados obtenidos
para ratas hembra, para las distintas intensidades de choque ensayadas, desde 0,4 hasta 1 mA. La
figura 3.2 también muestra los valores obtenidos para ratas macho, para las distintas intensidades

de choque ensayadas, desde 0,4 hasta | mA. No hubo diferencias significativas en las latencias de
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entrenamiento comparando todos los grupos de animales (p>0,05; por prueba de Kruskal Wallis,
ANOVA de una via; N para grupos de hembras = 12, 19, 10 y 14 para los grupos que fueran
entrenados con choques de 0,4, 0,5, 0,6 y 1 mA, respectivamente N para grupos de machos = 12,
12, 11, 12 y 15; respectivamente, para 0,4, 0,5, 0,6, 0,75 y 1 mA). Es decir que todos los grupos de

machos y hembras tuvieron un desempefio similar durante la sesién de entrenamiento.

Las hembras (fig 3.1) evidenciaron haber alcanzado el criterio de aprendizaje para todas las
intensidades de choque ensayadas; es decir que las latencias del test fueron significativamente
mayores que las del entrenamiento (p<0,01 para choques de 0.4; 0,5 y 0,6 mA; p<0,001 para
choque de 1 mA; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). La comparacion estadistica de
las diferencias de latencias (test-entrenamiento) (fig 3.1 B) entre todos los grupos arrojé diferencias
significativas (p<0,01; por prueba de Kruskall Wallis) evidencidndose posteriormente por prueba
de Mann Whitney que los grupos entrenados con intensidad de choque de 0,4 y 0,5 mA tuvieron
un desempefio similar. El grupo entrenado con 1 mA evidencié un mejor desempefio comparado
con aquellos animales entrenados con intensidades de choque de 0,4 y 0,5 mA (p<0,01 para 0,4
mA vs. 1 mA y para 0,5 mA vs. 1 mA; por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney).
También el grupo entrenado con 0,6 mA se desempefid significativamente mejor respecto a los
grupos entrenados con 0,4 mA y 0,5 mA (p<0,05; por prueba para muestras no apareadas de Mann
Whitney).

El grafico de scatter (en fig. 3.1) muestra que, a partir de intensidades de choque de 0,6 mA,
algunos animales alcanzaron la latencia maxima de 120 seg durante el test. Las hembras
evidenciaron coherencia entre el aumento de las latencias en el test y el aumento de la intensidad de
choque, sin embargo no hubo correlacién significativa, si bien el andlisis estadistico arrojé un valor
de p cercano al limite de significacién (p=0,083, y coeficiente de Spearman r=0,90, correlacién no
pardmetrica entre diferencias de latencia y la intensidad de choque). Las hembras alcanzaron el
criterio de aprendizaje cuando se entrenaron con un choque de 0,4 mA.

Los machos (fig 3.2), entrenados con intensidades de choque mayores o iguales a 0,5 mA
evidenciaron haber alcanzado el criterio de aprendizaje, habiendo formado una memoria de la
tarea; es decir que hubo diferencias significativas entre las latencias del test y las del
entrenamiento, siendo significativamente mayores las latencias del test (p<0,01 para choques de
0,5, 0,6 y 0,75 mA; p<0,001 para choque de 1 mA; por prueba para muestras apareadas de
Wilcoxon). Por eso consideramos que, en nuestras condiciones experimentales, el choque de 0,5
mA constituye el umbral para el aprendizaje de la tarea y, posiblemente, para el registro de la traza,
al menos para ratas macho adultas.

La comparacién de las diferencias de latencias (test-entrenamiento) (fig 3.2 B) evidencié un
desempefio més pobre del grupo entrenado con 0,4 mA con respecto a los animales entrenados con
intensidad de choque de 0,75 y 1 mA, y un mejor desempefio del grupo entrenado con 1 mA

respecto del grupo entrenado con 0,5 mA (p<0,001 entre todos los grupos, por prueba de Kruskall
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Fig 3.1: Efecto de la intensidad del estimulo sobre el aprendizaje y la memoria de la
prueba de SD-IA: grupos de hembras.

A: Gréfico de barras que representa las medianas de las latencias de descenso de la
plataforma, con sus rangos intercuartiles (25; 75), de ratas hembra entrenadas con distintas
intensidades de choque (0,4; 0,5; 0,6; y 1 mA; N= 12, 19, 10 y 14 respectivamente).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Paneles inferiores: grafico de scatter (izquierda); y representacion paramétrica de los datos
(media y error estandar, derecha).

* Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(**p<0,01; ***p<0,001).
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Fig 3.1: Efecto de la intensidad del estimulo sobre el aprendizaje y la memoria de la
prueba de SD-IA: grupos de hembras.

B: Las barras representan las diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos
intercuartiles (25; 75) de los grupos de la parte A de esta figura.

# Diferencias significativas de las diferencias de latencias entre distintas intensidades de choque por prueba
para datos no apareados de Mann Whitney (# p<0,05; ## p<0,01, ### p<0,001)
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Fig 3.2: Efecto de la intensidad del estimulo sobre el aprendizaje y la memoria de la
prueba de SD-IA: grupos de machos.
A: Grifico de barras que representa las medianas de las latencias de descenso de la
plataforma con sus rangos intercuartiles (25; 75). de ratas macho entrenadas con distintas
intensidades de choque (0,4; 0,5; 0,6 ;0.75 y 1 mA; N= 12, 12, 11, 12 y 15 respectivamente).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.
Paneles inferiores: gréfico de scatter (izquierda); y representacién paramétrica de los datos
(media y error estdndar, derecha).

eDiferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Fig 3.2: Efecto de la intensidad del estimulo sobre el aprendizaje y la memoria de la
prueba de SD-IA: grupos de machos.

B: Las barras representan las diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos
intercuartiles (25; 75) de los grupos de la parte A de esta figura.

# Diferencias significativas de las diferencias de latencias entre distintas intensidades de choque
por prueba para datos no apareados de Mann Whitney (##p<0,01; ### p<0,001).

Wallis seguido por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney, p<0,01 para 0,75 mA
respecto de 0,4 mA; p<0,001 para 1,0 mA respecto de 0,4 mA, y para 1,0 mA respecto de 0,5 mA).
Sin embargo, es evidente que dentro de cada grupo, no todos los animales evidenciaron haber
aprendido para cada una de las intensidades de choque utilizadas. Por eso, una de las
representaciones elegidas que permite poner en evidencia los datos individuales, es decir cudntos
animales aprendieron y cémo —cuanto tiempo permanecieron sobre la plataforma-, es el grafico de
scatter (scatter plot).

El grifico de scatter de los grupos de machos (fig. 3.2) evidencia que, recién con intensidades de
choque de 0,6 mA o mayores, algunos animales alcanzan las latencias maximas de 120 seg durante
la sesion de test.

De manera semejante a lo que se observé en los hembras, los machos evidenciaron coherencia
entre el aumento de las latencias en el test y el aumento de la intensidad de choque, pero en este
caso la correlacion fue significativa (p<0,05 y coeficiente de Spearman r=1, correlacién no
paramétrica entre diferencias de latencia y la intensidad de choque). Por otro lado, los machos no
alcanzaron el criterio de aprendizaje cuando se entrenaron con un choque de 0,4 mA, mientras que

las hembras si lo hicieron.
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Cuando se compararon las diferencias de latencias (test-entrenamiento) entre los grupos de machos
y hembras entrenados con igual intensidad de choque, no se encontraron diferencias significativas
para ninguno de los choques (p>0,05, por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney).
Por lo tanto, se puede concluir que los machos y las hembras manipulados tres veces por semana
desde el destete, que fueron entrenados con igual intensidad de choque, mostraron un desempefio

similar en esta tarea.

Efecto de la manipulacion de los animales sobre el desempeiio en la prueba de SD-IA

Evaluamos el desempefio de machos que no recibieron manipulacién sistematica tres veces por
semana (handling), excepto por una manipulacién de rutina que se realiza también periédicamente
al cambiar la viruta de la jaula, durante la limpieza, y cuando se los pesa (ver Cap. II Materiales y
métodos, pdgina 54). Los animales también fueron entrenados con distintas intensidades de choque.
La sesion de test se realiz6 a las 24 h, sin aplicacion de choque eléctrico, como se hace
habitualmente. Cuatro grupos de machos, que no recibieron manipulacion previa, fueron

entrenados con distintas intensidades de choque (0,5, 0,6, 0,75 y 1 mA).

La figura 3.3 muestra un grafico de barras cuya altura representa la mediana de las latencias de
descenso de la plataforma, durante el entrenamiento a la izquierda y durante el test a la derecha. No
hubo diferencias significativas en las latencias de entrenamiento entre los distintos grupos en que se
repartieron arbitrariamente los animales (p>0,05; por prueba de Kruskal Wallis, ANOVA de una
via). Las latencias de test fueron significativamente mayores que las del entrenamiento para todos
los grupos de machos analizados (p<0,05 para los grupos entrenados con 0,5 mA y 0,6 mA; [N=15
y 10 respectivamente]; p<0,001 para el grupo entrenado con 0,75 mA; [N=12] y con 1 mA,
[N=11]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). Es decir que todos los grupos de

animales alcanzaron el criterio de aprendizaje de la tarea y formaron una LTM.
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Fig 3.3: Efecto de la manipulacién de los animales sobre el desempeiio en la prueba de
SD-IA.

El grafico de barras representa las medianas de latencias de descenso de la plataforma con
sus rangos intercuartiles (25; 75) de ratas macho (sin manipulacién sistemitica desde el
destete), entrenadas con distintas intensidades de choque (0,5; 0,6 ;0.75 y 1 mA; N= 15, 10,
12 y 11 respectivamente).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.
Panel inferior: gréafico de scatter.

* Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05; ***p<0,001).
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No se observé coherencia en las respuestas con relacion a la intensidad del choque, tampoco hubo
correlacion significativa entre la intensidad de estimulo del entrenamiento y el nivel de desempefio
(diferencias de latencias) para los animales que no recibieron manipulacién sistematica (p=0,33, y
coeficiente de Spearman r=0,80, correlacién no pardmetrica entre diferencias de latencia y la
intensidad de choque). Cuando se compararon las diferencias de latencias (test - entrenamiento)
entre grupos, no fueron significativamente distintas (p>0,05; por prueba de ANOVA de una via, no
paramétrica, Kruskal-Wallis), de manera que todos los grupos parecen haber tenido un desempefio
similar.

En la tabla 3.1 se muestran las medianas con sus rangos intercuartiles, de las diferencias de
latencias (test —entrenamiento) de los grupos de ratas macho con y sin manipulacién sistematica,
cuando fueron entrenados con distintas intensidades de choque (corresponden a los animales de las
fig. 3.2 y 3.3) para poder evaluar el efecto de la manipulacion sobre esta tarea. Para el caso de los
animales entrenados con una intensidad de choque de 1 mA, las latencias de test fueron
significativamente mayores para el grupo con manipulacién sistematica (p<0,05, por prueba para
muestras no apareadas de Mann Whitney). Si bien no hubo diferencias significativas entre las
diferencias de latencias para los grupos con y sin manipulacién sistemadtica, para ninguna de las
intensidades de choque ensayadas (0,5, 0,6, 0,75 y 1 mA) (p>0,05 por prueba de Mann Whitney
para muestras no apareadas), hubo una clara tendencia a un mejor desempefio y rendimiento en el
test, de los animales con previa manipulacién sistemdtica. Los animales que recibieron esta
manipulacién tuvieron valores de medianas de diferencias de latencias mucho mayores respecto de
las obtenidas por aquellos que no la recibieron, cuando fueron entrenados con intensidades de

choque mayores a 0,5 mA (ver tabla 3.1)

Tabla 3.1: Efecto de la intensidad del estimulo y de la manipulacién sistematica sobre el
desempeiio en la prueba de SD-IA de grupos de machos.

0,5 mA 0,6 mA 0,75 mA 1ImA
Con Mediana | 7,83 (0,64;28,85) 18.57 (1,21;65,84) | 24.77 (6,86; 93,38) | 76,70 (30,10; 112,0)
manipulacién
sistematica
Sin Mediana | 7.37 (0,12;46,83) 6.83 (-0,92;41,90) 5,40 (3,54;114,6) 13,03 (6,61;108,7)
manipulacién
sistematica

Se expresan las medianas con sus rangos intercuartiles 25 y 75 de las diferencias de latencias (test-
entrenamiento) obtenidas para los grupos de las figuras 3.1 y 3.3. No se observan diferencias
significativas de las diferencias entre aquellos que recibieron o no manipulacién sistemdtica
(entrenados con igual intensidad de choque), prueba no paramétrica para datos no apareados de Mann
Whitney (p>0,05).

Si bien el unico grupo que mostré una mejoria significativa en la retencién cuando recibid
manipulacion sistemadtica desde el destete fue aquel entrenado con 1 mA esta manipulacién tendi6 a
mejorar la memoria de esta tarea para las intensidades de choque por debajo de 1 mA y en las
condiciones de estos ensayos. Ademas, la experiencia de los entrenadores permitié concluir que

dicha manipulacién simplifica y facilita la necesaria manipulacién de las ratas durante el
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experimento de comportamiento. Al recibir la manipulacién sistemadtica los animales estaban mds
relajados y eran més ddciles, notablemente menos agresivos respecto a los que no habian recibido
esta manipulacién, de manera que parecieron mds habituados a la manipulacién humana. Por esa
razén, los ensayos que se describen a continuacion fueron efectuados con animales que recibieron
manipulacion sistemadtica desde el destete.

Puede especularse que la sola manipulacién necesaria para pasar a la rata desde una jaula a otra
durante la limpieza y el pesaje, seria suficiente para disminuir o “enmascarar’” una posible mayor
incidencia de la manipulacién sistematica que realizamos desde el destete, asi como podria
contribuir a disminuir o anular la incidencia de la manipulacién durante el ensayo por el pasaje a la

caja de evitacion inhibitoria en el momento del entrenamiento.

II1. 2. INTERACCION ENTRE TAREAS DIFERENTES

En nuestro laboratorio se solia colocar a los animales en el campo abierto antes de realizar
cualquier otra tarea de comportamiento, con la doble finalidad de habituarlos a la manipulacién por
el experimentador y al cambio de ambiente. De este modo se trataba de reducir el efecto en general
y el estrés en particular, causados por la novedad, tanto de ser manipulados, como de ser colocados
en una arena desconocida, para luego ser entrenados en una tarea comportamental, en este caso con
componentes claramente aversivos. Como el procesamiento de las memorias de ambas experiencias
depende, al menos en parte, de las mismas estructuras cerebrales, nos preocupaba la posible

interaccion.

Efecto de la exposicion al campo abierto sobre la memoria de SD-IA

Efecto de una exposicion al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales con entrenamiento
“suave’” ( 0,5 mA)

Siguiendo el protocolo esquematizado en la parte superior de la fig. 3.4, se evalu si la exposicion a
una sesién de 3 o de 5 minutos en el campo abierto (OF), (ver discusién pag. 186; introduccién
pag. 35), realizada 1 h 30 min antes del entrenamiento en SD-IA, tenia algiin efecto observable
sobre el desempefio de las ratas en esta ultima tarea, cuando se las entrenaba con una intensidad de
choque umbral, de 0,5 mA, capaz de generar, al menos en algunos animales, una memoria de largo
plazo (LTM).

Se entrenaron tres grupos de machos. Las ratas de uno de esos grupos fueron expuestas durante 3
minutos a una sesion de OF; mientras que en otro grupo fueron expuestas durante 5 minutos al
OF. Las ratas del tercer grupo, utilizado como control, fueron entrenadas en SD-IA con igual
intensidad de choque, pero sin exposicion al OF. A las 24 h se les realiz el test a todos los

animales en ausencia de choque eléctrico, como se hace habitualmente.
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La figura 3.4 A muestra un gréfico de barras representando las medianas de latencias de descenso
durante el entrenamiento en SD-IA y durante el test, con sus respectivos desvios intercuartiles. Las
barras punteadas corresponden a los grupos que fueron expuestos a una sesién de OF (grupo 1 OF),
mientras que las barras vacias corresponden a animales que no fueron expuestos al OF (grupo No-
OF). No hubo diferencias significativas en las latencias de entrenamiento entre los distintos grupos
(p>0,05, por Kruskal Wallis, ANOVA de una via). Las latencias de test fueron significativamente
mayores que las del entrenamiento para los tres grupos (p<0,01 tanto para los grupos expuestos a
una sesién de OF de 3 o de 5 minutos [N=12], como para el grupo no expuesto al OF [N=10];
prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). Es decir que los animales en todos los grupos
alcanzaron el rendimiento adecuado para considerar que aprendieron la tarea y formaron una LTM.
No hubo diferencias significativas entre las medianas de las latencias de descenso de la plataforma
durante el test, entre los distintos grupos (p>0,05; por prueba de Kruskal Wallis, ANOVA de una
via). El grafico de scatter refleja un perfil muy similar de la distribucién de los valores de latencias
del test para todos los grupos estudiados. Tampoco hubo diferencias significativas en la
comparacion de las diferencias de latencias (test - entrenamiento) entre todos los grupos (p>0,05;
por prueba de Kruskal Wallis, ANOVA de una via).

Por lo tanto podemos concluir que una sola exposicién de 3 o de 5 minutos al OF, una hora y media
antes del entrenamiento en SD-IA con intensidad de choque cercana al umbral, no produjo efecto
evidente sobre el desempefio en esta tarea.

Teniendo en cuenta que una sesion de campo abierto, realizada 1 h 30 min antes de SD-IA no tuvo
efecto evidente sobre el desempefio en esta ultima tarea, se acorto el intervalo entre ambas tareas.
Se repitié el mismo protocolo que en la fig 3.4 A, pero se acorté a 50 min el intervalo entre la
sesion en el OF y el entrenamiento (con 0,5 mA) en SD-IA (como se indica en el esquema temporal
de la fig 3.4 B). Tanto el grupo de animales con intervalo de 50 min, como aquel con intervalo de
90 min, alcanzaron el criterio de aprendizaje y expresaron una LTM de SD-IA (p<0,05 entre
latencias de entrenamiento vs. test, grupo 90 min de intervalo, y p<0,01 para el grupo de 50 min de
intervalo, prueba para muestras apareadas de Mann Whitney). Ambos grupos evidenciaron un
desempeiio similar (p>0,05 para las diferencias de latencias de los grupos expuestos al OF 50 min
vs. 90 min antes de SD-IA, por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney) (fig 3.5 B).
Es decir que la exposiciéon previa a una sola sesién de OF no pareci6 ejercer efecto evidente sobre
el desempefio en SD-IA con un entrenamiento débil, ya sea que el intervalo entre ambas tareas

fuera de 50 min o 90 min.
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Fig 3.4 A: Efecto de una exposicion al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales con
entrenamiento ‘“‘suave” ( 0,5 mA ): Influencia de la duracién de la sesiéon de campo
abierto sobre el desempeiio en SD-IA.

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la previa exposicién al
OF en el desempeiio de la SD-IA.

Diagrama de barras: se representan las medianas con sus rangos intercuartiles (25; 75) de
latencias de descenso de ratas macho entrenadas con choque de 0,5 mA Los grupos 1 OF
(barras sombreadas) fueron previamente entrenados en una sesién de 3 minutos o de 5
minutos en el campo abierto (N= 12, para ambos grupos). El grupo No OF (barras vacias) no
fue expuesto al campo abierto (N= 10).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Panel lateral: gréfico de scatter.

* Diferencia significativa entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon

(**p<0,01).

Tabla 3.2 : Se expresan las medianas y los rangos intercuartiles (25;75) de las diferencias de
latencias (test-entrenamiento) obtenidas para los grupos de ratas macho entrenadas con
choque de 0,5 mA, de la fig 3.4 A, que fueron previamente expuestas o no a una sesion de 3
o de 5 minutos en el OF.

10F 5min
10,46 (2,09; 56,85)

10F 3min
9,015 (3,06; 69,46)

No-OF
8,73 (4,87;85,03)

Mediana

No hubo diferencias significativas de las diferencias entre los grupos, por prueba para datos no
pareados de Mann Whitney (p>0,05).
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Fig 3.4 B: Efecto de una exposicion al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales con
entrenamiento “suave” ( 0,5 mA ): Influencia del intervalo entre una sesion de campo
abierto y el entrenamiento de SD-IA sobre el desempeifio en esta tarea.

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la previa exposicién (en
distintos momentos) al OF sobre el desempefio de la SD-IA.

El gréfico de barras representa las medianas con sus rangos intercuartiles (25; 75) de latencias
de descenso de ratas macho entrenadas con choque de 0,5 mA. Todos los grupos fueron
previamente entrenados en una sesién de 3 minutos en el campo abierto. Se compara el
desempefio en SD-IA cuando el intervalo entre el campo abierto y el entrenamiento en SD-IA
fue de 50 min (N=9) 0 90 min (N= 8).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Panel lateral: grafico de scatter.

* Diferencia significativa entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05; **p<0,01).
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Efecto de dos exposiciones al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales entrenados con

distinta intensidad de choque

Nos propusimos evaluar si la exposicion a dos sesiones en un campo abierto (Open Field: OF), de
3 minutos cada una, realizadas 24 h antes y una hora y media antes del entrenamiento en SD-IA -
segin el protocolo experimental corrientemente usado en nuestro y en otros laboratorios-, tenia
algin efecto observable sobre el desempefio de las ratas en esta ultima tarea. Tres grupos de
machos fueron entrenados en SD-IA con diferentes intensidades de choque (0,5 mA, 0,6 mA y 0,75

mA). El test se realiz6 24 h mas tarde (sin aplicacién de choque eléctrico).

La figura 3.5 corresponde al desempefio en SD-IA de los tres grupos de ratas machos que fueron
expuestas previamente al OF. La figura 3.5 A muestra un grafico de barras cuya altura representa
las medianas y los desvios intercuartiles de las latencias de descenso de la plataforma durante el
entrenamiento a la izquierda y las del test, a la derecha. No hubo diferencias significativas en las
latencias de entrenamiento entre los distintos grupos (p>0,05; por prueba de Kruskal Wallis,
ANOVA de una via). Las latencias del test fueron significativamente distintas y mayores a las del
entrenamiento para todos los grupos de ratas macho (p<0,01 para cada una de las intensidades de
choque ensayadas: 0,5; 0,6 y 0,75 mA, siendo N = 10, 14 y 11 para cada choque, respectivamente;
prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). Es decir que todos los grupos de animales
alcanzaron el criterio de aprendizaje de la tarea y formaron una LTM. Las diferencias de latencias
(test-entrenamiento) fueron significativamente distintas para los grupos entrenados con distinta
intensidad de choque (p<0,01, Kruskal Wallis, ANOVA) (fig 3.5 B), ya que el grupo entrenado con
0,75 mA tuvo un mejor desempefio respecto a los grupos entrenados con 0,6 mA y con 0,5 mA
(p<0,05 para 0,6 mA vs. 0,75 mA; p<0,01 para 0,5 mA vs. 0,75 mA; por prueba para muestras no
apareadas de Mann Whitney). Se observo coherencia en las respuestas en relacion con la intensidad
del choque, pero no hubo correlacién significativa entre la intensidad de estimulo del
entrenamiento y el nivel de desempefio (diferencias de latencias) para los animales entrenados con
distinta intensidad de choque (p=1, y coeficiente de Spearman r=0,50, correlaciéon no parametrica

entre diferencias de latencia y la intensidad de choque).

Se compar6 el desempeiio en SD-IA de grupos de ratas macho con y sin exposicion a dos sesiones
previas de campo abierto, entrenadas con igual intensidad de choque, de manera de evaluar el
efecto del OF sobre esta tarea (corresponden a los mismos animales del ensayo de la fig 3.2
comparados con los de la fig. 3.5). Aunque hubo una tendencia a un mejor desempefio y
rendimiento en los animales con exposicién al campo abierto, es decir que los valores de las
medianas fueron superiores para los grupos con exposicion al OF (especialmente cuando se entrend
a los grupos con 0,75 mA), las diferencias no fueron significativas entre los grupos con o sin

exposicion previa al OF para ninguna de las intensidades de choque ensayadas (p>0,05 para la
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Fig 3.5: Efecto de dos exposiciones al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales
entrenados con distinta intensidad de choque.

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la previa exposicién al
OF en el desempefio de la SD-IA.

A: Griéfico de barras que representa las medianas con sus rangos intercuartiles (25; 75) de
latencias de descenso de la plataforma de ratas macho entrenadas con distintas intensidades
de choque (0,5; 0,6 y 0,75 mA, segin se indica en la abscisa; N= 10, 14 y 11
respectivamente). Todos los grupos fueron expuestos a dos sesiones de campo abierto 24 h y
1 h 30 min antes del entrenamiento de SD-IA.

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.
Panel inferior: grafico de scatter.

*Entrenamiento significativamente diferente del test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(**p<0,01).
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Fig 3.5: Efecto de dos exposiciones al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales
entrenados con distinta intensidad de choque.

B : Las barras representan las diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos
intercuartiles (25; 75) de los grupos de la parte A de esta figura .

# Diferencias significativas de las diferencias entre distintas intensidades de choque por prueba para
datos no apareados de Mann Whitney (# p<0,05; ## p<0,01).
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Fig 3.5 C: Efecto de dos exposiciones al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales
entrenados con distinta intensidad de choque: comparacion de grupos OF vs No-OF.
Las barras representan las diferencias de latencias (test-entrenamiento) de los grupos de

animales de las figuras 3.2. y 3.5.
& Diferencias significativas de los test entre grupo OF vs. No-OF (entrenados con igual intensidad
de choque); prueba para datos no pareados de Mann Whitney (& p<0,05).

0,5 mA 0,6 mA 0,75 mA
No-OF Mediana 7,83 (0,63; 28.,85) 18,57 (1,21; 65,84) 24,77 (6,86; 93,38)
OF Mediana 7,34 (1,36; 17,98) 36,07 (9,30; 65,99) 112,38 (81,08; 116,40)

Tabla 3.2: Se expresan las medianas con sus rangos intercuartiles 25 y 75 de las diferencias de latencias (test-

entrenamiento) obtenidas para los grupos de las figuras 3.2 Ay 3.5.
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Fig 3.5 D: Desempeiio en el campo abierto de dos grupos de ratas macho que fueron
expuestas a 2 sesiones en el OF (de los mismos animales de la fig 3.5 A), que luego
fueron entrenados en SD-IA con distinta intensidad de choque.

i: corresponden a las ratas que luego fueron entrenadas con 0,6 mA.

ii: idem con 0,75 mA. Las barras representan medias y error estindar del nimero de
cruces (cr), elevaciones sobre las patas traseras, (rearings: re) y acicalamientos
(groomings: gr), durante la primera sesion (tr) y la segunda sesion (te) de OF.

* Diferencias significativas del pardmetro entre la primera y segunda sesidén por prueba de t para
datos apareados (**p<0,01,***p<0,001).
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comparacion de las diferencias de latencias [test — entrenamiento], de los grupos entrenados con
0,5, 0,6, 0,75 mA, datos de fig 3.5 A vs. datos de fig 3.2, por prueba para muestras no apareadas de
Mann Whitney). Hubo diferencias significativas en el desempefio durante el test entre aquellos
grupos entrenados con una intensidad de choque de 0,75 mA, siendo mayores las medianas de las
latencias para el grupo que fue expuesto previamente a dos sesiones de OF respecto del grupo que
no tuvo esta exposicion (p<0,05, por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney) (fig 3.5
O).

En la segunda sesion de campo abierto se observé disminucion significativa de las elevaciones
sobre los miembros posteriores (re: rearings) (p<0,01, por prueba de t para datos apareados); y una
disminucidn significativa de los cruces (cr) (p<0,001, por prueba de t para datos apareados) (fig 3.5
O).

En este punto debe sefalarse que, si bien la comparacién de varios ensayos realizados en diversas
épocas, incluyendo distintas estaciones, con distintas camadas de animales, arrojaron resultados
muchas veces cercanos a la significacion estadistica, en general no la alcanzaron. Por ello, y por la
enorme variacion individual que conlleva una gran dispersion en las respuestas comportamentales,
nosotros y otros investigadores consideramos que, en este tipo de experimentacién, las
comparaciones mds vélidas son las que se realizan intra-ensayo. Es por ello que luego se procedi6 a
comparar el desempefio en SD-IA entre grupos de animales en ensayos realizados simultineamente

0, al menos, dentro de la misma semana.

Efecto de dos exposiciones al OF sobre el desempeno en SD-IA en animales con

entrenamiento ‘“suave’ (0,5 mA)

Dos grupos de machos se entrenaron en la SD-IA con un choque de 0,5 mA, y se evalud la
influencia de la exposicién previa a dos sesiones de OF de 3 min cada una, segin el disefio
experimental ya descripto, habiendo un intervalo de 1 h 30 minutos entre la segunda sesién de OF y
el entrenamiento en la SD-IA (ver esquema del disefio experimental de la fig 3.6).

La figura 3.6 muestra grificos de barras de las medianas y sus desvios intercuartiles, de las
latencias de descenso durante el entrenamiento y durante el test en SD-IA: las barras rayadas
corresponden a los grupos que fueron previamente expuestos a dos sesiones de OF (grupo 2 OF),
mientras que las barras vacias corresponden a animales que no fueron expuestos al OF (grupo No-
OF). No hubo diferencias significativas en las latencias de entrenamiento entre los grupos (p>0,05,
por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney). Las latencias de test fueron
significativamente diferentes y mayores respecto de las del entrenamiento para los dos grupos
analizados (p<0,05, para el grupo No-OF [N=10]; p<0,01 para el grupo OF [N=12]; por prueba
para muestras apareadas de Wilcoxon). Es decir que tanto el grupo de ratas expuestas previamente
a las dos sesiones en el OF, como aquellas que no tuvieron esta exposicién al OF (No-OF),

alcanzaron el criterio de aprendizaje de la tarea, expresando una LTM de la SD-IA. A su vez, las
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Fig 3.6: Efecto de dos exposiciones al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales con
entrenamiento ‘“suave” ( 0,5 mA ).

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la previa exposicion al
OF en el desempefio de la SD-IA.

Izquierda: Grafico de barras que representa las medianas con sus rangos intercuartiles (25;
75) de latencias de descenso de dos grupos de machos: el grupo 2 OF que fue previamente
entrenado en dos sesiones de campo abierto (barras rayadas) (N= 12), y el grupo No-OF

(barras vacias) no fue expuesto al campo abierto (N= 10).

Derecha: gréfico de scatter.

Campo abierto: el nimero de elevaciones fue significativamente menor en la segunda
sesion de OF (media elevaciones: 1ra sesion 23,33 +1,44; 2 da sesién 18,58 + 1,05)

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05; **p<0,01).
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diferencias de latencias (test-entrenamiento) de los distintos grupos no fueron estadisticamente
diferentes (p>0,05, grupo OF vs. grupo No-OF por prueba para muestras no apareadas de Mann
Whitney). Es decir que la exposicion a dos sesiones en el OF, previamente al entrenamiento suave
en SD-IA no produjo cambios significativos en la retenciéon y LTM de esta tarea.

En la segunda sesién en el OF, se observd disminucién significativa del nimero de elevaciones
sobre los miembros posteriores (p<0,05, por prueba de t para datos apareados).

Luego se compararon las diferencias de latencias de los grupos de machos entrenados con 0,5 mA,
expuestos a una sola sesién de OF de 3 o 5 minutos (fig 3.4 A), con aquellos que fueron expuestos
a dos sesiones de OF de 3 minutos cada una (fig 3.6), comprobandose que el desempefio en SD-IA
no fue estadisticamente distinto para los tres grupos (p>0,05; por prueba Kruskal Wallis, ANOVA).
Es decir que no hubo diferencias significativas entre los grupos que fueron expuestos a una sesién
de 3 min vs. aquellos expuestos a dos sesiones de 3 min. Tampoco hubo diferencias significativas
entre los grupos expuestos a una sesién de 5 min vs. aquellos que fueron expuestos a dos sesiones
de 3 min. Es decir que cuando se entrené con una intensidad de choque umbral de 0,5 mA en SD-
IA, la exposicién previa al campo abierto no tuvo un efecto evidente sobre el desempefio en esta

tarea.

Por otra parte, dos grupos de hembras se entrenaron en SD-IA con un choque de 0,5 mA, y se
evalué la influencia de la exposicién previa a dos sesiones de OF, segin el disefio experimental

seguido para los machos (ver esquema del disefio experimental en la parte superior de la fig 3.7).

La figura 3.7 muestra grificos de barras de las medianas y sus desvios intercuartiles, de las
latencias de descenso durante el entrenamiento y durante el test en SD-IA. Las barras rayadas
corresponden a los grupos que fueron expuestos a dos sesiones de campo abierto (grupo 2 OF),
mientras que las barras vacias corresponden a animales que no fueron expuestos al campo abierto
(grupo No-OF). No hubo diferencias significativas en las latencias de entrenamiento entre los
grupos (p>0,05, grupo 2 OF vs grupo No-OF por prueba para muestras no apareadas de Mann
Whitney). Las latencias del test fueron significativamente diferentes y mayores que las del
entrenamiento para los dos grupos (p<0,001 tanto para el grupo No-OF [N=18]; como para el
grupo con 2 OF [N=16]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). Es decir que ambos
grupos alcanzaron el criterio de aprendizaje, y formaron una LTM de la tarea. Y a su vez, no hubo
diferencias significativas entre las diferencias de latencias (test - entrenamiento), cuando se
compararon los grupos que fueron expuestos con los grupos que no fueron expuestos al OF
(p>0,05; por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney).

En conclusion, la exposicion al OF (dos sesiones de 3 min cada una) previa al entrenamiento en
SD-IA, con intensidad de choque suave, no dio lugar a una modificacién significativa en el
desempefio en esta dltima tarea, tanto para el caso de los machos, como para el caso de las

hembras.
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Fig 3.7 A: Efecto de dos exposiciones al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales
con entrenamiento “suave” ( 0,5 mA ).

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la previa exposicién al
OF en la SD-IA. Izquierda: Grifico de barras que representa las medianas con sus rangos
intercuartiles (25; 75) de las latencias de descenso de dos grupos de hembras: el grupo 2 OF
que fue previamente entrenado en dos sesiones de campo abierto (barras rayadas) (N= 16), y
el grupo No-OF (barras vacias) no fue expuesto al campo abierto (N= 18).

Derecha: gréafico de scatter dot.

* Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(***p<0,001).



Efecto _de dos exposiciones al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales con

entrenamiento “suave’ (0,5 mA)

Evaluacion de las memorias de corta corta y de larga duracion

Luego se evaluo la influencia de la exposicién previa a dos sesiones de OF sobre la memoria de
corta duracién (STM) en SD-IA (fig 3.7 B). Dos grupos de hembras se entrenaron en SD-IA con un
choque de 0,5 mA, segtin el disefio experimental que se muestra en el esquema de la parte superior
de la fig 3.7 B.

Se observaron disminuciones del nimero de cruces y de elevaciones sobre los miembros
posteriores (rearings) en la segunda sesion en el OF, que fueron estadisticamente significativas
(p<0,05 para las elevaciones y p<0,01 para los cruces, por prueba de t para datos apareados (tabla
3.3).

Tabla 3.3: Desempeiio en el OF de las ratas hembra del ensayo de la figura 3.7 B (grupo 2 OF).

Campo Cruces Elevaciones Acicalamientos
abierto

1°sesion 2°sesiéon 1°sesion 2°sesion 1°sesion 2°sesion

Media + ES |91,33 + 6,26%% |68,33 +6,15%* [27,00 +3,51* [20.22 +2,27% |3,78 +1,01 [1,78 +043

Se muestran las medias y su error estdndar para los distintos pardmetros registrados para el grupo OF.

*Diferencias significativas para el pardmetro correspondiente, entre la primera y segunda sesion,
prueba de t para datos apareados (*p<0,05, **p<0,01).

Luego de la segunda sesion en el OF, 1 h 30 min mds tarde las ratas fueron entrenadas en SD-IA (fig
3.7 B).

Las latencias del test (realizado 40 min luego del entrenamiento) fueron significativamente distintas
y mayores respecto a las latencias del entrenamiento, tanto para el grupo que fue expuesto a dos
sesiones de OF, como para el que no fue expuesto al OF (p<0,01 en la comparacién del
entrenamiento con el test, prueba para muestras apareadas de Mann Whitney; grupo No-OF:
[N=11] y grupo 2 OF: [N=12]). La exposicién previa al OF no tuvo un efecto significativo, con
respecto al grupo no expuesto al OF, sobre la memoria de corta duracién (p>0,05 en la
comparacion de las diferencias de latencias de los grupos 2 OF vs. No-OF, prueba para muestras no
apareadas de Mann Whitney).

Pasadas las 24 horas del entrenamiento en SD-IA, se realiz6 un nuevo test para estos dos grupos de
animales, de manera de evaluar la memoria de larga duraciéon (LTM). Se comprobd que ambos
grupos, ya fuera que hubieran sido expuestos o no al OF, alcanzaron el criterio de aprendizaje,
evidenciando la formaciéon de LTM de esta tarea (p<0,05 para el grupo OF y p<0,01 para el grupo
No-OF, en la comparacién entrenamiento vs. test LTM, prueba para muestras apareadas de

Wilcoxon). Las memorias de corta duracién no fueron significativamente distintas entre los dos
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Fig 3.7 B: Efecto de dos exposiciones al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales
con entrenamiento “suave” ( 0,5 mA ): Evaluacion de las memorias de corta y larga
duracién.

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la previa exposicion al
OF en el desempeiio de la SD-IA en las distintas sesiones del test.

Izquierda: Grafico de barras que representa las medianas con sus rangos intercuartiles (25;
75) de latencias de descenso de dos grupos de hembras: el grupo No-OF (barras vacias) que
no fue expuesto al campo abierto (N=11) y el grupo 2 OF, que fue previamente entrenado en
dos sesiones de campo abierto (barras rayadas) (N=12). Se representan las latencias
obtenidas en el entrenamiento (tr), y en ambas sesiones de test: el test para evaluar la
memoria de corta duracién (STM) realizado 40 min después del entrenamiento (te STM); y
en el test para evaluar la memoria de larga duraciéon (LTM), realizado 24 h después del
entrenamiento (te LTM).

Derecha: gréfico de scatter.

* Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05; **p<0,01).

& Diferencias significativas entre test STM y test LTM, prueba para datos apareados de Wilcoxon
(&p<0,05)



grupos (p>0,05 entre los test STM 2 OF vs. test STM No-OF; prueba de Mann Whitney). Tampoco
fueron significativamente distintas las memorias de larga duracién entre si (p>0,05 entre los test
LTM 2 OF vs. test LTM No-OF; prueba de Mann Whitney). Pero la comparacién del desempefio
en el test realizado a los 40 min, respecto de aquel realizado a las 24 h, arroj6 diferencias
significativas para el caso los animales que no fueron previamente expuestos al OF, siendo
mayores las medianas de latencias en el test de STM (p<0,05; latencia de test STM vs. latencia de
test LTM para grupos expuestos al OF, prueba de Mann Whitney).

Para el caso de los animales que fueron expuestos a 2 OF, el desempefio en el test realizado a los
40 min (STM), respecto al realizado a las 24 h (LTM), no fue significativamente distinto (p>0,05,
prueba de Mann Whitney). En el grafico de scatter se pudo observar en el grupo de animales
expuestos al OF, que en la distribucion de los valores de latencias del test realizado a los 40 min

hubo més animales con latencias cercanas al tope de 120 seg, respecto al test realizado a las 24 h.

La comparacién de las diferencias de latencias (test - entrenamiento para STM) vs. (test -
entrenamiento para LTM) no arrojé diferencias significativas, ni en el caso de los animales
expuestos al OF, ni para el caso de los animales que no fueron expuestos al OF (p>0,05 por prueba

de Mann Whitney).

En otras palabras, la exposicion de ratas hembras a dos sesiones de campo abierto previas al
entrenamiento en SD-IA con intensidad de choque umbral, no produjo cambios evidentes en el
desempefio en esta tarea evaluada por la retencién a las 24 h, de manera similar a lo que sucedi6
con los machos. Pero en el momento de la evocacion de la STM, las medianas de latencias fueron
mayores que las de la LTM para las ratas previamente expuestas al OF. Mientras que no hubo
diferencias significativas entre STM y LTM de los animales sin exposicién previa al OF, al menos

en las condiciones de estos ensayos.

Efecto _de dos exposiciones al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales con

entrenamiento ‘“fuerte” (0,75 mA)

Ratas machos se entrenaron en SD-IA con un choque de 0,75 mA, y se evalud la influencia de la
exposicion previa dos sesiones de OF, de 3 min cada una, segin el disefio experimental ya
descripto. Nuevamente, el test de SD-IA se realiz6 a las 24 h luego del entrenamiento, en ausencia

de choque eléctrico (ver esquema temporal en la parte superior de la fig 3.8 A).

La figura 3.8 corresponde al desempeiio en SD-IA de los dos grupos de machos estudiados. La
parte A de la figura muestra un grifico de barras que representa las medianas y desvios
intercuartiles de las latencias de descenso de la plataforma, para las ratas macho entrenadas segin

el protocolo mencionado y descripto en el diagrama de la parte superior de la figura. Las barras
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Fig 3.8: Efecto de dos exposiciones al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales con
entrenamiento “fuerte” ( 0,75 mA).
Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la previa exposicion al

OF en el desempefio de la SD-IA.

A: Izquierda: Gréfico de barras que representa las medianas con sus rangos intercuartiles
(25; 75) de latencias de descenso de dos grupos de machos: el grupo 2 OF que fue
previamente entrenado en dos sesiones de campo abierto (barras rayadas) (N= 11), y el grupo
No-OF (barras vacias) no fue expuesto al campo abierto (N= 15).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test (25; 75).

Derecha: gréfico de scatter dot.

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05; **p<0,01).



vacias corresponden al grupo que no fue expuesto al campo abierto (No-OF) y las barras rayadas
corresponden al grupo que fue expuesto a dos sesiones previas en el campo abierto (2 OF). No
hubo diferencias significativas en las latencias de entrenamiento entre los grupos (p>0,05, por
prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney). Las latencias del test fueron
significativamente diferentes y mayores que las del entrenamiento para los dos grupos analizados
(p<0,01 para el grupo 2 OF [N=11]; p<0,05 para el grupo No-OF [N=15]; por prueba para muestras
apareadas de Wilcoxon); es decir que en ambos grupos se alcanzo el criterio de aprendizaje de la

tarea, habiéndose formado una LTM.
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Fig 3.8: Efecto de dos exposiciones al OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales con
entrenamiento “fuerte” ( 0,75 mA).

B: Diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos intercuartiles (25; 75) de los
grupos 2 OF y No-OF de la parte A de la figura.

# Diferencias significativas entre las diferencias por prueba no pareada de Mann Whitney
(# p<0,05).

La figura 3.8 B muestra un grédfico de barras de las medianas de las diferencias de latencias (test-
entrenamiento) de los dos grupos de animales (2 OF y No-OF). Al comparar las diferencias de
latencias (test — entrenamiento) entre el grupo con dos sesiones en el OF y el grupo No-OF, se
evidencié un desempefo significativamente mejor (mayores latencias durante el test y mayor

diferencia) del grupo de animales expuestos previamente a dos sesiones en el OF, respecto al grupo
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No-OF (p<0,05, por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney). Es decir que las dos
sesiones en el campo abierto habrian “facilitado” la formacién de la LTM de la evitacion

inhibitoria.

III. 3. INFLUENCIA DEL CICLO LUZ/OSCURIDAD SOBRE LA MEMORIA EN LA
RATA

En nuestro bioterio los animales son mantenidos permanentemente, tanto las ratas gestantes como
sus crias, desde el nacimiento, en condiciones de ciclo luz/oscuridad invertido, respecto al dia
normal objetivo, de manera que los animales se encuentran en su fase de mayor actividad, cuando
pasan mas horas despiertos, en los momentos en que se realizan los ensayos.

Decidimos tratar de indagar si el hecho de entrenar a los animales durante su fase de mayor
actividad (para las ratas criadas en CI) podia arrojar resultados diferentes en cuanto a la formacién
de una LTM y en cuanto al efecto observado del campo abierto sobre el desempefio en la SD-IA.
Entonces, se decidié investigar la modulacién de la memoria de esta tarea por el OF, en animales
mantenidos en ciclo luz/oscuridad derecho (CD), entrenados durante su periodo de suefio (dia

objetivo).

Efecto del OF sobre el desempeiio en la prueba de SD-IA en animales con entrenamiento

“suave” (0,5 mA) durante su periodo de sueiio (mantenidos en ciclo luz/ oscuridad derecho)

Tres grupos de machos se entrenaron en SD-IA con un choque de 0,5 mA, y se evalu6 la influencia
de la exposicion previa al OF (ya sea dos sesiones realizadas 24 h y 1 h 30 min, o bien una tnica
sesion 50 min -0 1 h 30 min, no mostrado aqui- antes del entrenamiento en SD-IA) durante su
periodo de suefio. Nuevamente el test de SD-IA se realiz a las 24 h, en ausencia de choque

eléctrico.

La figura 3.9 corresponde al desempefio en SD-IA. Se muestran gréficos de barras que representan
las medianas y desvios intercuartiles de las latencias de descenso de la plataforma para el grupo que
no fue expuesto al campo abierto (grupo No-OF, barras vacias), para el grupo expuesto a una tnica
sesion de OF (grupo 1 OF, barras punteadas) y para el grupo que fue expuesto a dos sesiones
previas en el campo abierto (grupo 2 OF, barras rayadas). No hubo diferencias significativas en las
latencias de entrenamiento en SD-IA entre los grupos (p>0,05, por prueba para muestras no
apareadas de Mann Whitney). Las latencias del test fueron significativamente diferentes y mayores
que las del entrenamiento para los tres grupos (p<0,05 para el grupo No-OF [N=13]; p<0,01 para el
grupo 1 OF [N=11] y para el grupo 2 OF [N=8]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon);

es decir que las ratas de todos los grupos aprendieron la tarea y formaron una LTM.
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Fig 3.9: Efecto del OF sobre el desempefio en la prueba de SD-IA en animales con
entrenamiento “suave” (0,5 mA) durante su periodo de suefio (mantenidos en ciclo luz/
oscuridad derecho).

Arriba: Esquema del disefio experimental de los ensayos de comportamiento. Se entrenaron
grupos de ratas macho, con el ciclo luz oscuridad derecho, durante su fase de suefio, con un
choque de 0,5 mA.

A: Las barras corresponden al desempefio en SD-IA del grupo que no fue expuesto al OF
(barras vacias, grupo No-OF, N=13), de otro grupo expuesto a una sesién de campo abierto
(barras punteadas, grupo 1 OF, N=11) y de otro grupo expuesto a dos sesiones de campo
abierto (barras rayadas, grupo 2 OF, N=8). Las barras representan medianas de latencias de
descenso con sus rangos intercuartiles (25; 75).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.
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Panel inferior: grafico de scatter.

Izquierda: Desempefio en el campo abierto del grupo de los dos grupos de machos que
pasaron por esta tarea. Las barras representan medias y error estdndar del nimero de cruces
(cr), elevaciones sobre las patas traseras,(rearings: re) y acicalamientos (groomings: gr).

eDiferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05; **p<0,01).

+ Diferencias significativas para pardmetro correspondiente entre primera y segunda sesién de OF;
prueba de t de Student para datos apareados (+p<0,05; ++p<0,01).
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Fig 3.9: Efecto del OF sobre el desempeiio en la prueba de SD-IA en animales con
entrenamiento “‘suave” (0,5 mA) durante su periodo de suefio (mantenidos en ciclo luz/
oscuridad derecho).

B: Diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos intercuartiles (25; 75) de los
grupos expuestos al OF y No-OF de la parte A de esta figura.

# Diferencias significativas entre las diferencias por prueba no pareada de Mann Whitney (# p<0,05).
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En el grupo que fue expuesto a 2 OF se observé disminucion significativa de las elevaciones sobre
los miembros posteriores (rearings) (p<0,05, por prueba de t para datos apareados); y una
disminucién significativa de los cruces (p<0,01, por prueba de t para datos apareados) (fig. 3.9 A;

ver gréfico a la izquierda).

La figura 3.9 B es un grafico de barras de las medianas de las diferencias de latencias (test -
entrenamiento) en SD-IA para los tres grupos (No-OF, 1 OF y 2 OF). El grupo que no fue expuesto
al campo abierto tuvo un desempefio significativamente mas pobre que los grupos que fueron
expuestos, ya sea a una o a dos sesiones en el OF (p<0,05 entre todos los grupos, por prueba de
Kruskall Wallis, seguido por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney, p<0,05, entre
grupo No-OF vs. grupo 1 OF y entre grupo No-OF vs. grupo 2 OF). Es decir que la exposicion
previa a una o dos sesiones en el campo abierto tuvo un efecto de mejora significativa en el
desempefio en SD-IA, en grupos de machos entrenados durante su periodo de suefo, con un

protocolo suave.

Luego se comparé el desempeiio en SD-IA, de los grupos de animales mantenidos en ciclo
luz/oscuridad derecho e invertido. La fig 3.9 C corresponde a las diferencias de latencias (test -
entrenamiento), de los grupos de animales entrenados en condiciones similares, ya sea que se
encontraran en su fase de suefio (parte i de la figura, animales en CD), o bien aquellos que se
encontraban “despiertos” (parte ii de la figura, animales en CI).

Se muestran aquellos grupos que tuvieron o no exposicion previa al campo abierto. Se comparé el
desempefio de los grupos No-OF (datos correspondientes a fig 3.6 vs. fig 3.9); el desempeio de los
grupos con 1 sesién de OF (datos de fig 3.4 A vs. fig 3.9), asi como el de los grupos con 2 OF
(datos de fig 3.6 vs. fig 3.9).

La comparacién de las latencias durante el entrenamiento evidencié que hubo diferencias
significativas entre los animales de ciclo derecho (CD), respecto a los de ciclo invertido, siendo
mayores los valores de latencias para los grupos de animales en CD (p<0,01; por prueba de Kruskal
Wallis, ANOVA de una via). En cuanto a los test, en los grupos de animales expuestos a 1 sesién
de OF se observo un mejor desempefio de aquellos en CD (en fase de suefio) (p<0,05, por prueba
para muestras no apareadas de Mann Whitney). La comparacién de las diferencias de latencias
entre los grupos que fueron expuestos a dos sesiones de OF, evidencié un mejor desempeiio de
aquellos animales mantenidos en CD, respecto de los mantenidos en CI (p<0,01, por prueba para

muestras no apareadas de Mann Whitney).
A diferencia de los grupos entrenados durante su fase de mayor actividad, los grupos que se

encontraban en su fase de suefio (CD) evidenciaron una mejora significativa en SD-IA cuando

fueron entrenados con un choque suave, debido a la previa exposicién al campo abierto. Los grupos
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Fig 3.9 C: Desempeiio en SD-IA con entrenamiento suave de ratas mantenidas en ciclo
de luz/oscuridad derecho (CD) (i) y de aquellas criadas en ciclo invertido (CI) (ii).
Todas fueron entrenadas durante el dia objetivo.

Las barras representan las medianas de las diferencias de latencias (test-entrenamiento) con
sus rangos intercuartiles (25; 75) obtenidas para los animales de las figuras 3.5 A y B (ii),
3.9 B (i) de los grupos expuestos a dos sesiones de campo abierto (2 OF, barras rayadas),
grupos expuestos a una sesién de campo abierto (1 OF, barras punteadas) y grupos que no
fueron expuestos al OF (No-OF, barras vacias).

que fueron entrenados en su fase de suefio demoraron mas tiempo (tuvieron valores de latencias

mds elevados) en descender de la plataforma durante el entrenamiento en SD-IA con respecto a los

grupos entrenados durante su fase de mayor actividad.

Efecto del OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales con entrenamiento “fuerte’ (de 0,75

mA) durante su periodo de sueiio (en ratas mantenidas en ciclo luz/ oscuridad derecho)

En base a los resultados obtenidos previamente en animales cirdos en CI, nos propusimos
investigar la posible influencia de la luz y/o del ritmo circadiano sobre el efecto que ejerce el OF

sobre la memoria de SD-TA, cuando se entrena con una intensidad de choque fuerte.

Dos grupos de machos se entrenaron en SD-IA con un choque de 0,75 mA, y se evalud la
influencia de la exposicion previa a dos sesiones en el OF, realizadas 24 h y 1 h 30 min antes del
entrenamiento en SD-IA (ver esquema del disefio del ensayo en la parte superior de la figura 3.10

A). Nuevamente el test de SD-IA se realiz6 a las 24 h del entrenamiento.
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Fig 3.10: Efecto del OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales con entrenamiento
“fuerte” (de 0,75 mA) durante su periodo de suefio (en ratas mantenidas en ciclo luz/
oscuridad derecho).

Arriba: Esquema del disefio experimental de los ensayos de comportamiento. Se entrenaron
grupos de ratas macho, con el ciclo luz oscuridad derecho, durante su fase de suefio, con un
choque de 0,75 mA.

A: Las barras corresponden a las medianas con sus rangos intercuartiles (25; 75) de latencias
de descenso en SD-IA del grupo que no fue expuesto al OF (barras vacias, grupo No-OF,
N=8), y del grupo expuesto a dos sesiones de campo abierto (barras rayadas, grupo 2 OF,
N=9).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Panel inferior: grafico de scatter .
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El grafico a la izquierda corresponde al desempefio en el campo abierto del grupo de los dos
grupos de machos que pasaron por esta tarea. Las barras representan medias y error estandar
del ndmero de cruces (cr), elevaciones sobre las patas traseras, (rearings: re) y
acicalamientos (groomings: gr).

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05; **p<0,01).

+ Diferencias significativas para parametro correspondiente entre primera y segunda sesién de OF;
prueba de t de Student para datos apareados (+p<0,05).
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Fig 3.10: Efecto del OF sobre el desempeio en SD-IA en animales con entrenamiento
“fuerte” (de 0,75 mA) durante su periodo de suefio (en ratas mantenidas en ciclo luz/
oscuridad derecho).

B: Diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos intercuartiles (25; 75) de los
grupos OF y No-OF de la parte A de esta figura.

# Diferencias significativas entre las diferencias por prueba de compaarciones miltiples de Dunns ( # p<0,05).
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La figura 3.10 corresponde al desempefio en SD-IA de los grupos de machos entrenados durante su
periodo de suefio. La parte A de la figura muestra un gréfico de barras que representa las medianas
y desvios intercuartiles de las latencias de descenso de la plataforma, para el grupo que no fue
expuesto al campo abierto (grupo No-OF, barras vacias) y para el grupo que fue expuesto a dos
sesiones previas en el campo abierto (grupo 2 OF, barras rayadas). No hubo diferencias
significativas en las latencias de entrenamiento en SD-IA entre los grupos (p>0,05, por prueba para
muestras no apareadas de Mann Whitney). Las latencias del test fueron significativamente
diferentes y mayores respecto a las del entrenamiento, tanto para el grupo que no fue expuesto al
OF, como para aquel expuesto a dos sesiones de OF (p<0,05 para el grupo No-OF [N=8]; p<0,01;
para el grupo 2 OF [N=9]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon); es decir que ambos

grupos alcanzaron el criterio de aprendizaje de la tarea, evidenciandose la formacién de LTM.

La figura 3.10 B es un grafico de barras de las diferencias de latencias (test - entrenamiento) de los
dos grupos: No-OF y 2 OF, respectivamente. El grupo de ratas expuestas a dos sesiones de OF tuvo
un desempefio significativamente mejor al del grupo que no fue expuesto al OF (p<0,05 en la
comparacion de las diferencias de latencias [test-entrenamiento], prueba de Mann Whitney). Es
decir que la exposicion previa a dos sesiones de campo abierto mejor6 el desempefo en SD-IA, en
grupos de animales que se encontraban en su periodo de suefio y que recibieron un entrenamiento

“fuerte”.

Luego se comparé el desempefio en SD-IA de los grupos de animales criados en CD vs. los
mantenidos en CI. La fig 3.10 C corresponde a la comparacién de las diferencias de latencias (test
- entrenamiento), entre los grupos que se consideran en su fase de suefio (parte i de la figura,
animales en CD), y aquellos que se encuentran “despiertos” (parte ii de la figura, animales en CI).
Se compar6 el desempefio de los grupos mantenidos en CD con respecto a aquellos mantenidos en
CI, luego de que fueran expuestos a dos sesiones de OF (grupos 2 OF), o de los que no fueran
expuestos al OF (grupos No-OF) (datos de fig 3.8 vs. fig 3.10 A). No hubo diferencias
significativas para ninguna de las comparaciones de diferencias de latencias realizadas (p>0,05, por
prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney). (fig 3.10 C). Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que la comparacion de las latencias durante la sesion de entrenamiento evidencié que hubo
diferencias significativas entre los animales de ciclo derecho (CD), respecto a los de ciclo
invertido, siendo mayores los valores de latencias de entrenamiento para los grupos de animales en

CD (p<0,001; por prueba de Kruskal Wallis, ANOVA de una via).

En resumen: En forma similar a lo que ocurrié en los animales en CI (que se encontraban en su fase
de vigilia al realizar la SD-IA), los grupos que se encontraban en su fase de suefio evidenciaron un
efecto de facilitaciéon de la memoria de SD-IA con un entrenamiento fuerte, por la previa

exposicion a dos sesiones de OF. También debe tenerse en cuenta que los grupos que fueron
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entrenados en su fase de suefio, demoraron mds tiempo en descender de la plataforma durante el

entrenamiento en SD-IA, con respecto a los grupos entrenados durante su fase de mayor actividad.

i Ciclo derecho (CD) ! Ciclo invertido (Cl)
120+ # | 120 #

= 1104 : —~ 110
@ 100+ S 100
= 90 E 90-
W 80+ W 80+
S 704 @ 704
= 60- = 60-
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Fig 3.10 C: Desempeiio en SD-IA con entrenamiento fuerte de ratas mantenidas en ciclo
de luz/oscuridad derecho (CD) (i) y de aquellas criadas en ciclo invertido (CI) (ii). Todas
fueron entrenadas durante el dia objetivo.

Las barras representan las medianas de las diferencias de latencias (test-entrenamiento) con
sus rangos intercuartiles (25; 75) obtenidas para los animales de las figuras 3.10 A, 3.8 de los
grupos expuestos a dos sesiones de campo abierto (grupos 2 OF, barras rayadas) y grupos que
no fueron expuestos al OF (grupos No-OF, barras vacias).

Desempeino en el OF de las ratas criadas con ciclo de luz/oscuridad derecho (CD) vs. aquellas

criadas con ciclo invertido (CI)

En las ratas la luz tiene un efecto de disminucion de la actividad locomotora [278; 279; 362; 363].
Nos propusimos evaluar si los animales criados con ciclo derecho (CD) (que se encuentran en su
fase de suefio) se diferencian en el desempefio en el campo abierto, de aquellos que se encuentran

su fase de vigilia (ciclo invertido: CI).

Se observé el desempefio de dos grupos de ratas macho en CD y de dos grupos en CI, que pasaron
0 no por dos sesiones de campo abierto de 3 min cada una, separadas entre si por 24 h. Como
habitualmente se hace, en el OF se registraron los cruces, elevaciones sobre los miembros

posteriores y acicalamientos.

La tabla 3.4 corresponde al desempefio en el campo abierto, tanto de los grupos mantenidos en CD,

como de aquellos mantenidos en CI (se expresa la media y error estandar para los distintos
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pardmetros registrados). Se observd disminucién significativa del nimero de cruces y de las
elevaciones sobre los miembros posteriores, para los animales mantenidos en CD (p<0,05 para las
elevaciones y p<0,01 para los cruces, por prueba de t), asi como para aquellos mantenidos en CI
(p<0,01 para las elevaciones y p<0,001 para los cruces, por prueba de t). Por lo tanto podemos
concluir que los animales en CD, asi como aquellos en CI, se comportaron como habituados al OF,
ya que reconocieron la arena, lo que se evidenci6 por la disminucién en los pardmetros que denotan

exploracion, en la segunda sesion de OF.

Tabla 3.4: Desempeiio en el OF de ratas mantenidas en ciclo de luz/oscuridad derecho (CD) y
de aquellas mantenidas en ciclo invertido (CI) (ratas que se encuentran en su fase de suefio vs.
aquellas que se encuentran despiertas. Todas fueron entrenadas durante el dia objetivo).

Campo Abierto Cruces Elevaciones Acicalamientos
(OF) 1ra Ira 2da Ira 2da
sesion 2da sesion sesion sesion sesion sesion
44,83 39,17 25,33% 19,56*
Ciclo Media +++ +++ +++ + 3,00++ 4,00+++
derecho Error +4,20 + 4,00 + 1,10 + 1,32 + 0,62 + 0,80
75,76%%* 64,27+ 19,48+ 16,39+
Ciclo Media ot +4+ +4+ + 1,27++ 0,89+++
invertido Error +2,84 +3,52 +0,94 + 0,68 +0,25 +0,27

La tabla muestra las medias y error estandar y desvio del ntimero de cruces (cr), elevaciones sobre
las patas traseras,(rearings: re) y acicalamientos (groomings: gr) de cinco grupos de ratas distintos
para cada ciclo, de la primera o segunda sesién de campo abierto.

*Diferencias significativas del pardmetro durante la primera y segunda sesion, por prueba apareada
de t (¥p<0,05;**p<0,01; ***p<0,001).

+Diferencias significativas del pardmetro durante la misma sesioén entre animales en CD y CI, por
prueba de t (+p<0,05;++p<0,01; +++p<0,001).

Tanto en la primera, como en la segunda sesiéon de OF, el nimero de cruces totales fue
significativamente mayor en los animales mantenidos en CI, respecto de aquellos mantenidos en
CD (p<0,001 tanto para la primera, como para la segunda sesiéon de OF, por prueba de t). En
cambio, el nimero de elevaciones sobre los miembros posteriores fue significativamente menor
durante ambas sesiones, en los animales mantenidos en CI respecto de aquellos mantenidos en CD
(p<0,001 para la primera sesion y p<0,05 para la segunda sesién de OF, por prueba de t). Hubo
diferencias significativas en el nimero total de acicalamientos, siendo mayores para los animales
mantenidos en CD respecto de aquellos mantenidos en CI (p<0,001 para la segunda sesién y
p<0,01 para la primera sesién de OF, por prueba de t).

Es decir, la diferencia mas sobresaliente observada entre los animales en CD con respecto a los

mantenidos en CI, es la menor exploracion horizontal y una mayor exploracién vertical.
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III. 4. EVITACION INHIBITORIA: PASAJE DE COMPARTIMIENTO EN UN PASO
(STEP THROUGH)

En la version de la tarea de evitacidn inhibitoria de descenso desde una plataforma (SD-IA), el
animal es colocado en una plataforma angosta y elevada, de la cual suele descender muy
rapidamente, dificultando la asociacion entre el contexto (CS) y el estimulo aversivo (US) [364].
Ademads los valores de medianas de latencias suelen ser muy bajos, y la comparacién de las
latencias de test y entrenamiento dan valores cercanos al limite de significacion estadistica, para
choques de 0,5 y 0,6 mA.

Compartimiento Compartimiento oscuro
iluminado (choque)

Figura esquemdtica de la tarea de evitacion inhibitoria por pasaje de compartimiento (ST-IA)

Por esos motivos y tratando de dilucidar si los hallazgos descriptos en SD-IA podian generalizarse
para las tareas asociativas con componentes espaciales y aversivos, del tipo de la evitacion
inhibitoria, decidimos poner a punto la version que consiste en evitar el pasaje de un
compartimiento iluminado a otro oscuro (preferido), en un paso (step through) (ST-IA). En esta
tarea (Mat. y Met, pag 58) se supone que los 15 segundos previos a que se abra la puerta-guillotina,
asi como el espacio “mas confortable” en que se encuentra el animal, servirian para independizar
relativamente la prueba de la “novedad” que representa la primera exposiciéon a la caja de
entrenamiento, por un lado, asi como de la manipulacion por el experimentador, tal vez
manteniendo mas bajo el nivel de estrés generado por dicha manipulacion, por el otro. Todo ello
permitiria obtener valores de latencias de test mds altos, comparados a los obtenidos en SD-IA para

igual intensidad de choque.
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Efecto de la intensidad del estimulo sobre la memoria de la prueba de ST-IA

Para la puesta a punto de la prueba, ratas machos y hembras con manipulacién sistemdtica desde el
destete, recibieron distintos choques durante el entrenamiento. A todos los grupos se les realizoé el
test a las 24 h en ausencia de choque eléctrico. Ninguno de los grupos pasé previamente por el
campo abierto.

La figura 3.11 muestra grificos de barras que representan las latencias de ingreso al
compartimiento oscuro, para machos (3.11 A) y hembras (3.11 B) que fueron entrenados en ST-IA
con distintas intensidades de choque. En primer lugar, los machos se entrenaron en ST-IA con 0,4;
0,5, 0,6 0 0,75 mA. Luego, en base a esos resultados se entrenaron hembras con 0,4 o 0,5 mA. No
se encontraron diferencias significativas en las latencias de entrenamiento entre los distintos grupos
de machos ni de hembras (p>0,05; por prueba de Kruskal Wallis, ANOVA de una via). Tanto
machos como hembras aprendieron la tarea, evidenciando formacién de una L'TM para todas las
intensidades de estimulo utilizadas; es decir que las latencias del test fueron significativamente
mayores que las del entrenamiento (p<0,05; para machos entrenados con 0,6 mA [N=7]; p<0,01
para los entrenados con 0,4 mA [N=13], con 0,5 mA [N=18] y con 0,75 mA [N=10] y para
hembras entrenadas con 0,4 mA [N=17]; p<0,001 para hembras entrenadas con 0,5 mA [N=13];
por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). Los valores de las medianas de las latencias del
test para las hembras, fueron aparentemente mds altos que aquellos para los machos, pero cuando
se compararon estadisticamente las diferencias de latencias (test-entrenamiento) para igual
intensidad de choque, no hubo diferencias significativas entre los grupos (p>0.05 test de t para
muestras no pareadas, Mann Whitney test).

Los grupos de machos evidenciaron coherencia entre el aumento de las latencias en el test y el
aumento de la intensidad de choque, sin embargo no hubo correlacién significativa, si bien el
andlisis estadistico arrojo un valor de p cercano al 1imite de significacion (p=0,083, y coeficiente de

Spearman r=1, correlacion no paramétrica entre diferencias de latencia y la intensidad de choque).
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Fig 3.11 A: Efecto de la intensidad del estimulo sobre el aprendizaje y la memoria de la
prueba de ST-IA: grupos de machos.

Diagrama de barras: Las barras representan las medianas con rangos intercuartiles (25; 75)
de las latencias de ingreso al compartimiento oscuro de machos, que recibieron
manipulacién sistemdtica desde el destete, entrenados con distintas intensidades de choque
(0,4; 0,5; 0,6 y 0,75 mA, N=13; 18; 7 y 10 respectivamente) en ST-IA.

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Paneles inferiores: gréafico de scatter (inferior izquierdo); y representacién paramétrica de
los datos (media y error estdndar, abajo derecha).

*Diferencias significativas por test pareado de Wilcoxon (*p<0,05,**p<0,01).
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Fig 3.11. B: Efecto de la intensidad del estimulo sobre el aprendizaje y la memoria de la
prueba de ST-IA: grupos de hembras.

Diagrama de barras: Las barras representan las medianas con rangos intercuartiles (25; 75)
de las latencias de ingreso al compartimiento oscuro de hembras, que recibieron
manipulacién sistemdtica desde el destete, entrenadas con dos intensidades de choque (0,4 y
0,5 mA, N=17 y 13 respectivamente).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Paneles inferiores: grafico de scatter (inferior izquierdo); y representacidon paramétrica de los
datos (media y error estandar, abajo derecha).

*Diferencias significativas por test pareado de Wilcoxon (**p<0,01;***p<0,001).
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Efecto de la manipulacion de los animales sobre el desempeiio en la prueba de ST-IA

Del mismo modo que se hizo con la tarea de SD-IA, evaluamos el desempeiio en ST-IA de machos
y hembras que no recibieron manipulacién sistematica (handling) (excepto por la manipulacién
minima que se realiz6 periédicamente al limpiar la jaula), entrenados con una intensidad de choque
de 0,5 mA. Se realizo el test a las 24 h, sin aplicar choque eléctrico.

La figura 3.12 muestra gréificos de barras que representan las latencias de ingreso al
compartimiento oscuro, correspondientes al desempefio de ratas hembras (fig 3.12 A y B) y machos
(3.12 C) cuando recibieron o no manipulacion sistematica. No hubo diferencias significativas en las
latencias de entrenamiento entre los grupos de machos y hembras (p>0,05 por prueba de Kruskal
Wallis, ANOVA de una via). Es decir que, como era de esperar, el desempefio durante la sesion de
entrenamiento (antes de haber recibido el choque eléctrico) fue similar para ambos grupos. Tanto
los grupos de machos como los de hembras alcanzaron el criterio de aprendizaje y evidenciaron
una memoria de larga duracién con una intensidad de choque de 0,5 mA, ya que las latencias del
test fueron significativamente mayores que las del entrenamiento (p<0,05 para el grupo de las
hembras sin manipulacién sistemdtica [N=11]; p<0,01 para los grupos de machos con y sin
manipulacién [N=14 y 11 respectivamente]; p<0,001 para el grupo de hembras con manipulacién
[N=14]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). La comparacién de las diferencias de
latencias (test-entrenamiento) del grupo de machos con el grupo de hembras que no recibieron
manipulacion sistematica, no fue estadisticamente significativa (p>0,05; por prueba para muestras
no apareadas de Mann Whitney).

Para evaluar el efecto de la manipulacion sistemdtica se compararon los grupos sin manipulacion
de estos ensayos (figura 3.12 A y C), con aquellos entrenados con igual intensidad de choque, pero
que recibieron manipulacion sistematica desde el destete, correspondientes a los ensayos que se
representan en las figuras 3.11 A y 3.11 B entrenados con 0,5 mA. No hubo diferencias
significativas entre las diferencias de los grupos de machos con manipulacién periddica,
comparados contra aquellos sin manipulaciéon periddica (p>0,05; por prueba para muestras no
apareadas de Mann Whitney). En cambio, hubo diferencias significativas en la comparacién de las
diferencias de los grupos de hembras con y sin manipulacién sistemdtica, entrenadas con 0,5 mA
(p<0,05; por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney) (Fig 3.12 B). En este caso, el
grupo que recibié manipulacién periddica desde el destete mostré un mejor desempefio en esta
tarea. Entonces, la manipulacion sistemdtica desde el destete, mostrd tener un efecto positivo en el
desempefio de las hembras, que no fue estadisticamente significativo en los machos (al menos para
las intensidades de choque utilizadas y en las condiciones de estos ensayos). Siguiendo la misma
linea de razonamiento que para SD-IA, 0,5 mA constituiria un estimulo supra-umbral para esta ST-
IA, ya que el umbral estaria cerca de los 0,3 mA (especialmente en las hembras que son un poco

mds pequefias que los machos de igual camada); es posible entonces, que este constituya un
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estimulo relevante comportamentalmente; y de modo similar a lo que ocurrié6 en SD-IA con un
estimulo supraumbral elevado, la manipulacién sistemdtica previa facilite la memoria de la ST-IA.

Sin embargo, como en el caso de los animales utilizados en SD-IA, también en estos ensayos
continuamos con la manipulacién sistemdtica, ya que la experiencia de los entrenadores permite
concluir que simplifica la necesaria manipulacion de las ratas durante el ensayo de

comportamiento.
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Fig 3.12 A y B: Efecto de la manipulacion de ratas hembra sobre el desempeiio en la
prueba de ST-IA.

A: Las barras representan las medianas con rangos intercuartiles (25; 75) de las latencias de
ingreso al compartimiento oscuro de hembras entrenadas con intensidad de choque de 0,5
mA, que recibieron manipulacidn sistematica desde el destete (barras grises; N=14) y que no
recibieron esta manipulacién (barras blancas, N=11).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Paneles laterales a la derecha: gréfico de scatter (arriba); y representaciéon paramétrica de los
datos (media y error estdndar, abajo).

B: Las barras corresponden a las diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos
intercuartiles (25; 75) de los grupos de la parte A de la figura.

*Diferencias significativas por test pareado de Wilcoxon (*p<0,05;***p<0,001).

# Diferencias significativas entre las diferencias de latencias por prueba para muestras no pareadas de
Mann Whitney. ( # p<0,05)
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Fig 3.12 C: Efecto de la manipulacion de los animales sobre el desempeiio en la prueba
de ST-IA: grupos de machos.

Diagrama de barras: Las barras representan las medianas con rangos intercuartiles (25;
75) de latencias de ingreso al compartimiento oscuro de ratas macho entrenadas con
intensidad de choque de 0,5 mA, que recibieron manipulacién sistematica (barras grises,
N=14) y que no recibieron esta manipulacién (barras blancas, N=11). tr: latencia de
entrenamiento; te: latencia de test.

Paneles inferiores: grafico de scatter (inferior izquierdo); y representacién paramétrica de
los datos (media y error estdndar, abajo derecha).

* Diferencias significativas por test pareado de Wilcoxon (¥*p<0,01).
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Efecto _de dos exposiciones al OF sobre el desempeiio en ST-IA en animales con

entrenamiento “suave” ( 0,5 mA)

Nos propusimos evaluar el efecto de la la exposicidn previa a dos sesiones de OF de 3 min cada
una (segin el mismo disefio experimental ya descripto en el capitulo III, seccidn 2, para la tarea de
SD-IA) en dos grupos de machos y dos grupos de hembras entrenados en la ST-IA con un choque
de 0,5 mA (ver esquema del disefio experimental de la fig 3.13).

La figura 3.13 muestra graficos de barras de las medianas y sus desvios intercuartiles, de las
latencias de descenso durante el entrenamiento y durante el test en ST-IA: las barras rayadas
corresponden a los grupos que fueron previamente expuestos a dos sesiones de OF (grupo 2 OF),
mientras que las barras vacias corresponden a animales que no fueron expuestos al OF (grupo No-
OF). No hubo diferencias significativas en las latencias de entrenamiento entre los grupos (p>0,05,
por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney). Las latencias de test fueron
significativamente diferentes y mayores respecto de las del entrenamiento para los cuatro grupos
analizados (p<0,001 para todos los grupos: hembras 2 OF [N=16] y No- OF [N=17] y machos No-
OF [N=18] y 2 OF [N=17]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). Es decir que los
grupos de ratas expuestas previamente a las dos sesiones en el OF, como aquellas que no tuvieron
esta exposicion al OF (No-OF), alcanzaron el criterio de aprendizaje de la tarea, expresando una
LTM de la ST-IA. A su vez, las diferencias de latencias (test-entrenamiento) de los grupos que
fueron expuestos a 2 OF respecto de aquellos que no tuvieron esta exposicion, tanto para el caso de
los machos como de las hembras, no fueron estadisticamente diferentes (p>0,05, grupo OF vs.
grupo No-OF por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney). Es decir que la
exposicion a dos sesiones en el OF, previamente al entrenamiento suave en ST-IA no produjo
cambios significativos en la retencién y LTM de esta tarea.

En la segunda sesién en el OF, las hembras tuvieron disminucién significativa del nimero de
elevaciones sobre los miembros posteriores (p<0,05, por prueba de t para datos apareados, ver pie

de fig 3.13).

En conclusion, la exposicion al OF (dos sesiones de 3 min cada una) previa al entrenamiento en
ST-IA, con intensidad de choque de 0,5 mA, no dio lugar a una modificacién significativa en el
desempefio en esta ultima tarea, tanto para el caso de los machos, como para el caso de las

hembras.
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Fig 3.13: Efecto de dos exposiciones al OF sobre el desempeiio en ST-IA en animales
entrenados con 0,5 mA.

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la previa exposicién al
OF en el desempefio de la SD-IA.

A y B: Grafico de barras que representa las medianas con sus rangos intercuartiles (25; 75)
de latencias de descenso de dos grupos de ratas que recibieron manipulacién sistemadtica,
hembras (A) y dos grupos de machos (B): los grupos 2 OF fueron previamente entrenados en
dos sesiones de campo abierto (barras rayadas) [hembras N= 16, machos N=17], y los
grupos No-OF (barras vacias) no fueron expuestos al campo abierto [hembras N= 17,
machos N=18].

Paneles inferiores: gréafico de scatter (inferior izquierdo; y representacidon paramétrica de los
datos (media y error estandar, abajo derecha).

Campo abierto: Hembras: el nimero de cruces y elevaciones fueron significativamente
menores en la segunda sesion de OF (media de cruces:lra sesién: 92,00+2,86; 2da
sesion:68,54+6,11 media elevaciones: 1ra sesidén 33,69+ 1,84; 2 da sesién 25,38 + 2,61). Los
machos no tuvieron disminucién significativa para ninguno de los pardmetros del OF.

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(***p<0,001).
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Capitulo IV

ENSAYOS FARMACOLOGICOS

PARTE II

IV.1 MODULACION DE LA MEMORIA DE EVITACION INHIBITORIA POR
EXPOSICION A UN CAMPO ABIERTO: PARTICIPACION DE LA TRANSMISION
MUSCARINICA.

Efectos del antagonista muscarinico escopolamina.

La SD-IA involucra un tipo de aprendizaje asociativo que se adquiere en una sola sesion de
entrenamiento, por medio de la activacion de varias estructuras cerebrales tales como la amigdala,
el hipocampo y distintas estructuras corticales, que se activan en respuesta a diversos estimulos
sensoriales, entre los que se encuentran percepciones visuales y espaciales, dolor y miedo [23; 29].
Ha sido reportado que en el hipocampo aumenta la liberacion de acetilcolina durante el desempefio
en tareas que involucran memoria espacial y que este aumento en la liberacién de acetilcolina
correlaciona positivamente con un mejor desempefio, por ejemplo en un laberinto radial [365], con
la novedad, la actividad exploratoria y también con la habituacién a un campo abierto [15], como
asi también con fenémenos cognitivos y atencionales que subyacen a procesos de motivacion
(como el laberinto radial con recompensa) [366].

Se considera que la memoria de la evitacién inhibitoria depende de la activacién del sistema
colinérgico, por diversos ensayos de farmacologia [199; 367; 368; 369; 370; 371; 372]. La
administracién del antagonista muscarinico escopolamina produce amnesia en este tipo de tareas en

la rata.

Como ya hemos visto en el capitulo anterior, la exposicién a dos sesiones en un campo abierto
previamente al entrenamiento en evitacion inhibitoria con un choque fuerte, ejercié un efecto
facilitador significativo en la memoria de largo plazo, que se puso en evidencia durante la sesion de
evocacion 24 horas més tarde. Sin embargo, ese efecto no se evidencié cuando el entrenamiento se
realizé con una intensidad de choque suave (ver Capitulo III).

En experimentos previos, observamos que los animales expuestos a 2 sesiones de OF antes del
entrenamiento en SD-IA o ST-IA, que fueron inmediatamente inyectados en el hipocampo con 2 o
4 ug/ul de escopolamina, no evidenciaban diferencias significativas en el desempefio comparados
con sus respectivos controles, inyectados con salina. Es decir que, ante el bloqueo de los receptores

muscarinicos del hipocampo dorsal, no se observaba el reportado efecto amnésico [16].

Dosis escopo Choque Tarea Lat (tr vs.te) | Dif (trat vs. cont)
2 pg/ul 0,6 mA SDIA p<0,01 p>0,05
4 pug/ul 0,4 mA p<0,05 p>0,05
2 ug/ul p<0,05 p>0,05
0,5 mA ST-TA
4 pg/ul ~ p<0,001 p>0,05
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Tabla 4: La tabla corresponde al desempefio de grupos de machos que pasaron por 2 OF previo al
entrenamiento con distinta intensidad de choque en SD-IA o ST-IA. Luego del entrenamiento fueron
inyectados con 2 o 4 pg/pul de escopolamina. La comparacidon estadistica de las latencias del
entrenamiento vs. latencias del test, evidencia que todos los grupos alcanzaron criterio de aprendizaje. La
comparacion estadistica entre las diferencias de latencias (test-entrenamiento) de los grupos tratados vs.
los grupos control evidencia que el desempeiio fue similar cuando fueron inyectados con escopolamina o
bien con solucién salina.

Con el objetivo de comprender la naturaleza de la amnesia causada por bloqueo de los
receptores muscarinicos y para intentar arrojar luz sobre la participacion del sistema
colinérgico en esta tarea, particularmente en la interaccion con la exposicion previa al OF,
disefiamos ensayos en los que ratas previamente expuestas al campo abierto recibieron

escopolamina intraperitoneal antes de ser entrenadas en SD-IA con un choque suave (0,5 mA).

Efecto _del campo abierto sobre la amnesia de la SD-IA causada por administraciéon de

escopolamina i.p. antes del entrenamiento.

Cabe aclarar aqui que, en los casos que se sefialan, los ensayos se realizaron tanto con ratas
machos, como con hembras, por supuesto separadamente, para su comparaciéon. Luego, como no
encontramos diferencias significativas en el desempefio entre ambos sexos en esta tarea, ni en los
efectos del campo abierto sobre la SD-IA (Capitulo II1.2), en algunos ensayos utilizamos solamente
hembras, mientras que en otros ensayos, utilizamos solamente machos, pertenecientes a las mismas

camadas.

Entonces se evalud el efecto del antagonista muscarinico escopolamina administrado i.p. antes del
entrenamiento en la tarea de SD-IA, en ratas hembra con y sin exposicion previa al campo abierto.
Parte de los animales fueron expuestos al OF y en la segunda sesién de OF, se observo disminucién
significativa del nimero de elevaciones sobre los miembros posteriores (nimero de rearings,

p<0,01 por prueba de t para datos apareados; tabla 4.1).
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Tabla 4.1 A: Desempeno en el OF de ratas hembra correspondientes al ensayo
de la figura 4.1 B (grupo 2 OF).

Campo Cruces Elevaciones Acicalamientos
abierto

1°sesion | 2°sesion 1° sesion 2°sesion | 1°sesion | 2°sesion
(Media £ ES) | 81,85 +4,03 | 68,85 +6,25 | 26,33 + 1,82** 120,92 + 2,10**| 2,54+ 0,55 | 2,85+ 0,59

Medias + error estdndar de los distintos pardmetros registrados durante las dos sesiones de OF.

*Diferencias significativas para el parametro correspondiente, entre la primera y segunda sesion;
prueba de t para datos apareados (***p<0,001).

Algunos de dichos animales fueron inyectados con escopolamina i. p. en dosis de 1 mg/kg, en 0,5
ml (grupo tratado), 30 min antes del entrenamiento en evitacién inhibitoria. Las ratas del grupo
control fueron inyectadas con igual volumen de solucién salina. A su vez, se evalud si dos sesiones
de campo abierto, de 3 min cada una, realizadas una el dia anterior y la otra, 1 h 30 min antes del
entrenamiento de SD-TA, con choque de 0,5 mA (igual protocolo que para los animales naive),
ejercieron algiin efecto sobre el desempefio en la evitacion inhibitoria.

Como siempre, a las 24 h se realizé el test de SD-IA sin choque para evaluar la retencién y
formacién de LTM.

En la figura 4.1 los diagramas de barras corresponden a las medianas de latencias en SD-IA, de los
animales previamente expuestos o no al campo abierto (grupo OF, barras rayadas, fig 4.1 A; grupo
No-OF, barras lisas, fig 4.1 B). Las barras color gris corresponden a los grupos tratados con
escopolamina, y las barras blancas, al grupo control de animales inyectados con solucién salina. De
ahora en mds, salvo que se explicite lo contrario, los grupos que se compararon no tuvieron
diferencias significativas en las latencias de entrenamiento (p>0,05; por prueba de Kruskal Wallis,
ANOVA de una via); es decir que las ratas en todos los grupos tuvieron un comportamiento similar
durante el entrenamiento en SD-IA, ya sea que hubieran o no pasado por el OF.

Los grupos control, tanto aquel expuesto a las dos sesiones en el campo abierto (grupo 2 OF), como
el que no fue expuesto (grupo No-OF), tuvieron latencias de test significativamente diferentes y
mayores que las latencias del entrenamiento (p<0,05 para el grupo control No-OF [N=13]; p<0,001
para el grupo control OF [N=14]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon) (figuras 4.1 A
y B).

Es decir que estos grupos alcanzaron el criterio de aprendizaje y evidenciaron haber formado una
LTM de la tarea. En este caso se observo una tendencia a una mejora por exposicién al campo
abierto en los animales del grupo control con 2 OF, ya que hubo una mayor proporcion de animales
con latencias elevadas durante el test (cercanas al valor maximo registrado) respecto al grupo
control No-OF. Si bien la mediana de las diferencias de latencias fue mayor para el grupo con 2 OF

(49,09) respecto del grupo No-OF (11,63), no hubo diferencias significativas (p>0,05; en la
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comparacién de las diferencias de latencias [test- entrenamiento] del grupo control No-OF vs.
grupo control 2 OF, por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney, fig 4.1 C). En
cambio, las ratas tratadas con escopolamina que no fueron previamente expuestas al OF, no
alcanzaron el criterio de aprendizaje de la SD-IA, resultando amnésicas (p>0,05, entrenamiento vs.
test, prueba para muestras apareadas de Mann Whitney; [N=15]). Coherentemente, tuvo un mejor
desempefio del grupo control no expuesto al OF, respecto del tratado con escopolamina no
expuesto al OF (p<0,05; comparacién de las diferencias de latencias [test- entrenamiento] del grupo
control No-OF vs. grupo tratado No-OF, por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney,
fig 4.1C). Es decir que se puso de manifiesto un efecto amnésico de la escopolamina sobre la
memoria de la tarea de SD-IA, cuando fue administrada i.p. antes de un entrenamiento suave.

En cambio, los animales inyectados con escopolamina 1 mg/kg, pero que si fueron expuestos a dos
sesiones de campo abierto (grupo escopo 2 OF), tuvieron latencias de test significativamente
mayores que las latencias del entrenamiento (p<0,05; por prueba para muestras apareadas de
Wilcoxon, [N=14]). Por lo tanto, la previa exposicién al campo abierto habria sido suficiente para

que no se manifestara la amnesia instigada por escopolamina.

114



No- " ] n n
OF :: Esss==2 E === SD-1A 24h SD-IA
n ESSSSS n o FEEEL e | e

2or [OF JznfoF fso[Som Laun S0
te
Tzo'

Escopolamina/salina

A :fg: 0,5 mA I Control, No-OF
i B3 Escopo, No-OF
13(0)_ 120 o
0] 100

Latencias (seg)
8
8

Latencias (seg)
H [=2]
? 2

[
o
[o)Ne}

o
I

50_

40 *

30_

20 { oo o °

10 |_|_| 0o <5

0 ; | ! : L@M
tr te tr te tr te tr te

E= Control, 2 OF

B 120- E= Escopo, 2 OF
1104 0,5 MA
100
5 90 120- 00 00
@ 80 |
2 70- __ 100 o0
8 60- § =0 o
o
§ 507 we * 8 60 ——
= 404 g
ﬂ 30+ § 40 o o)
fg_ — 20 o3 ° o °
] | %@ o
0 . . : .E e o e To
tr te tr te tr te tr te

Fig 4.1: Efecto del campo abierto sobre la amnesia de SD-IA causada por
administracion de escopolamina intraperitoneal.

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de escopolamina
intraperitoneal sobre SD-IA, con y sin exposicién previa al OF. Las ratas hembra fueron
entrenadas en SD-IA con un choque de 0,5 mA. La flecha indica la inyeccién de
escopolamina o solucién salina.

A y B: Los grificos de barras representan medianas de latencias con sus rangos
intercuartiles (25; 75) en SD-IA de animales expuestos a dos sesiones previas en el OF
(barras rayadas, B) y de los que no fueron expuestos al OF (grupo 2 OF, barras vacias, A). Se
inyect6 via i.p. solucién salina (grupo No-OF, control, barras blancas); o escopolamina
Img/kg (escopo, barras grises).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

A la derecha: gréficos de scatter

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05. ***p<0,001).
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Las diferencias de latencias (test-entrenamiento) (fig. 4.1C) de los grupos de animales expuestos
previamente a 2 OF, ya fueran inyectados con escopolamina o salina, no resultaron
significativamente diferentes. Es decir que la previa exposicion a 2 OF permitié superar la amnesia
que produce el bloqueo de receptores muscarinicos por escopolamina antes de un entrenamiento

suave en SD-IA.
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Fig 4.1 C: Efecto del campo abierto sobre la amnesia de SD-IA causada por
administracién de escopolamina intraperitoneal.

Las barras representan las diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos
intercuartiles (25; 75), de los animales inyectados con escopolamina y con solucién salina
(correspondientes a las partes A y B de la figura).

Grupos No-OF: control N=13 y tratado N=15. Grupos 2 OF: control N=14 y tratado N=14.

#Diferencias significativas entre las diferencias de latencias por prueba no pareada de Mann
Whitney ( # p<0,05; ###p<0,001).
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Efecto de la previa exposicion al OF sobre la memoria de corta duraciéon (STM) v sobre la de

larga duracion (LTM) de la de SD-IA. Efecto sobre la amnesia por administracion de

escopolamina intraperitoneal.

Se ha reportado que la escopolamina inyectada en forma sistémica en ratones 15 min antes del
entrenamiento [373] o bien en el hipocampo en ratas, inmediatamente luego del entrenamiento [2]
afecta negativamente la memoria de corta duracién de SD-IA.

Teniendo en cuenta los resultados de la seccién anterior sobre la LTM y los antecedentes
mencionados, investigamos que ocurria con STM en similares condiciones. Utilizando el mismo
protocolo experimental de la figura 4.1 A y B, se evalu6 si la administracion de escopolamina via
i.p. afectaba la memoria de corta duracién (STM) de manera semejante a como lo hacia con la

LTM, provocando amnesia, y si dicha amnesia podia ser superada por el paso por el OF.

La mitad de un lote de ratas hembra fueron expuestas a 2 sesiones en el OF de 3 min cada una con
igual protocolo al del ensayo anterior (diagrama superior de figura 4.1 D), antes del entrenamiento
de SD-IA. En la segunda sesién de OF se observé disminucidn significativa del nimero de cruces y
del nimero de elevaciones sobre los miembros posteriores (cruces, p<0,001 y elevaciones, p<0,05

por prueba de t para datos apareados; tabla 4.1 B).

Tabla 4.1 B: Desempeno en el OF de las ratas hembra correspondientes al ensayo de la
figura 4.1 E (grupo 2 OF).

Campo Cruces Elevaciones Acicalamientos
abierto

1°sesion 2°sesion 1°sesion 2° sesion 1°sesion 2° sesion

(Media + ES) 87,86 + 3,46%#* [72,71 £2,63%%* 32,71 £2,64% |22,57+647%  [028+028 [443 22,14

Medias * error estandar de los distintos parametros registrados durante las dos sesiones de OF.

* Diferencias significativas para el pardmetro correspondiente, entre la primera y segunda sesion, prueba de t para
datos apareados (*p<0,05; ***p<0,001).

Luego de 1 hora de la segunda sesion en el OF, las ratas recibieron una inyeccién intraperitoneal del vehiculo o de
escopolamina; 30 min después fueron entrenadas en SD-IA (fig 4.1 E).

Luego los animales fueron inyectados 30 min antes del entrenamiento en SD-IA con 1 mg/kg de
escopolamina, en un volumen final de 0,5 ml, o bien fueron inyectados con igual volumen de
solucion salina. A continuacién fueron entrenados en SD-IA con un choque umbral de 0,5 mA. Se
realizo el test de SD-IA a los 40 min para evaluar STM, como lo indica el diagrama superior de la

figura 4.1 D. A las 24 h se realiz6 el test para evaluar LTM en los mismos animales.

En la figura 4.1 D y E, los diagramas de barras corresponden a las medianas de latencias en SD-IA

de los animales previamente expuestos o no al OF (grupo No-OF, barras lisas, de fig 4.1 D; grupo
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OF, barras rayadas de fig 4.1 E), inyectados con escopolamina (barras grises) o con salina (barras

blancas).

Los grupos control, tanto el expuesto al OF (grupo OF) como el que no fue expuesto (grupo No-
OF), tuvieron latencias del test realizado a los 40 min, significativamente diferentes y mayores que
las latencias del entrenamiento (p<0,01 por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon, [N=11])
(figura 4.1 D y E). Es decir que estos grupos alcanzaron el criterio de aprendizaje y evidenciaron
tener una STM de la tarea. En cambio, los grupos tratados con escopolamina, expuestos o no al OF,
no evidenciaron una STM de la tarea, ya que no hubo diferencias significativas entre las latencias
del entrenamiento y del test (p>0,05 cuando se evalué STM [grupo tratado No-OF N=8 y grupo
tratado OF N=7]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon) (figura 4.1 Dy E).

Es decir que la escopolamina ejercié un efecto amnésico ya que no hubo evidencias de retencion y,
a diferencia de lo que ocurrié previamente con la LTM, esta amnesia no fue superada por las

exposiciones previas al OF.

Como se puede ver en la fig. 4.1 F, hubo diferencias significativas entre algunos de los grupos
experimentales (p<0,001, comparaciéon de las diferencias de latencias [test - entrenamiento para
STM], por Kruskal Wallis, ANOVA). Es evidente que tanto el grupo control expuesto al OF como
el no expuesto, tuvieron un mejor desempefio en la STM, que los dos grupos tratados con
escopolamina, incluso el que fue expuesto al OF previo (p<0,05; para las diferencias de latencias
[test - entrenamiento para STM] del grupo control OF vs. grupo tratado OF; p<0,01 entre el grupo
control OF vs. grupo tratado No-OF; por prueba de comparaciones multiples de Dunns; fig 4.1 F)
(p<0,05; para las diferencias de latencias [test - entrenamiento para STM] del grupo control No-OF
vs. grupo tratado OF; p<0,01 entre el grupo control No-OF vs. grupo tratado No-OF; por prueba de
Mann Whitney; fig 4.1 F).

Pasadas las 24 horas del entrenamiento en SD-IA, se realizé un nuevo test de estos cuatro grupos
de animales, para evaluar la LTM. En la fig 4.1 D y E también se muestran las medianas de
latencias obtenidas para los distintos grupos en el entrenamiento y en el test realizado a las 24 h (te
LTM). Se comprob6 que los grupos tratado y control expuestos previamente al OF, asi como el
grupo control no expuesto al OF, alcanzaron el criterio de aprendizaje y formaron una LTM
(p<0,05 para entrenamiento vs. test, prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). Como era de
esperar, el grupo tratado con escopolamina que no fue expuesto al OF, no evidenci6 memoria de
larga duracién (p>0,05 para la comparacion entrenamiento vs. test, prueba para muestras apareadas

de Wilcoxon), corroborando los resultados previos.
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Fig 4.1 D y E: Efecto de la previa exposicion al OF sobre la memoria de corta duracion
(STM) y sobre la de larga duracion (LTM) de la de SD-IA. Efecto sobre la amnesia por
administracion de escopolamina intraperitoneal.

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto escopolamina i.p. sobre SD-
IA, con y sin exposicién previa al OF. La flecha indica la inyeccién via i.p. de solucién salina
(control, barras blancas), o escopolamina 1 mg/kg (escopo, barras grises). Ratas hembra fueron
entrenadas en SD-IA con un choque de 0,5 mA. Se realiz6 una sesién de test a los 40 min (para
evaluar memoria de corta duraciéon: STM), y otra sesién de test a las 24 h (para evaluar
memoria de larga duracién: LTM)
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D y E: Las barras representan medianas de latencias con sus rangos intercuartiles (25;
75). E: animales expuestos a dos sesiones previas de campo abierto (grupos 2 OF, E),
representados por barras rayadas; D: animales que no tuvieron exposicién previa al OF
(grupos No-OF, D), barras vacias.

tr: latencia de entrenamiento; te STM: latencia de test de memoria de corta duracion.

te LTM: latencia de test de memoria de larga duracion.

Paneles a la derecha: graficos de scatter.

Grupos No-OF: control N=11 y tratado N=8. Grupos 2 OF: control N=11 y tratado N=9.

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05; **p<0.01).
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Fig 4.1 F : Efecto de la exposicion al OF sobre la memoria de corta duracion (STM) y
larga duraciéon (LTM) de la de SD-IA. Efecto sobre la amnesia por administracion de
escopolamina intraperitoneal: Diferencias de latencias.

Diferencias de latencias (test STM-entrenamiento) (F) con sus rangos intercuartiles (25; 75)
de los grupos inyectados con escopolamina y con solucién salina de la parte D y E de la
figura.

#Diferencias significativas entre las diferencias de latencias entre grupos por prueba de comparaciones
multiples de Dunn’s (post Kruskal Wallis ANOVA) ( ##p<0,01).
Para el grupo control, no expuesto al OF las latencias del test realizado a los 40 min fueron
significativamente mayores a las del test realizado a las 24 h (p<0,05 por prueba para muestras
apareadas de Wilcoxon) (figura 4.1 D).
Para descartar la posibilidad de que el efecto de escopolamina i.p. sobre el desempeiio evaluado a
los 40 min, pudiera deberse a una alteracion de este farmaco sobre la locomocién [374; 375], més
que un efecto cognitivo, se realizd un ensayo preliminar. Para ello se observd la actividad
locomotora (exploratoria) en un OF, 60 min después de la inyeccién de 1 mg/kg de escopolamina
1.p. En este ensayo no hubo diferencias significativas en la locomocién, evaluada por el nimero de
cruces y elevaciones sobrelos miembros posteriores en el OF, entre los animales tratados con

escopolamina y el respectivo control inyectado con salina (p<0,05 por test de T; cruces: grupo
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escopolamina: 61,25 + 5,79 [N= 12]; grupo control: 52,27 + 3,59 [N=11]; elevaciones: grupo
escopolamina: 12,50 + 1,25; grupo control: 16,09 + 2,25). De esta manera se descartd la
posibilidad de que las diferencias encontradas en el desempefo en el test realizado 40 min después
del entrenamiento en SD-IA (60 min después de la inyeccion de escopolamina i. p.) se deban a

alteraciones locomotoras producidas por escopolamina.

En sintesis, la administraciéon de escopolamina i. p. antes del entrenamiento en SD-IA, fue
amnésica tanto para la STM como para la LTM de la tarea. La doble exposicion al campo abierto
rescaté la traza de LTM luego de administracién de escopolamina, como ya habiamos comprobado

(fig. 4.1 B), pero no la de STM en los mismos animales.

Efecto de campo abierto sobre la amnesia por escopolamina administrada intrahipocampo en

la consolidacion de la memoria de SD-IA.

La administracién del antagonista muscarinico escopolamina en el hipocampo dorsal durante la
consolidacion de SD-IA produce amnesia retrégrada en la rata [16]. Por lo tanto se ha considerado
que la transmisiéon mediada por receptores muscarinicos del hipocampo es necesaria para la
consolidacion de esta memoria. Pero dicha amnesia retrégrada se produciria cuando se entrena a
los animales con un choque suave, es decir, cuando el aprendizaje no resulta tan robusto y cuando
se utilizan altas concentraciones del antagonista [376; 377; 378; 379; 380].

Con el objetivo de comprender la naturaleza de la amnesia retrograda causada por bloqueo
de los receptores muscarinicos del hipocampo dorsal y para intentar arrojar luz sobre la
participacion del sistema colinérgico en esta tarea, disenamos ensayos en los que ratas
previamente expuestas al campo abierto, fueron entrenadas en SD-IA con un choque suave (0,5

mA), recibiendo escopolamina intrahipocampo inmediatamente luego del entrenamiento.

Habiendo comprobado que el campo abierto “impidié” que se manifestara la amnesia instigada por
escopolamina inyectada por via intraperitoneal previamente al entrenamiento (fig. 4.1), y teniendo
en cuenta que la consolidacion de la tarea utilizada depende del hipocampo, se decidié evaluar si la
exposicién al campo abierto continuaba siendo “facilitatoria” o “promoviendo” la formacién de
LTM cuando la escopolamina se administraba durante la consolidacién y estaba restringida al
hipocampo dorsal.

Entonces el objetivo especifico fue evaluar si la exposicion al campo abierto era capaz de
producir alguna modulacién positiva sobre la consolidacion temprana de SD-IA, que
permitiera superar el efecto amnésico de la inhibicion de la transmision muscarinica en el
hipocampo durante la consolidacion.

Algunos animales fueron inyectados con 8 pg/ul de escopolamina intrahipocampo dorsal, 1 pl por

lado, inmediatamente luego del entrenamiento en evitacion inhibitoria, constituyendo el grupo
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tratado. Las ratas del grupo control fueron inyectadas en hipocampo dorsal, con igual volumen de

solucidn salina.

Grupos de hembras:

Algunas ratas hembras fueron expuestas a dos sesiones de OF de 3 minutos cada una, realizadas 24
hy 1 h 30 min antes) como lo indica el diagrama superior de la figura 4.2. En la segunda sesion en
el campo abierto se observd una disminucién significativa del nimero de elevaciones (rearings)

(p<0,05, por prueba de t para datos apareados) (ver tabla 4.2).

Tabla 4.2: Desempeiio en el OF de las ratas hembra correspondientes al ensayo
de la figura 4.2 (grupo 2 OF).

Campo Cruces Elevaciones Acicalamientos
abierto

1°sesién 2° sesion 1°sesion 2°sesion 1°sesion 2° sesion

(Media + ES)| 84,47 + 4,57 76,40 +4,85 [25,07 +1,63* 19,60 +2,17* 0,60+0,29 10,46+ 0,16

Medias y su error estandar para los distintos parametros registrados.
* Diferencias significativas para el pardmetro correspondiente, entre la primera y segunda sesion,
prueba de t para datos apareados (*p<0,05).

Luego de la segunda sesion en el OF, las ratas fueron entrenadas en SD-IA y recibieron inmediatamente
una inyeccién intrahipocampo del vehiculo o de escopolamina (fig 4.2).

En la figura 4.2 los diagramas de barras corresponden a las latencias de descenso de la plataforma
para ratas hembra que no fueron expuestas al OF (grupos No-OF, barras vacias, A) y de las que
fueron expuestas a 2 sesiones de OF (grupos 2 OF, barras rayadas, B) asi como de la tratadas con
escopolamina intrahipocampo (grupos No-OF y OF; barras grises), con los respectivos controles
con solucién salina (barras blancas). Las latencias del test fueron significativamente mayores que
las del entrenamiento para el grupo control expuesto al OF y para el grupo no expuesto al OF (No-
OF), asi como también para el grupo tratado con escopolamina expuesto a 2 OF (p<0,001 para
grupos tratado con 2 OF [N=14]; p<0,01 para el grupo control 2 OF [N=13]; p<0,05 para grupo
control No-OF [N=12]; prueba para muestras apareadas de Wilcoxon), es decir que estos animales
formaron una LTM. En cambio, los inyectados con escopolamina en hipocampo dorsal, pero no
expuestos al OF previo (No-OF), no mostraron una retencién significativa que evidenciara la
formacién de una LTM de la tarea (p>0,05, por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon,
N=12). En otras palabras, los animales control formaron una LTM de la tarea, mientras que los
inyectados con escopolamina que no pasaron por el OF, no evidenciaron recordarla. Hubo
diferencias significativas en el desempefio en SD-IA entre algunos de los grupos (p<0,01,
comparacion de las diferencias de latencias [test- entrenamiento] por Kruskal Wallis ANOVA).
Los grupos de animales expuestos previamente al OF, ya sea que fueron tratados con escopolamina

o inyectados con salina mostraron un desempefio significativamente mejor que el del grupo tratado
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que no fue expuesto al OF (p<0,05 para diferencias de latencias [test-entrenamiento] para grupos
tratados con escopolamina OF vs. No-OF y p<0,01 entre grupos control OF vs. escopolamina No-
OF, por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney). Aunque los animales del grupo
control, expuestos a 2 sesiones de OF mostraron una tendencia de un mejor desempefio en el test
respecto del grupo control que no pasé por el OF, esta no alcanzé a ser significativa (ya que la
comparacion de las diferencias de latencias [test-entrenamiento]= 37,40 y 4,97 respectivamente]
arroj6 un p=0,077, por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney).

Estos resultados corroborarian el ya reportado efecto amnésico de la escopolamina sobre la
consolidacion cuando es administrada intrahipocampo inmediatamente luego de entrenamiento en
la tarea de SD-IA, y demuestran que dicha amnesia retrograda fue superada cuando se realizaron
dos sesiones en el OF de 3 minutos cada una, 24 h y 1 h 30 min antes del entrenamiento. A su vez,

demuestran que esta superacién de la amnesia ocurri6 en animales que se habian habituado al OF.
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Fig 4.2: Efecto de campo abierto sobre la amnesia por escopolamina administrada
intrahipocampo en la consolidacion de la LTM de SD-IA: (entrenamiento suave) en ratas
hembras.

Arriba: Esquema del disefio de los experimentos para evaluar el efecto sobre el desempefio en
la SD-IA de la escopolamina intrahipocampo, cuando se expone o no al OF. Los grupos de
ratas hembra fueron entrenados en IS)D—IA con un choque de 0,5 mA. La flecha indica el
momento en que se inyectd escopolamina o solucién salina.

A 'y B: Los gréficos de barras corresponden al desempefio en SD-IA de grupos de animales
expuestos a dos sesiones de campo abierto (grupo 2 OF, barras rayadas, B) y de grupos que no
fueron expuestos al OF (grupo No-OF, barras vacias, A). En cada caso se inyectd
intrahipocampo con solucidn salina (control, barras blancas); o escopolamina 8 pg/ul
(escopo, barras grises). Las barras representan medianas de latencias con sus rangos
intercuartiles (25; 75) tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Paneles laterales a la derecha: gréfico de scatter.

* Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05. **p<0,01, ***p<0,001).
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Fig 4.2: Efecto de campo abierto sobre la amnesia por escopolamina administrada
intrahipocampo en la consolidacion de la memoria de SD-IA: (entrenamiento suave) en
ratas hembras.

C:. Diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos intercuartiles (25; 75) de
los grupos inyectados con escopolamina y con solucion salina, de las partes A y B de la
figura. Grupos No-OF, control N=12 y tratado N=12. Grupos 2 OF, control N=13 y tratado
N=14.

# Diferencias significativas entre las diferencias de latencias por prueba para datos no apareados de
Mann Whitney ( # p<0,05, ## p<0,01).

Grupos de machos:

Para discriminar entre el efecto de una exposicién al OF, donde estaria involucrado el factor
novedad y la doble exposicion al OF, que involucra habituacién, teniendo en cuenta la propuesta
participacién del hipocampo en la deteccion de novedad [161; 162; 163; 164] y de su clésico rol en
la formacion de memoria [381; 382] (ver Introduccion, pag 35), decidimos investigar si una sola
sesion en el campo abierto, realizada 1 h 30 min antes del entrenamiento en SD-IA, era suficiente
por si sola, para superar el efecto amnésico de la escopolamina.

Algunos animales fueron expuestos a dos sesiones de campo abierto antes del entrenamiento en

SD-IA (grupos 2 OF); mientras que a diferencia del ensayo anterior, otros animales fueron

Tabla 4.3: Desempeiio en el OF de las ratas macho del ensayo de la figura 4.3
C (grupo 2 OF).

Campo Cruces Elevaciones Acicalamientos
abierto

1°sesion 2° sesiéon 1°sesion 2°sesiéon 1°sesion 2° sesion

(Media * ES) |67,7+5.45 [57,90+5,50 ]19,60 + 1,95%** [14,40 + 1,93*** (1,00 + 0,42 [0,70 + 0,40

Se muestran las medias y su error estandar para los distintos pardmetros registrados.
* Diferencias significativas para el parametro correspondiente, entre la primera y segunda sesion,
prueba de t para datos apareados (***p<0,001).

Luego de la segunda sesién en el OF, las mismas ratas fueron entrenadas en SD-IA y recibieron
inmediatamente una inyeccidn intrahipocampo del vehiculo o de escopolamina (fig 4.3 C).
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expuestos a una unica sesiéon de 3 min en el OF, 1 h 30 min antes del entrenamiento en SD-IA
(grupo 1 OF); y otros, s6lo fueron entrenados en SD-IA (grupos No-OF). Los animales que fueron
expuestos dos veces al OF, en la segunda sesién mostraron una disminucion significativa del
numero de elevaciones (rearings) (p<0,001, por prueba de t para datos apareados) (ver tabla 4.3).

Como lo indica el diagrama de la figura 4.3, utilizando el mismo protocolo experimental que con
las hembras (de la fig.4.2), se evalu6 el desempefio de machos entrenados en SD-IA con un choque
eléctrico suave (0,5 mA), que fueron inyectados intrahipocampo inmediatamente luego del
entrenamiento con 1 pul de escopolamina 8 pg/ul por lado, o bien con 1 pl de solucién salina. A las

24 h se realizo el test.

_____ H =====zu
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Fig 4.3: Efecto del campo abierto sobre la amnesia por escopolamina administrada
intrahipocampo en la consolidacién de la memoria de SD-IA: (entrenamiento suave)
en ratas macho.

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la escopolamina
intrahipocampo sobre el desempefio en la SD-IA, cuando se expone o no al OF. Los
grupos de ratas macho fueron entrenados en SD-IA con un choque de 0,5 mA. La flecha
indica el momento en que se inyectd escopolamina o solucién salina.

En la figura 4.3, los diagramas de barras corresponden a las medianas de las latencias de descenso
de la plataforma para los animales que no fueron expuestos al OF (grupo No-OF, A), para los que
pasaron por una sola sesion (grupo 1 OF, barras punteadas, fig. 4.3 B), y para los que pasaron por 2
sesiones en el OF (grupo 2 OF, barras rayadas, fig 4.3 C), asi como para los grupos tratados con
escopolamina intrahipocampo (barras grises) y los respectivos controles (barras blancas). Las
latencias del test fueron significativamente mayores que las del entrenamiento, tanto para los
animales de los grupos control (ya sea que hubieran pasado por una, dos o ninguna sesiéon de OF),
como para los grupos tratados con escopolamina que fueran expuestos previamente a una o a dos
sesiones de OF (p<0,01 para los grupos control expuestos 1 OF [N=8], o 2 OF [N=10 para el grupo
No-OF [N=14], y para el grupo tratado con escopolamina expuesto a 1 OF [N=13] y 2 OF [N=8§];
por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon) (figs 4.3 A, By C).
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Fig 4.3: Efecto de campo abierto sobre la amnesia por escopolamina administrada
intrahipocampo en la consolidaciéon de la memoria de SD-IA: (entrenamiento suave)
en ratas macho.

A, B y C: Los gréficos de barras corresponden al desempefio en SD-IA de grupos de
animales que no fueron expuestos al OF (barras vacias, A), grupos expuestos a una sesién
(barras punteadas, B) y grupos expuestos a dos sesiones de campo abierto (barras rayadas,
O).
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Fig 4.3: Efecto de campo abierto sobre la amnesia por escopolamina administrada
intrahipocampo en la consolidacién de la memoria de SD-IA: (entrenamiento suave) en

ratas macho.

En cada caso se inyectd intrahipocampo con solucién salina (control, barras blancas); o
escopolamina 8 pg/ul (escopo, barras grises). Las barras representan medianas de latencias
con sus rangos intercuartiles (25; 75)

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.
Paneles laterales a la derecha: gréafico de scatter.

Grupos No-OF: control N=14 y tratado N=10.Grupos 1 OF: control N=8 y tratado N=13.
Grupos 2 OF: control N=10 y tratado N=8.

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(**p<0,01).

En cambio, el grupo de ratas inyectadas con escopolamina en hipocampo dorsal, que no fue
expuesto al campo abierto (No-OF), no alcanzé el criterio de aprendizaje, no evidenciando
memoria de SD-IA en el test (p>0,05 por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon, N=10) (fig
4.3 A).

Todos los grupos resultaron significativamente diferentes del grupo No-OF inyectado con
escopolamina (p<0,05 para la comparacién de diferencias de latencias entre grupo tratado No-OF
vs. grupo control No-OF; vs. grupo tratado y control 1 OF; vs. grupo tratado 2 OF; p<0,01 entre el
grupo tratado No-OF vs. grupo control 2 OF; por prueba para muestras no apareadas de Mann
Whitney).

En otras palabras, el bloqueo de los receptores muscarinicos del hipocampo luego del
entrenamiento en aquellas ratas que no pasaron por el campo abierto, fue amnésico. Mientras que
tanto los animales del grupo control, como los animales con bloqueo muscarinico en el hipocampo,
que fueron expuestos antes a una o dos sesiones de OF, aprendieron la tarea y formaron LTM.

No hubo diferencias significativas entre los grupos que pasaron por una sesion de OF con respecto
a aquellos que pasaron por dos sesiones de OF, ya sea en el caso de los animales tratados con
escopolamina, como en el caso de los controles (p>0,05 comparacién 1 OF vs 2 OF, por prueba de
Mann Whitney). Tampoco hubo diferencias significativas entre los grupos control, ya sea que
hayan sido expuestos (a una o dos sesiones) o no al campo abierto (p>0,05 por prueba de Kruskal
Wallis ANOVA).

Como ya se menciond, la administracion pre- o postentrenamiento del antagonista muscarinico
escopolamina produce amnesia de la SD-IA en la rata. Pero esta amnesia se produciria cuando se
entrena a los animales con un choque suave, es decir, cuando el aprendizaje no resulta tan robusto
[376; 383]. Se requieren bajas dosis de escopolamina intraperitoneal para deteriorar la retencion
evaluada a las 24 h de la tarea de evitacidn ihibitoria (ST-IA) cuando se la administra antes de la
sesion de aprendizaje [219; 384], y mayores dosis para lograr un deterioro cuando se la administra
después de esta sesiéon [379]; indicando un efecto mds pronunciado de esta droga sobre la

adquisicién y una menor influencia sobre la consolidacién [380].
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Estos resultados corroboran el efecto amnésico aparente de la escopolamina sobre la consolidacion,
cuando fue administrada intrahipocampo luego de entrenamiento suave en la tarea de SD-IA. Dicho
efecto pudo revertirse cuando los animales fueron expuestos a una o dos sesiones en el campo

abierto, previas al entrenamiento en SD-TA.

Efecto de la previa exposicion al OF sobre la memoria de corta duraciéon (STM) v sobre la de

larga duracion (LTM) de la de SD-IA. Efecto sobre la amnesia por administracion de

escopolamina intrahipocampo.

En la seccién anterior en los que se evidencié un efecto amnésico de escopolamina i.p. sobre la
STM y la LTM de la SD-IA. La doble exposicion al campo abierto rescaté la traza de LTM luego
de administracién de escopolamina, (fig. 4.1), pero no la de STM en los mismos animales. También
vimos que la escopolamina inyectada en el hipocampo también tuvo un efecto amnésico sobre la
LTM de SD-IA, que pudo ser rescatado por la exposicion a 1 OF o bien a 2 OF (fig 4.3).

Se ha reportado que la escopolamina inyectada en el hipocampo en ratas, inmediatamente luego del
entrenamiento [2] afecta negativamente la memoria de corta duracién de SD-IA.

Teniendo en cuenta los resultados de la seccién anterior y los antecedentes mencionados,
investigamos que ocurria con STM en similares condiciones. Utilizando el mismo protocolo
experimental de la figura 4.3, se evalué si la administracion de escopolamina intrahipocampo
afectaba la memoria de corta duracién (STM) de manera semejante a como lo hacia con la LTM,
provocando amnesia, y si dicha amnesia podia ser superada por el paso por el OF.

La mitad de un lote de ratas macho fueron expuestas a 2 sesiones en el OF de 3 min cada una con
igual protocolo al del ensayo anterior (diagrama superior de figura 4.3 D y E), antes del
entrenamiento de SD-TA. En la segunda sesién de OF no se observé disminucién significativa ni
del nimero de cruces como tampoco del nimero de elevaciones sobre los miembros posteriores
(p>0,05 por prueba de t para datos apareados).

Inmediatamente luego del entrenamiento con un choque umbral de 0,5 mA en SD-IA los animales
fueron inyectados con 8 pg/ul de escopolamina, en un volumen final de 1 pl, o bien fueron
inyectados con igual volumen de solucion salina. Se realizé el test de SD-IA a los 40 min para
evaluar STM, como lo indica el diagrama superior de la figura 4.3 D y E. A las 24 h se realiz6 el
test para evaluar LTM en los mismos animales.

En la figura 4.3 D y E, los diagramas de barras corresponden a las medianas de latencias en SD-IA
de los animales previamente expuestos o no al OF (grupo No-OF, barras lisas, de fig 4.3 D; grupo
OF, barras rayadas de fig 4.3 E), inyectados con escopolamina (barras grises) o con salina (barras
blancas).

Los grupos control, tanto el expuesto a 2 OF (grupo OF) como el que no fue expuesto (grupo No-
OF) y el grupo tratado expuesto a 2 OF tuvieron latencias del test realizado a los 40 min,

significativamente diferentes y mayores que las latencias del entrenamiento (p<0,05, para el grupo
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control que no pasé por el OF [N=12] y p<0,01 para los grupos tratado y control que pasaron por 2
OF [grupo control N=10; grupo tratado N=11] por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon)
(figura 4.3 D y E). Es decir que estos grupos alcanzaron el criterio de aprendizaje y evidenciaron
tener una STM de la tarea. En cambio, el grupo tratado con escopolamina, no expuestos al OF
(grupo No-OF), no evidenci6é una STM de la tarea, ya que no hubo diferencias significativas entre
las latencias del entrenamiento y del test (p>0,05 cuando se evalu6 STM; por prueba para muestras
apareadas de Wilcoxon [N=11]) (figura 4.1 D).

Es decir que la escopolamina intrahipocampo ejercié un efecto amnésico ya que no hubo
evidencias de retencién y, a diferencia de lo que ocurrié con la STM cuando la escopolamina fue
administrada via intraperitoneal antes del entrenamiento en SD-IA (fig 4.1 D y E), esta amnesia fue
superada por las exposiciones previas al OF.

Como se puede ver en la fig. 4.3 F, hubo diferencias significativas en el desempefio evaluado a los
40 min, entre algunos de los grupos experimentales (p<0,001, comparacién de las diferencias de
latencias [test - entrenamiento para STM], por Kruskal Wallis, ANOVA). Es evidente que el grupo
tratado con escopolamina y que no fue expuesto al OF fue aquel que tuvo un desempefio en la STM
mds pobre respecto al resto de los grupos (p<0,05; para las diferencias de latencias [test -
entrenamiento para STM] de los grupos tratados con escopolamina No-OF vs. 2 OF ; p<0,01 para
los grupos control No-OF vs. grupo tratado No-OF ; p<0,001 entre el grupo control 2 OF vs. grupo
tratado No-OF; por prueba de comparaciones multiples de Dunns; fig 4.3 F).

Pasadas las 24 horas del entrenamiento en SD-IA, se realizé un nuevo test de estos cuatro
grupos de animales, para evaluar la LTM. En la fig 4.3 D y E también se muestran las
medianas de latencias obtenidas para los distintos grupos en el entrenamiento y en el test
realizado a las 24 h (te LTM). Se comprob6 que los grupos tratado y control expuestos
previamente al OF, asi como el grupo control no expuesto al OF, alcanzaron el criterio de
aprendizaje y formaron una LTM (p<0,05 para entrenamiento vs. test para los grupos
control No-OF y 2 OF, p<0,01 para el grupo tratado con escopolamina 2 OF, prueba para
muestras apareadas de Wilcoxon). Como era de esperar, el grupo tratado con escopolamina
que no fue expuesto al OF, no evidenci6 memoria de larga duracién (p>0,05 para la
comparacion entrenamiento vs. test, prueba para muestras apareadas de Wilcoxon),
corroborando los resultados previos (fig 4.3 A y C). Como se puede ver en la fig. 4.3 G,
hubo diferencias significativas en el desempeio evaluado a los 24 h, entre algunos de los
grupos experimentales (p<0,05, comparacion de las diferencias de latencias [test -
entrenamiento para LTM], por Kruskal Wallis, ANOVA). Es evidente que el grupo tratado
con escopolamina y que no fue expuesto al OF tuvo un desempefo en la LTM mads pobre
respecto a los grupos expuestos a 2 OF tratado con escopolamina y control (p<0,05; para

las diferencias de latencias [test - entrenamiento para LTM] de los grupos 2 OF tratados y
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control vs. el grupo tratado con escopolamina No-OF; por prueba Mann Whitney p

muestras no apareadas; fig 4.3 G).
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Fig 4.3 D y E: Efecto de la previa exposicién al OF sobre la memoria de corta duracién
(STM) y sobre la de larga duracién (LTM) de la de SD-IA. Efecto sobre la amnesia
por administracion de escopolamina intrahipocampo.

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto escopolamina
intrahipocampo. sobre SD-IA, con y sin exposicién previa al OF. La flecha indica la
inyeccion en el hipocampo dorsal. de solucién salina (control, barras blancas), o
escopolamina 8 pg/ul (escopo, barras grises).

ara
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Ratas macho fueron entrenadas en SD-IA con un choque de 0,5 mA. Se realizé una sesién de
test a los 40 min (para evaluar memoria de corta duracién: STM), y otra sesion de test a las
24 h (para evaluar memoria de larga duracién: LTM)

D y E: Las barras representan medianas de latencias con sus rangos intercuartiles (25;
75). E: animales expuestos a dos sesiones previas de campo abierto (grupos 2 OF, E),
representados por barras rayadas; D: animales que no tuvieron exposiciéon previa al OF
(grupos No-OF, D), barras vacias.

tr: latencia de entrenamiento; te STM: latencia de test de memoria de corta duracion.

te LTM: latencia de test de memoria de larga duracion.

Paneles a la derecha: graficos de scatter.

Grupos No-OF: control N=12 y tratado N=11. Grupos 2 OF: control N=10 y tratado N=11.

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05;**p<0.01).

& Diferencias significativas entre test LTM y test STM; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(&&p<0,01).
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Fig 4.3 F y G: Efecto de la exposicion al OF sobre la memoria de corta duraciéon (STM) y
larga duracion (LTM) de la de SD-IA. Efecto sobre la amnesia por administracion de
escopolamina intrahipocampo: Diferencias de latencias.

Diferencias de latencias (test STM-entrenamiento) (F) y diferencias de latencias (test LTM-
entrenamiento) (G) con sus rangos intercuartiles (25; 75) de los grupos inyectados con
escopolamina y con solucidn salina de la parte D y E de la figura.

#Diferencias significativas entre las diferencias de latencias por prueba de comparaciones muiltiples de
Dunns/ por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney ( # p<0,05, ## p<0,01, ###p<0,001)
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En sintesis, la administracion de escopolamina intrahipocampo inmediatamente después del
entrenamiento en SD-IA, fue amnésica tanto para la STM como para la LTM de la tarea. La doble
exposiciéon al campo abierto rescatdé tanto la traza de STM como de la LTM luego de

administracién de escopolamina.

IV.2 EFECTO DE LA INHIBICION DE LA SINTESIS PROTEICA SOBRE LA
MODULACION DE LA MEMORIA DE SD-IA.

Efecto sobre la reversion de la amnesia de SD-IA por la doble exposicion al OF

Se ha propuesto que la induccién de la LTP estd asociada con la formacién de una “etiqueta
sindptica” en aquellas sinapsis que fueron activadas (mediante la aplicacién de un estimulo de tipo
tetdnico). Esta etiqueta tendria el rol de secuestrar proteinas vinculadas con plasticidad sindptica,
que servirian para estabilizar aquellos cambios sindpticos transitorios, de manera que esos cambios
extenderian su persistencia. Es decir, que una LTP temprana podria ser transformada en una LTP
tardia dependiendo de la historia de activacién de la neurona durante el periodo previo y posterior
(dentro de un intervalo de 2 horas aproximadamente) [177]. Como la LTP es un proceso que se
postula como mecanismo que subyace a los procesos de memoria y aprendizaje, esta posibilidad de
modificar la persistencia de la LTP podria ser un proceso que permitiria extender la ventana
temporal para la transformacion de un STM en una LTM [177].

Ha sido reportado que un entrenamiento débil en evitacion inhibitoria, que normalmente no genera
memoria de largo plazo, pudo generarla cuando se lo realizé dentro de un periodo préximo a la
exploracién de un campo abierto. Los autores postularon que el efecto promotor del campo abierto
sobre la memoria de evitacién inhibitoria estaria mediado por la sintesis de proteinas vinculadas

con plasticidad sindptica [170].

Con el objetivo de empezar a investigar si se requeria sintesis de novo de proteinas en el
hipocampo, para que tengan lugar los efectos aqui reportados de la exposicion al OF sobre la
amnesia de SD-IA instigada por escopolamina, utilizamos el inhibidor de la sintesis proteica
anisomicina.

Para ello, previamente investigamos si habia algin efecto de anisomicina sobre la
adquisicién/consolidacién de la memoria de SD-IA, cuando es administrada en el hipocampo

dorsal 1 h 30 min antes del entrenamiento.

El disefio experimental completo fue el siguiente:
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Fig 4.4: Efecto de la inhibicién de la sintesis proteica sobre la modulacion de la
memoria de SD-IA. Efecto sobre la reversion por la doble exposicion al OF, de la
amnesia de SD-IA causada por anisomicina.

Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto sobre el desempeiio en la SD-IA de
la inyeccién de anisomicina intrahipocampo, cuando se expone o no al OF. Los grupos de
ratas hembra fueron entrenados en SD-IA con un choque de 0,5 mA. La flecha indica el
momento en que se inyectd anisomicina (5 min después de la segunda sesioén de OF).

Para los animales que fueron expuestos a dos sesiones de OF, en la segunda sesién hubo
disminucién significativa de los cruces y de las elevaciones sobre los miembros posteriores
(p<0,01, para los cruces y p<0,05 para las elevaciones, por prueba de t para datos apareados), por

lo que consideramos que reconocieron la arena, habiéndose habituado a ella.

Se evalu6 el desempeiio en SD-IA de cuatro grupos de ratas hembra expuestas o no a dos sesiones
de OF, de 3 min cada una, realizadas 24 h y 1 h 30 min antes del entrenamiento en SD-IA con un
estimulo de 0,5 mA (grupos OF y grupos No-OF). Algunos animales fueron inyectados con
anisomicina (0,8 pl de 100 pg/ul) en el hipocampo dorsal (grupos aniso) 1 h 25 min antes del
entrenamiento en SD-IA (es decir, 5 min después de la sesién de OF), mientras que otros animales

no recibieron inyeccion alguna.

En la figura 4.4, las barras corresponden a las medianas de las latencias de descenso de la
plataforma a la grilla para los animales que pasaron previamente por el campo abierto (grupos OF,
barras rayadas), y para los no expuestos al campo abierto (grupos No-OF, barras vacias),
inyectados en hipocampo dorsal con 0,8 ul de anisomicina 100 pg/ul (barras grises) y animales

control (barras blancas).
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Fig 4.4: Efecto de la inhibicion de la sintesis proteica sobre la modulacién de la memoria
de SD-IA. Efecto sobre la reversion por la doble exposicion al OF, de la amnesia de SD-
IA causada por anisomicina.

A: Los grificos de barras corresponden al desempefio en SD-IA de grupos de animales
expuestos a dos sesiones de campo abierto (barras rayadas) y de grupos que no fueron
expuestos al OF (barras vacias). A su vez se compara el desempefio de animales control que
no recibieron inyeccién alguna (barras blancas) con los grupos “anisomicina” que fueron
inyectados intrahipocampo con 100 pg/ul anisomicina (barras grises) 95 min antes del
entrenamiento en SD-IA, y para los animales expuestos a 2 OF, 5 min luego de la 2da sesion.
Las barras representan medianas de latencias con sus rangos intercuartiles (25; 75)

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Paneles inferiores: gréafico de scatter (izquierda); y representacién paramétrica de los datos
(media y error estdndar, derecha).

N=11 para todos los grupos.

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05. **p<0,01).
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Fig 4.4: Efecto de la inhibicién de la sintesis proteica sobre la modulacién de la
memoria de SD-IA. Efecto sobre la reversion por la doble exposicion al OF, de la
amnesia de SD-IA causada por anisomicina.

B:. Diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos intercuartiles (25; 75) tanto
de los grupos inyectados con anisomicina, y de los grupos naive de la parte A de la figura.

# Diferencias significativas entre las diferencias de latencias por prueba no pareada de Mann
Whitney. ( ##p<0,01).

Las latencias durante el test, 24 h después del entrenamiento, fueron significativamente mayores
que las del entrenamiento para los dos grupos expuestos previamente al OF - tanto el de animales
inyectados con anisomicina como el control -, y para el grupo control que no fue expuesto al OF
(p<0,05 para el grupo con 2 OF inyectado con anisomicina y para el grupo control No-OF; p<0,01
para el grupo control con 2 OF, [N=11] para cada grupo; por prueba para muestras apareadas de
Wilcoxon) (Fig 4.4 A). En cambio, para el grupo de ratas inyectadas con anisomicina pero no
expuestas al OF, las latencias del test no fueron significativamente distintas de las del
entrenamiento (p>0,05; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon, N=11), es decir que la

anisomicina habria causado amnesia de la SD-IA.

Se detectaron diferencias significativas en la comparacion de las diferencias de latencias de los
cuatro grupos (p<0,05, comparacion de las diferencias de latencias [test-entrenamiento], Kruskal
Wallis ANOVA) (fig. 4.4 B).

El grupo control expuesto a 2 sesiones de OF evidencié un desempeifio significativamente mejor

que los dos grupos inyectados con anisomicina, expuestos o no al OF (p<0,01, comparacién de
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diferencias de latencias [test - entrenamiento] del grupo OF control vs. No-OF aniso; y vs. OF
aniso; por prueba de Mann Whitney para datos no apareados). Es decir que, como se menciond mas
arriba, anisomicina inyectada 1 h 25 min antes del entrenamiento, deterioré la formacién de la
memoria de SD-IA testeada a las 24 horas.

El grupo control, expuesto a dos sesiones de campo abierto, mostré una tendencia de un mejor
desempefio respecto de los animales control no expuestos al campo abierto, aunque no hubo
diferencias estadisticamente significativas, al igual que en ensayos anteriores (p= 0,088;
comparacién de diferencias de latencias [test - entrenamiento] del grupo OF control vs. No-OF
control; por prueba de Mann Whitney para datos no apareados).

En otras palabras, la inhibicidn de las sintesis de proteinas en hipocampo desde 1 h 25 min antes
del entrenamiento, fue amnésica para la tarea de SD-IA. Dicha amnesia fue superada por la previa
exposicion a 2 sesiones en el OF, aunque las latencias en ese caso fueron significativamente
menores a las de los controles expuestos a 2 sesiones de OF, por lo que se puede sugerir que la
recuperacion no habria sido completa, como parecié en el caso del bloqueo muscarinico por

escopolamina.

En resumen: anisomicina administrada antes del entrenamiento en SD-IA en hipocampo afect6 la
adquisicién y/o consolidacién de esta tarea, provocando amnesia. Dicho deterioro pudo ser
superado por la previa exposicion a dos sesiones de campo abierto, ya que se verificd la expresion
de LTM en esas ratas. Sin embargo, los controles que pasaron por el OF tuvieron un desempefio en
el test significativamente mejor al del grupo inyectado con anisomicina también expuesto al OF.
Entonces podemos considerar que la reversion del efecto de la droga habria sido parcial. Se puede
especular, por ejemplo, que las dos sesiones de OF habrian sido suficientes para superar un posible
efecto amnésico de anisomicina a nivel de la adquisicién/consolidacién de SD-IA, aunque la droga
podria haber anulado el efecto promotor del OF, pero se requieren evidencias ad hoc para
esclarecer los mecanismos involucrados. Entonces se estudio si el efecto promotor del OF sobre la
SD-IA dependia de la sintesis proteica que se desencadena durante la segunda sesion de OF. Para
ello se administré anisomicina en el hipocampo dorsal 2 h antes del entrenamiento, 30 min antes de
la segunda exposicion al OF.

El disefio experimental completo fue el siguiente:
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Fig 4.4 C: Efecto de la inhibicion de la sintesis proteica sobre la modulacion de la memoria
de SD-IA. Efecto sobre la reversion por la doble exposicion al OF, de la amnesia de SD-IA
causada por anisomicina.

Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto sobre el desempefio en la SD-IA de la
inyeccién de anisomicina intrahipocampo, cuando se expone o no al OF. Los grupos de ratas
hembra fueron entrenados en SD-IA con un choque de 0,5 mA. La flecha indica el momento en
que se inyectd anisomicina o vehiculo (2 h antes del entrenamiento en SD-IA, y para los animales
expuestos al OF, 30 min antes de la segunda sesi6n).

Las latencias durante el test, 24 h después del entrenamiento, fueron significativamente mayores
que las del entrenamiento para todos los grupos estudiados (p<0,05 para el grupo No-OF inyectado
con anisomicina [N=8]; p<0,01 para los grupos inyectados con vehiculo No-OF [N=8] y con 2 OF
[N=10] y para el grupo vehiculo No-OF [N=9]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon)
(Fig 4.4 C). Se detectaron diferencias significativas en la comparacion de las diferencias de
latencias de los cuatro grupos (p<0,01, comparacién de las diferencias de latencias [test-
entrenamiento], Kruskal Wallis ANOVA). El grupo inyectado anisomicina no expuesto al OF
evidenci6 un desempeio significativamente mds pobre que de los grupos los grupos inyectados con
anisomicina expuesto al OF, o que aquel inyectado con vehiculo no expuesto al OF (p<0,05
comparacion de diferencias de latencias [test - entrenamiento] para grupo aniso No-OF vs .vehiculo
No- OF, p<0,001 para grupo aniso No-OF vs. aniso 2 OF; por prueba de Mann Whitney para datos
no apareados) (fig. 4.4 D). Es decir que la inyeccion de anisomicina, 2 h antes del entrenamiento, si
bien dio lugar a la formacién de una LTM de SD-IA, produjo un deterioro sobre esta memoria que

pudo ser superado por la previa exposicion a dos sesiones de OF.

138



c 120 9 1 Veh, No-OF
110- 1 Aniso, No-OF
0,5 mA = Veh, 2 OF
__ 100~ B Aniso, 2 OF
g 50
L
8 4
2
[T 30-
l'(-ﬂ' *%
= 20-
10 *
0 — = 0 =5 ==

tr te tr te tr te {tr te

80+
70
°
60
’a L)
g’: 501 o
8
S 40+ °
o
§ 30- o eee
3]
-1 oe—
20 o ®
®e
—— - .
104 © o e
o, o o o
000 o By %8 0% &=
O'M T T e‘lg T

tr te tr te tr te tr te
o Veh, No-OF e Veh, 2 OF
o Aniso, No-OF e Aniso, 2 OF

Fig 4.4 C: Efecto de la inhibicién de la sintesis proteica sobre la modulacién de la memoria de
SD-IA. Efecto sobre la reversion por la doble exposicion al OF, de la amnesia de SD-IA causada
por anisomicina.

A: Los gréficos de barras corresponden al desempefio en SD-IA de grupos de animales expuestos a
dos sesiones de campo abierto (barras rayadas) y de grupos que no fueron expuestos al OF (barras
vacfas). A su vez se compara el desempefio de animales control que recibieron inyeccién de vehiculo
(barras blancas) con grupos fueron inyectados intrahipocampo con 100 pg/ul anisomicina (barras
grises) 2 h antes del entrenamiento en SD-IA (30 min antes de la 2da sesién de OF). Las barras
representan medianas de latencias con sus rangos intercuartiles (25; 75)

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Paneles inferiores: grafico de scatter (abajo).

Grupos No-OF: Vehiculo N=9 y Anisomicina N=8; Grupos 2 OF: Vehiculo y Anisomicina: N=10.

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05. **p<0,01).
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Fig 4.4: Efecto de la inhibicion de la sintesis proteica sobre la modulacién de la memoria de SD-
TA. Efecto sobre la reversion por la doble exposicion al OF, de la amnesia de SD-IA causada por

anisomicina.

D: Diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos intercuartiles (25; 75) tanto de los
grupos inyectados con anisomicina, y de los grupos naive de la parte C de la figura.

# Diferencias significativas entre las diferencias de latencias por prueba no pareada de Mann Whitney. (

#p<0,05; ###p<0,001).

En otras palabras, la inhibicion de las sintesis de proteinas en hipocampo 2 h o 1 h 25 min antes del

entrenamiento, fue amnésica para la tarea de SD-IA. Dicha amnesia fue superada por la previa

exposicion a 2 sesiones en el OF. Cuando la anisomicina fue inyectada 1 h 25 min antes del

entrenamiento , las latencias en ese caso fueron significativamente menores a las de los controles

expuestos a 2 sesiones de OF, por lo que se puede sugerir que la recuperacién no habria sido

completa, como parecié en el caso de que la inyeccion se realizd6 35 min antes, o cuando se

bloquearon los receptores muscarinicos por escopolamina.

Con estos resultados, intentamos comenzar a investigar si la modulacién positiva del campo

abierto sobre la memoria de SD-IA, que lleva a “suprimir la amnesia retréograda’ instigada

por escopolamina durante la consolidacién, podria involucrar procesos de sintesis proteica en

el hipocampo dorsal. Sin embargo, debe tenerse presente que anisomicina fue amnésica per se.

Se evalu6 el desempefio en OF y en SD-IA de acuerdo con el siguiente disefio experimental:
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Fig 4.5: Efecto de la inhibicion de la sintesis proteica sobre la modulacion de la
memoria de SD-IA. Efecto sobre la reversion por la doble exposicion al OF, de la
amnesia de SD-IA causada por escopolamina.

Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto sobre el desempefio en la SD-IA de
la inyeccién de anisomicina y/o escopolamina intrahipocampo, cuando se expone o no al
OF. La flecha indica el momento en que se inyecté anisomicina/vehiculo (5 min luego de la
segunda sesion de OF), o bien escopolamina/salina (inmediatamente después del
entrenamiento en SD-IA).

Se formaron tres grupos de ratas hembras que fueron expuestas a 2 sesiones de 3 min en el OF,
realizadas como es habitual, 24 h y 1 h 30 min antes del entrenamiento en SD-IA. En la segunda
sesion de campo abierto hubo disminucién significativa del nimero de cruces y de elevaciones
sobre los miembros posteriores (p<0,01 para los cruces, y p<0,05 para las elevaciones, por prueba
de t para datos apareados) (ver tabla 4.5). Estos resultados permiten considerar que los animales se

habituaron a la arena (como ocurri6é generalmente).
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Tabla 4.5: Desempeiio en el OF de las ratas hembra del ensayo de la figura 4.6 (grupos 2 OF).

Campo Cruces Elevaciones Acicalamientos
abierto

1° sesion 2°sesion 1°sesion 2°sesion 1° sesion 2°sesion

(Media + ES) | 88,62 +4,05%* 72,10 + 3,42%* 129,43 + 1,98* [24,62 + 1,38* |0,76 + 0,25* | 1,68 +0,28*

Se muestran las medias y su error estindar para los distintos pardmetros registrados.
* Diferencias significativas para el pardmetro correspondiente, entre la primera y segunda sesion, prueba de t
para datos apareados (¥p<0,05; **p<0,01).

Luego de la segunda sesion en el OF, las mismas ratas fueron inyectadas intrahipocampo con
anisomicina/vehiculo, y luego entrenadas en SD-IA y nuevamente recibieron inmediatamente una inyeccién
intrahipocampo del vehiculo o de escopolamina (fig 4.5).

Dos grupos de ratas que no fueron expuestas al OF se entrenaron directamente en SD-IA, con igual
protocolo que las ratas expuestas al OF: durante el entrenamiento recibieron un choque de 0,5 mA
al descender de la plataforma; como es habitual, a las 24 h se realiz6 el test. En uno de estos grupos
las ratas fueron inyectadas en hipocampo dorsal con 0,8 ul/lado de anisomicina 100 pg/ul, 1 h 25
min antes del entrenamiento en SD-IA (grupo No-OF + aniso). En el otro grupo, los animales
fueron inyectados con escopolamina luego del entrenamiento en SD-IA (grupo No-OF + escopo),
para controlar el efecto amnésico de esta droga. También se inyecté escopolamina post-
entrenamiento en uno de los grupos de animales expuestos a 2 OF (grupo OF + escopo).

En los otros dos grupos expuestos al OF, las ratas fueron inyectadas en hipocampo dorsal también
con 0,8 pl/lado de anisomicina 100 pg/ul, o con igual volumen del vehiculo, 1 h 25 min antes del
entrenamiento en SD-IA (ya que para los animales que fueron expuestos al OF la inyeccién se
administré 5 min luego de la segunda sesidon). En uno de estos grupos se inyectd también
escopolamina luego del entrenamiento en IA (grupo OF aniso + escopo).

Los controles correspondientes a las inyecciones de droga se hicieron en los tiempos equivalentes,
con el vehiculo para anisomicina (ver Cap. II, Materiales y Métodos) y con solucién salina para

escopolamina.

En la figura 4.5 el diagrama de barras representa las medianas de las latencias de descenso a la
grilla de los animales que pasaron previamente por el OF (grupos OF, barras rayadas), y de los que
no fueron expuestos al OF (grupos No-OF, barras vacias); tratados con 8 ug de escopolamina
intrahipocampo (barras grises), o inyectados con 80 pg (0,8 pul de 100 pg/ul) de anisomicina
intrahipocampo (barras blancas).

Las latencias durante el test fueron significativamente mayores que las del entrenamiento en SD-
IA, para los tres grupos expuestos a las dos sesiones previas en el OF (p<0,05 para el grupo con
anisomicina [N=21]; p<0,01, para el grupo con anisomicina y escopolamina [N=16], y para el

grupo con escopolamina [N=15]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). En cambio,
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para los grupos no expuestos al OF, inyectados con escopolamina o con anisomicina, las latencias
de test no fueron significativamente distintas de las del entrenamiento (p>0,05, tanto para el grupo
inyectado con escopolamina [N=7], como para el grupo inyectado con anisomicina [N=11]; por
prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). En el caso de escopolamina, que fue inyectada
luego del entrenamiento en IA, podemos afirmar que el efecto amnésico se habria producido
durante la consolidacién, mientras que en los animales inyectados con anisomicina antes del
entrenamiento en SD-IA, la amnesia podria haber sido causada por un efecto sobre la adquisicién
y/o sobre la consolidacién. En ambos casos no se evidenci6 la formacion de una LTM de la tarea.

El desempefio en SD-IA de los animales expuestos a 2 OF, inyectados con vehiculo y
escopolamina, fue significativamente mejor respecto de los grupos no expuestos al OF, tanto de los
inyectados con anisomicina, como de los inyectados con escopolamina (p<0,05 Kruskal Wallis
ANOVA, p<0,05 para diferencias de latencias del grupo 2 OF + escopo vs. grupo No-OF escopo; o
vs. grupo No-OF aniso, por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney) (fig 4.5 B).
Ademds, el grupo de animales expuestos a 2 OF, inyectados con ambas drogas, anisomicina y
escopolamina, tuvo un desempefio significativamente mejor al del grupo no expuesto al OF
inyectado solamente con escopolamina (p<0,01 para diferencias de latencias del grupo OF ani +
escopo vs. grupo No-OF escopo, prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney) (fig 4.5 B).
El grupo inyectado con escopolamina + anisomicina expuesto a 2 OF, mostré una tendencia de un
mejor desempefio comparado con el grupo inyectado solamente con anisomicina no expuesto al
OF, aunque no fue significativa, (p=0,0532, para diferencias de latencias por prueba para muestras

no apareadas de Mann Whitney) (fig 4.5 B).
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Fig 4.5: Efecto de la inhibicion de la sintesis proteica sobre la modulacion de la memoria
de SD-IA. Efecto sobre la reversion por la doble exposicion al OF, de la amnesia de SD-
IA causada por escopolamina.

Se evalué el efecto de la inyeccidn de anisomicina y/o escopolamina intrahipocampo sobre el
desempefio en la SD-IA, cuando se expone o no al OF. Los grupos de ratas hembra fueron
entrenados en SD-IA con un choque de 0,5 mA.

A: El diagrama de barras corresponde al desempefio en SD-IA de grupos de animales
expuestos a dos sesiones de campo abierto (barras rayadas) y de grupos que no fueron
expuestos al OF (barras vacias).
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En cada caso se inyectd intrahipocampo en dos ocasiones: luego de la 2da sesion de OF se
inyect6 con 100 pg/ul anisomicina (barras blancas) o vehiculo; y luego del entrenamiento de
SD-IA: se inyect6 con solucién salina u 8 pg/ul escopolamina (escopo, barras grises) o
solucién salina. Las barras representan medianas de latencias con sus rangos intercuartiles
(25;75)

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Panel inferior: griafico de scatter

Grupos No-OF: aniso N=14 y escopo N=10.

Grupos 2 OF: Aniso+sal N=16; Veh+escopo N=15y Ani+escopo=16 .

* Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05. **p<0,01).
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Fig 4.5: Efecto de la inhibicion de la sintesis proteica sobre la modulaciéon de la
memoria de SD-IA. Efecto sobre la reversion por la doble exposiciéon al OF, de la
amnesia de SD-IA causada por escopolamina

B: Diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos intercuartiles (25; 75) de los
grupos de animales inyectados con escopolamina y/o anisomicina y/o con solucién salina
y/o vehiculo de la parte A de la figura.

# Diferencias significativas entre las diferencias de latencias, prueba no pareada de Mann Whitney (#
p<0,05; ##p<0,01).

Resumiendo: tanto la anisomicina como la escopolamina inyectadas en el hipocampo, afectaron el
desempeiio en SD-IA, lo que se puso de manifiesto en el test 24 h después. La escopolamina afecto,
como era de esperar, la consolidacion de la memoria y, en consecuencia, fue amnésica. Como ya se
menciond, anisomicina inyectada 1 h 25 min antes del entrenamiento en SD-IA, también fue
amnésica, pero pudo haber afectado la adquisicién y/o la consolidacion de la memoria. Dicha

amnesia por anisomicina fue superada (revertida parcialmente?) cuando se expuso a los animales a
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dos sesiones de OF, previas a la inyeccién y al entrenamiento (fig. 4.5). En esas condiciones hubo
formacién de LTM. Por otra parte, la superacién del efecto amnésico de la escopolamina por
exposicion previa a 2 OF, parecié ser muy conspicua revirtiéndose completamente, ya que el
desempefio de esos animales no fue diferente del de los controles. De todas formas, hay que tomar
en consideracion que el tratamiento con anisomicina podria estar afectando tanto la adquisicién
como la consolidacién, asi como podria interferir el efecto promotor del segundo OF, realizado
pocos minutos antes; mientras que el tratamiento con escopolamina es posterior a la adquisicién de
SD-IA, por lo que sdlo estaria afectando el proceso de consolidacion de la memoria de esta tarea.

El grupo que se infundié con anisomicina y escopolamina, y que antes fue expuesto a 2 sesiones de
OF, mostré un desempefio muy similar al de los otros grupos expuestos a 2 sesiones de OF, tanto el
inyectado con anisomicina, como el tratado con escopolamina. Atn cuando no hubo diferencias
significativas entre estos grupos con 2 OF, en el grafico de scatter correspondiente (fig. 4.5) se
puede observar que més animales del grupo tratado con escopolamina, parecieron haber formado

una memoria robusta de la tarea (ver grafico de scatter, fig. 4.5).

Con estos resultados podemos sugerir que el deterioro causado por anisomicina y escopolamina no
fue aditivo, ya que el grado de reversion del efecto de ambas drogas, en los animales que pasaron
por 2 sesiones de OF, fue similar al efecto cuando sélo se infundi6 una de las drogas.

Aun cuando la anisomicina fue capaz de provocar amnesia per se, su administracién no bloqued
(totalmente?) el efecto promotor de la exposicion al OF sobre la memoria de SD-IA, al menos en

las dosis utilizadas y en los tiempos en que se administro.

IV.3 TAREA DE EVITACION INHIBITORIA POR PASAJE DE COMPARTIMIENTO
(ST-IA)

Efecto de campo abierto sobre la amnesia por escopolamina administrada intrahipocampo en

la consolidacion de la memoria de ST-IA (en ratas macho).

Como se recordard (Materiales y métodos, pag 58) en la version de la tarea de evitacion inhibitoria
de descenso desde una plataforma (SD-IA), el animal es colocado en una plataforma angosta y
elevada, de la cual suele descender muy rapidamente, dificultando la asociacién entre el contexto
(CS) y el estimulo aversivo (US) [364]. En la SD-IA, cuando se entrend con intensidades de
choque que pueden ser consideradas “suaves” (como 0,5 y 0,6 mA) los valores de latencias de test
fueron bajos, comparados a los obtenidos en ST-TIA para igual intensidad de choque. Cuando se
entrené en ST-IA con un estimulo, considerado “suave” para la SD-IA, se obtuvo un mejor
desempefio. El la intensidad de choque umbral fue menor para la ST-IA que para la SD-IA. En ST-
IA (Materiales y métodos, pag 58) se supone que los 15 segundos previos a que se abra la puerta-
guillotina, asi como el espacio “mds confortable” en que se encuentra el animal, servirfan para

independizar relativamente la prueba de la “novedad” que representa la primera exposicion a la
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caja de entrenamiento, por un lado, asi como de la manipulacién por el experimentador, tal vez
manteniendo mds bajo el nivel de estrés generado por dicha manipulacién, por el otro. Todo ello
permitiria obtener valores de latencias de test mds altos, comparados a los obtenidos en SD-IA para

igual intensidad de choque.

Quisimos investigar si los efectos farmacoldgicos detectados en SD-IA podian generalizarse para
las tareas asociativas con componentes espaciales y aversivos, del tipo de la evitacion inhibitoria

ST-IA.

De modo similar a los ensayos que habiamos desarrollado en SD-IA, y con el objetivo de investigar
si los fenémenos detectados podian generalizarse para tareas dependientes del hipocampo, con
componentes aversivos, decidimos evaluar el efecto del bloqueo de los receptores muscarinicos con
escopolamina, sobre el desempefio en ST-IA con y sin previa exposicion al campo abierto.

La mitad de un lote de ratas macho fueron expuestas a dos sesiones de OF de 3 min cada una,
realizadas como siempre 24 h y 1 h 30 min antes del entrenamiento, esta vez en ST-IA (grupos
OF). En la segunda sesién de OF hubo disminucién significativa de las elevaciones sobre los
miembros posteriores (p<0,05 por prueba de t para datos apareados)

Durante el entrenamiento en ST-IA los animales recibieron un choque eléctrico en las patas de 0,5
mA al ingresar al compartimiento oscuro. Inmediatamente después del entrenamiento en ST-IA
fueron inyectados intrahipocampo con 8 ug de escopolamina en un volumen final de 1 ul por

hipocampo, o con vehiculo (solucién salina). A las 24 h se realizo el test.
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Fig 4.6: Efecto de campo abierto sobre la amnesia por escopolamina administrada
intrahipocampo en la consolidacién de la memoria de ST-IA: en ratas macho.

Arriba: Esquema del disefio de los experimentos para evaluar el efecto de escopolamina
intrahipocampo, cuando hubo o no exposicién previa al OF, sobre el desempefio en ST-IA.
La flecha indica el momento en que se inyectd intrahipocampo solucién salina u 8 pg/ul de
escopolamina.
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A y B: Los grificos de barras corresponden a las medianas de latencias con sus rangos
intercuartiles (25; 75) obtenidas por los grupos de ratas macho que fueron entrenadas con
choque de 0,5 mA en ST-TA. Las ratas expuestas a dos sesiones de campo abierto (grupo 2
OF, barras rayadas, B) y las que no fueron expuestas al OF (grupo No-OF, barras vacias, A).
En cada caso se inyect6 intrahipocampo con solucién salina (control, barras blancas) u 8 ug/ul
escopolamina (escopo, barras grises).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Paneles laterales: grafico de scatter.

Grupos No-OF: control N=11 y tratado N=11. Grupos 2 OF: control N=14 y tratado N=13.
*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05, *¥*p<0,01;***p<0,001).

La figura 4.6 corresponde al desempefio en ST-IA de los distintos grupos mencionados. En las
partes A y B de la figura se representan las latencias de ingreso al compartimiento oscuro para los
animales que pasaron previamente por dos sesiones en el OF (grupo OF, barras rayadas), y para los
que no fueron expuestos al OF (grupo No-OF, barras lisas); y para los grupos de animales
inyectados con escopolamina intrahipocampo (barras grises), con los respectivos controles
inyectados con salina (barras blancas).

El andlisis estadistico mostr6 que las latencias de ingreso al compartimiento oscuro, durante el test
fueron significativamente mayores que las del entrenamiento (p<0,05 para grupo tratado No-OF
[N=11]; p<0,01 para grupo control OF [N=14], y para grupo control No-OF, [N=11]; p<0,001 para
grupo tratado OF [N=13]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). En consecuencia,
puede decirse que en todos los grupos se evidencié la formacién de LTM. No fueron distintas las
diferencias (test-entrenamiento) entre los grupos tratados y controles, expuestos o no al OF.
Tampoco fueron distintas las diferencias de latencias entre los grupos con exposicion al OF vs.
aquellos grupos sin exposicioén al OF (p>0,05 en la comparacién del grupo OF vs. No-OF —tratado
y control-; por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney). Las medianas de las
latencias del test de los animales tratados con escopolamina, si bien no fueron estadisticamente
distintas, mostraron una tendencia a ser mayores en aquellos animales con previa exposicion al OF

(196,4 seg) y mucho menores para el grupo sin OF (55,5 seg) (ver tabla 4.6).

Tabla 4.6: Efecto del campo abierto sobre la amnesia por escopolamina intrahipocampo
de la memoria de ST-IA (en ratas macho).

Latencias del Escopolamina Escopolamina
Test No- OF 2 OF
Percentilo 25% 21,31 23,91
Mediana 55,47 196,40
Percentilo 75 % 139,20 300,00

Mediana con los percentilos 25% y 75% de las latencias del test de los grupos de machos entrenados
en ST-IA (Step Through), tratados con escopolamina 8 pg/ul intrahipocampo, con y sin exposicion
previa al campo abierto (OF).
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IV.4 RATAS CON CICLO LUZ/OSCURIDAD DERECHO

Efecto del campo abierto sobre la amnesia de SD-IA por escopolamina intrahipocampo, en

ratas mantenidas en ciclo luz/oscuridad derecho entrenadas durante su periodo de sueiio.

Hemos comprobado que el campo abierto ejercié un efecto facilitatorio sobre la memoria de SD-IA
cuando se entrenaron animales criados en ciclo luz/oscuridad invertido (CI) con un estimulo fuerte
(fig 3.8). También demostramos que la doble exposicion al OF impidié que se manifestara la
amnesia instigada por escopolamina inyectada en el hipocampo, cuando las ratas fueron entrenadas
con estimulacién umbral (Capitulo IV, figuras 4.2 a 4.3).

Entonces, se decidié estudiar la modulacién de la memoria de SD-IA por exposicién al OF y la
participacion de la transmision colinérgica muscarinica en dicha modulacién, en animales criados
con el ciclo luz/oscuridad derecho (CD), entrenados durante su periodo de suefio (dia objetivo),
teniendo en cuenta que nuestros ensayos se hicieron con ratas CI, pero que la mayor parte de los
ensayos reportados por otros autores se hicieron en condiciones de CD (Capitulo I, pagina 45). La
mitad de los animales fueron expuestos a las dos sesiones de campo abierto de 3 min cada una,
realizadas 24 h y 1 h 30 min antes del entrenamiento en SD-IA (grupos OF), mientras que los otros
animales fueron entrenados directamente en SD-IA sin exposicién previa al OF (grupo No-OF) con
una intensidad de choque de 0,5 mA durante su fase de suefio. Durante la segunda sesién de campo
abierto se observd disminucién significativa del nimero de cruces y de las elevaciones sobre los
miembros posteriores (p<0,001 para cruces; p<0,05 para elevaciones; prueba de t para datos
apareados) (Fig 4.7 A). Algunas ratas expuestas al OF y otras no expuestas, fueron inyectadas con
8 ug de escopolamina en 1 ul por hipocampo, inmediatamente luego del entrenamiento en
evitacion inhibitoria. Las ratas del grupo control fueron igualmente inyectadas con el mismo

volumen de solucidn salina.
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Las partes B y C de la figura 4.7 corresponden al desempefio en la SD-IA de los distintos grupos de
animales y muestran las latencias de descenso de la plataforma a la grilla del grupo de animales que
pasaron previamente por dos sesiones en el OF (grupo 2 OF, barras rayadas), y de los que no
fueron expuestos al OF (grupo No-OF, barras vacias), tratados con escopolamina intrahipocampo
(barras grises), con sus respectivos controles inyectados con solucién salina (barras blancas). No
hubo diferencias significativas en las latencias de entrenamiento entre los grupos (p>0,05; por

prueba de Kruskal Wallis, ANOVA de una via).

A

60

*x%

40

Numero
*

20

——

cr cr re re gr gr

Fig 4.7 A: Desempeiio en el campo abierto de ratas macho entrenadas durante su
periodo de suefio. (Luego fueron entrenadas en SD-IA). Las barras representan medias y
error estdndar del nimero de cruces (cr), elevaciones sobre las patas traseras, (rearings: re)
y acicalamientos (groomings: gr).

* Diferencias significativas para el pardmetro correspondiente, entre la primera y segunda sesion,
prueba de t para datos apareados (*p<0,05,***p<0,001).
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Fig 4.7: Efecto del campo abierto sobre la amnesia por escopolamina administrada
intrahipocampo en la consolidacion de la memoria de SD-IA, en ratas entrenadas
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Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la escopolamina
intrahipocampo, cuando se expone a los animales al OF, sobre el desempefio en la prueba de
SD-IA. Se entrenaron en SD-IA grupos de ratas macho, con el ciclo luz oscuridad derecho,
con un choque de 0,5 mA. La flecha indica el momento en que se inyectd escopolamina o
solucién salina.

B y C: Las barras representan medianas de latencias en SD-IA de los grupos de animales
expuestos a dos sesiones de campo abierto (grupo 2 OF, barras rayadas, C), y de los que no
fueron expuestos (No-OF, barras vacias, B). En cada caso se los inyectd intrahipocampo con
solucién salina (control, barras blancas), o escopolamina 8 pg/ul (escopo, barras grises),
inmediatamente del entrenamiento en SD-IA con 0,5 mA.

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Paneles laterales a la derecha: gréfico de scatter dot (arriba); y representacién paramétrica de
los datos (media y error estdndar, abajo).

Grupos No-OF: control N=11 y tratado N=10. Grupos 2 OF: control N=11 y tratado N=11.

* Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05; ***p<0,01).
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Fig 4.7 D: Efecto del campo abierto sobre la amnesia por escopolamina administrada
intrahipocampo en la consolidacion de la memoria de SD-IA, en ratas entrenadas
durante su periodo de sueiio (mantenidas en ciclo luz/ oscuridad derecho).

Comparacién del desempefio en SD-IA de los grupos expuestos al OF y de aquellos sin
exposicion (No-OF), inyectados con escopolamina o con salina. Las barras representan las
medianas de las diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos intercuartiles
(25; 75), obtenidas para los grupos de animales de la figura 4.7 B y C.

# Diferencias significativas entre las diferencias de latencias, prueba de comparaciones miltiples de
Dunns (post Kruskall Wallis ANOV A) (# p<0,05).
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Tanto para los animales de los grupos control 2 OF y No-OF, como para el grupo tratado con
escopolamina que fue expuesto previamente a 2 OF, las latencias de test fueron significativamente
mayores que las del entrenamiento (p<0,05 para el grupo control No-OF [N= 11]; p<0,001 para el
grupo control OF [N=11] y para el grupo tratado OF [N=11]; por prueba para muestras apareadas
de Wilcoxon) (fig 4.7 B y C). En cambio, para el grupo de ratas inyectadas con escopolamina en
hipocampo dorsal, que no fueron expuestas al campo abierto (No-OF), las latencias del test no
fueron significativamente distintas de las del entrenamiento (p>0,05; prueba para muestras
apareadas de Wilcoxon; N=10) (fig 4.7 B). En otras palabras, tanto los animales del grupo control,
como los animales del grupo tratado con escopolamina expuestos al OF, aprendieron la tarea,
evidenciando LTM, mientras que los inyectados con escopolamina que no pasaron por el OF, no lo
hicieron. Las diferencias de latencias (test-entrenamiento) mostraron que el grupo tratado con
escopolamina no expuesto al campo abierto, fue aquel que tuvo el desempefio més pobre (p<0,05;
para la comparacion de las diferencias de grupos con escopolamina No-OF vs. 2 OF; p<0,005 para
la comparacién de diferencias del grupo con escopolamina No-OF vs. el grupo control 2 OF; por
prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney) (fig 4.7 D). (Atn cuando el grupo tratado
No-OF, no fue significativamente diferente con respecto al grupo control No-OF, el valor de p fue

cercano al valor de significacion [p= 0,0649]).

Comparacion del desempeiio en SD-IA, de ratas mantenidas en CI vs. CD. Efecto de la previa

exposicion al OF sobre la amnesia de SD-IA producida por escopolamina.

Se comparé el desempefio en SD-IA de los grupos de animales criados en CI vs. aquellos criados
en CD (comparacidn de los datos correspondientes a las fig 4.3 A, C y D vs. fig 4.7 B-D). Las
latencias durante la sesién de entrenamiento fueron significativamente distintas entre los animales
CD y CI, siendo mayores los valores de latencias para los grupos de animales CD (p<0,001; por
prueba de Kruskal Wallis, ANOVA de una via).

En la figura 4.7 E y F se compararon las diferencias de latencias (test-entrenamiento) para los
distintos grupos de animales con igual protocolo experimental, mantenidos en CD vs. los
mantenidos en CI.

El grupo control de animales en CD, expuestos a 2 OF, tuvo un mejor desempefio comparado con
el grupo control de animales en CI también expuestos a 2 OF (p<0,05; por prueba para muestras no
apareadas de Mann Whitney). Algo similar ocurrié en la comparacién de los grupos de animales
tratados con escopolamina, expuestos previamente a 2 OF: también se evidenci6 un mejor
desempefio de los animales CD respecto de los CI (p<0,05; por prueba para muestras no apareadas
de Mann Whitney).

Los grupos control CD y CI, de animales no expuestos al OF, no fueron significativamente
distintos (p>0,05; por prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney). Tampoco hubo
diferencias entre los grupos CD y CI tratados con escopolamina, que no fueron expuestos al OF

(p>0,05; prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney).
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Fig 4.7 E y F: Comparacion del desempeiio en SD-IA, de ratas mantenidas en CI vs. CD.
Comparacion del efecto de la previa exposicion al OF sobre la amnesia producida por
escopolamina.

Diagrama de barras: se representan las medianas y sus rangos intercuartiles de las
diferencias de latencias (test-entrenamiento) obtenidas para los animales de las figuras 4.7 B
y C, 4.3 A y B inyectados con escopolamina o con solucién salina, que fueron expuestos o no
a dos sesiones en el OF.

# Diferencias significativas entre grupos por prueba de Mann Whitney (# p<0,05).

Como los animales mantenidos en CD tuvieron latencias mas elevadas en el entrenamiento que los
animales mantenidos en CI (fig 4.7 E y F), no seria licito comparar sus diferencias de latencias

porque estos grupos no habrian sido similares durante la adquisicién. Pero las latencias del test
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fueron suficientemente mas elevadas como para que las diferencias mostraran un mejor desempefio
en las ratas en CD con 2 OF previos. Ademds se manifesté claramente que, tanto los grupos de
animales mantenidos en CD, como los criados en CI, evidenciaron la superacién de la amnesia
instigada por escopolamina inyectada en hipocampo inmediatamente luego de entrenamiento en la

tarea de SD-IA, por exposicion previa al OF.

Comparacion del desempeiio en el OF de ratas criadas con ciclo luz/oscuridad derecho (CD)

vs. aquellas con ciclo invertido (CI).

(Ratas que se encontraban en su fase de sueiio vs. aquellas que se encontraban despiertas,
respectivamente).

Nos propusimos evaluar si los animales criados en CI, que se encontraban despiertos durante las
manipulaciones, se diferenciaban de aquellos criados en CD que se encontraban en su fase de suefio
a las mismas horas del dia objetivo, en su desempefio en el campo abierto.

Las medias del niimero de cruces para las ratas en CD fueron menores a las obtenidas para los
animales en CI, tanto durante la primera como durante la segunda sesién en el OF. En cambio, el
numero de elevaciones sobre los miembros posteriores fue mayor para los animales en CD que para

aquellos en CI (ver tabla 4.7).

Tabla 4.7: Comparacion del desempeiio en el OF entre ratas criadas con ciclo
de luz/oscuridad derecho (CD) vs. aquellas criadas con ciclo invertido (CI) (o
que se encuentran en su fase de suefo vs. aquellas que se encuentran
despiertas).

Parametro Ira sesion 2da sesion
(numero)
CRUCES **CI>CD *CI>CD
ELEVACIONES NS *CI<CD
ACICALAMIENTOS *CI>CD NS

*Grado de significacion estadistica obtenido por test de T para comparar el
desempeiio de los grupos criados en CD vs. CI, durante la misma sesién (primera o
segunda), para cada uno de los tres pardmetros analizados: cruces, elevaciones y
acicalamientos. Se indica el grupo (CD o CI) con un valor de media
significativamente mayor .

NS: diferencias no significativas.

* Diferencias significativas del pardmetro entre CD vs CI por test de t (*p<0,05; **p<0,01).

En la segunda sesién de OF hubo una disminucién significativa en el nimero de elevaciones de los
animales en CI (p<0,01, prueba de t para datos apareados) y un aumento significativo en las medias
de los acicalamientos (p<0,05, prueba de t para datos apareados). En cambio, para los animales en

CD hubo una disminucion significativa en las medias de los cruces (p<0,05, prueba pareada de T).
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De manera consistente con lo descripto en el Capitulo III (tabla 3.4, pagina 101), para el
desempefio en el campo abierto, la diferencia mas sobresaliente entre los animales CD y los CI en
el OF es la menor actividad exploratoria horizontal y una mayor actividad exploratoria vertical.

Si bien se aplicaron iguales protocolos experimentales a los animales mantenidos en CI y en CD,
debe tenerse en cuenta que los experimentos se llevaron a cabo en laboratorios distintos, con
animales provenientes de bioterios distintos, de la misma edad pero de distinto peso siendo mayor
el peso de los animales mantenidos en CD; ello darfa lugar a que la densidad de corriente en dichos
animales CD haya sido menor, por lo que el entrenamiento habria sido mds suave que para los
animales en CI. Sin embargo, sus latencias de test fueron similares e incluso mayores para los

animales expuestos a 2 OF. Por ello consideramos que las comparaciones eran pertinentes.

IV. 5. MODULACION DE LA MEMORIA DE SD-IA POR EXPOSICION AL OF.
PARTICIPACION DEL RECEPTOR GLUTAMATERGICO NMDA DEL HIPOCAMPO.

Efecto de antagonistas NMDA administrados en hipocampo dorsal durante la consolidacion
de la memoria de SD-IA.

En esta serie de experimentos nuestro objetivo fue investigar si el receptor NMDA, que se
considera desde hace mas de 20 afos que estd involucrado en la consolidacién memorias de larga
duracién de distintas tareas comportamentales, principalmente asociativas y con componentes
espaciales [385], particularmente en la consolidacién temprana de SD-IA [114], participaba de
alguna manera en los efectos encontrados de modulacién del establecimiento de la memoria de

dicha tarea.

Efecto de MK-801 administrado intrahipocampo sobre la consolidaciéon de la memoria de

SD-IA.

Teniendo en cuenta los datos de la literatura, de diferencias en los efectos de MK-801 en hembras y
machos [386], ratas hembra por un lado, y machos por otro, fueron entrenadas en la tarea de SD-IA
con un estimulo suave de 0,5 mA. Los animales fueron inyectados en hipocampo dorsal con MK-
801, antagonista especifico del receptor NMDA, no selectivo por subtipos, o con el correspondiente
vehiculo (solucién salina, barras blancas), inmediatamente después del entrenamiento.

Algunas hembras fueron inyectadas con 0,5 pg/ul de MK-801 (barras gris claro), y otras, con 2
pg/ul de MK-801 (barras gris oscuro), en un volumen final de 1 pl/hipocampo. Como es habitual
en estos ensayos, a las 24 h se realizo el test, registrandose la latencia de descenso sin aplicarse

choque eléctrico.

En la figura 4.8 se muestran graficos de barras, que representan las latencias de descenso de la

plataforma, la latencia de entrenamiento a la izquierda, y la del test a la derecha.
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sobre SD-IA. La flecha indica la inyeccién de MK-801 o solucién salina.
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Ay C: Las barras representan medianas y rangos intercuartiles (25; 75) de las latencias de
descenso de ratas hembras (A) y machos (C), entrenadas con choque de 0,5 mA. Las
hembras (A) tratadas fueron inyectadas intrahipocampo luego del entrenamiento, con 1 ul de
0,5 0 2 pg/ul de MK-801 (N=24 y 17 respectivamente, barras grises). Los machos (C), con
1 ul de 2 pg/ul de MK-801 (barras grises,N=9). Los controles fueron inyectados con
solucidn salina (barras blancas, N hembras=27; N machos=14).

Paneles laterales (derecha): grificos de scatter

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

*Diferencias significativas por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon (***p<0,001).

B:. Diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos intercuartiles (25; 75) tanto
de los grupos inyectados con MK-801, y de los grupos control de la parte A de la figura.

# Diferencias significativas entre las diferencias de latencias por prueba no pareada de Mann
Whitney. ( # p<0,05).

Las figuras 4.8 A y B corresponden a las ratas hembras. En los animales inyectados con vehiculo y
en los tratados con MK-801 en la dosis mas baja (0,5 pg/lado), las latencias del test fueron
significativamente mayores que las del entrenamiento (p<0,001, para el grupo MK-801 0,5 pg/ul
[N=24], y para el grupo control [N=27], prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). En cambio,
no hubo diferencias significativas entre las latencias de entrenamiento y las de test, para los grupos
de animales inyectados con 2 pg de MK-801 por lado (p>0,05, por prueba para muestras apareadas
de Wilcoxon, N=17). Es decir que no hubo expresion adecuada de la memoria que demostrara la
formacién de LTM.

La diferencia de latencias (test — entrenamiento, fig 4.8 B) del grupo tratado con 2 ug de MK-801
fue significativamente menor que la del grupo control (p<0,05, por prueba de Mann Whitney). En
cambio la diferencia de latencias del grupo o tratado con 0,5 pg de MK-801, no fue
significativamente distinta del control (p>0,05, por prueba Mann Whitney).

Los resultados mostraron que 2 pg de MK-801, administrados en el hipocampo dorsal luego de
entrenamiento en la tarea de evitacién inhibitoria con un choque suave, tuvieron efecto amnésico
en hembras, actuando en el periodo de consolidacién temprana de la memoria, corroborando

trabajos previos.

Al comprobar que la dosis de 2 pg resulté amnésica en las hembras, se utiliz6 la misma en machos
(fig 4.8 C). Las latencias del grupo control (barras blancas), y las de los grupos de ratas tratadas
con MK-801 (barras grises) estan representadas como medianas en los diagramas de barras.

Las latencias del test fueron significativamente mayores que las del entrenamiento para el grupo
control (p<0,001, por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon, N=14, fig 4.8 C). Los animales
inyectados con 2 pg/hipocampo de MK-801, no evidenciaron recordar la tarea ya que las latencias
de test no fueron estadisticamente diferentes de las del entrenamiento (p>0,05, por prueba para

muestras apareadas de Wilcoxon, N=9, fig 4.8 C).
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Estos resultados muestran un efecto amnésico de MK-801 en dosis de 2 pg/lado, administrados en
el hipocampo luego de un entrenamiento suave en la tarea de evitacion inhibitoria, tal como ocurrié
con las ratas hembra (fig 4.8 A), corroborando entonces que el bloqueo de los receptores NMDA
del hipocampo dorsal interfiere con la consolidacion de la memoria de SD-IA, tanto en ratas

machos como en hembras.

Efecto de MK-801 administrado intrahipocampo sobre la consolidaciéon de la memoria de

SD-IA: Modulacién por el campo abierto

Teniendo en cuenta que la exploracion del campo abierto impidié que se manifestara la amnesia
causada por escopolamina intrahipocampo en la tarea de SD-IA, tanto en hembras como en machos
(ver figuras fig 4.2; 4.3 y 4.7), se decidi6 evaluar si el campo abierto ejercia algtin efecto sobre la
amnesia causada por MK-801 inyectado en hipocampo dorsal inmediatamente luego del
entrenamiento en SD-IA.

La mitad de un lote de animales fueron expuestos a 2 sesiones de 3 minutos cada una en el campo
abierto; una sesion tuvo lugar 24 h antes y la otra, 1 h 30 min antes del entrenamiento en SD-IA
(grupos OF). En la segunda sesion en el campo abierto hubo disminucién significativa de las
elevaciones sobre los miembros posteriores (p<0,001, por prueba de T para datos apareados, ver
pie de figura 4.9), por lo que se puede considerar que las ratas reconocieron el OF.

Se evalu6 el desempefio de machos entrenados en SD-IA con choque suave (0,5 mA), a los que se
inyecto intrahipocampo inmediatamente luego del entrenamiento, con 2 pg de MK-801, 1 pl/lado,
o con solucién salina como control. A las 24 h se realiz6 el test.

La figura 4.9 corresponde al desempefio en SD-IA de los distintos grupos. El grafico de barras
representa medianas de las latencias de descenso de una plataforma aislada, para los animales que
fueron expuestos previamente a las 2 sesiones en el campo abierto (grupo 2 OF, barras rayadas, fig
4.9 B), y para los que no lo fueron (grupo No-OF, barras vacias, fig 4.9 A), y de los grupos tratados
con MK-801 intrahipocampo (barras grises), y los respectivos controles inyectados con solucién
salina (barras blancas).

Tanto para los grupos control 2 OF y No-OF, como para el grupo tratado con MK-801 expuesto
previamente al campo abierto (2 OF), las latencias del test fueron significativamente mayores que
las del entrenamiento (p<0,01 para grupo tratado 2 OF [N=17], p<0,001 para grupo control 2 OF
[N=13] y para grupo control No-OF [N=17]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon, fig
4.9 Ay B). En cambio, para el grupo inyectado con MK-801 que no fue previamente expuesto al
campo abierto (No-OF), las latencias del test no fueron distintas de las del entrenamiento (p>0,05,

por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon, N=13) (fig 4.9 A).
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Fig 4.9: Efecto del MK-801 administrado intrahipocampo sobre la consolidacion de la
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Fig 4.9: Efecto del MK-801 intrahipocampo sobre la consolidacion de la memoria de
SD-IA con estimulo umbral: Modulacién por el campo abierto.

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de MK-801
intrahipocampo sobre el desempefio en la SD-IA cuando los animales se expusieron
previamente o no al OF. Grupos de ratas macho fueron entrenadas con un choque de 0,5
mA. La flecha indica el momento en que se inyectd intrahipocampo solucién salina; o 2
pg/ul MK-801.

A y B: Las barras representan medianas de latencias con sus rangos intercuartiles (25; 75)
de grupos de animales expuestos a dos sesiones de campo abierto (grupo 2 OF, barras
rayadas, B) y de grupos que no fueron expuestos al OF (grupo No-OF, barras vacias, A),
cuando fueron inyectados con MK-801 (barras grises) o con solucién salina (control, barras
blancas)

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Paneles laterales a la derecha: grafico de scatter.

Campo abierto: el nimero de elevaciones fue significativamente menor en la segunda
sesion de OF (media elevaciones: 1ra sesién 20,16 + 1,26; 2 da sesién 15,11 + 0,80)

C: Diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos intercuartiles (25; 75) de los
grupos inyectados con MK-801 y con solucidn salina de la parte A de la figura.

Grupos No-OF: control N=17 y tratado N=13. Grupos OF: control N=13 y tratado N=17.

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(**p<0,01, ***p<0,001).

En la figura 4.9 C se muestran las diferencias de latencias. Los grupos tuvieron un desempefio

similar, no hubo diferencias significativas ninguna de las comparaciones entre los distintos grupos

(p>0,05, para la comparacién de las diferencias de latencias [test-entrenamiento], por prueba para

muestras no apareadas de Mann Whitney).
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Estos resultados corroboraron el efecto de amnesia retrégrada por MK-801, al menos aparente,
cuando es administrado intrahipocampo luego de entrenamiento en la tarea de SD-IA. Dicha
amnesia se revirtié cuando los animales fueron expuestos, a 2 sesiones en el campo abierto antes
del entrenamiento en SD-IA. Por lo tanto, el bloqueo de los receptores NMDA de hipocampo
dorsal no permitié que se consolidara o evidenciar la formacién de LTM; mientras que, a
semejanza de lo que ocurrié con las ratas inyectadas con escopolamina, los animales previamente
expuestos al campo abierto formaron una LTM de la tarea, expresando un rendimiento adecuado en

el test, a pesar del bloqueo de los receptores NMDA durante la consolidacion temprana.

Se realizaron estudios preliminares en los que grupos de ratas macho fueron inyectados con 2 ug de
MK-801, o con solucién salina, en el hipocampo dorsal inmediatamente luego del entrenamiento en
SD-IA con una intensidad de choque fuerte (0,75 mA). Tanto los grupos tratados como control
habfan sido previamente expuestos a las dos sesiones de campo abierto. En este caso tanto el grupo
tratado como el control tuvieron un perfil de aprendizaje semejante, ambos evidenciaron formar
una LTM. No se observé efecto amnésico de MK-801.

Algo similar se observé con grupos de ratas macho inyectados via i.p. con 0,07 mg/kg de MK-801
o bien con solucién salina, 20 min antes del entrenamiento en SD-IA con choque fuerte. En este
caso ninguno de los grupos habia sido expuesto previamente al OF. Ambos grupos evidenciaron
formar una LTM de esta tarea. Tampoco se observo efecto amnésico de MK-801. La intensidad del
estimulo pudo haber impedido que se manifestara el efecto (ya sea sobre la consolidacién, como
durante la adquisicion) amnésico de MK-801.

Se ha reportado que cuando se entrena en ST-IA con una intensidad de choque muy elevada (6 0 9
mA), no se evidencia efecto amnésico de escopolamina i.p., aun cuando se inyectan dosis elevadas
(8 0 12 mg/kg) que instigan amnesia cuando se entrena con una menor intensidad de choque (3
mA). Es decir, que cuando se aplica un exceso de refuezo no se evidencia la amnesia por
escopolamina [376; 377; 387; 388; 389]. Por otra parte, Quiroz y col [390] demostraron en ratas
que la lesion en el hipocampo afecta el desempefio en la tarea de ST-IA sé6lo cuando se aplica un
choque “moderado” durante la sesién de entrenamiento (0,8 mA). Cuando se aplic6 un choque

eléctrico mas fuerte (1mA) no se observé efecto de 1a lesion.
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IV.6 PARTICIPACION DE SUBTIPOS DEL. RECEPTOR NMDA DE HIPOCAMPO EN
LA CONSOLIDACION DE SD-IA

Se entrenaron machos en SD-IA, a los que se inyecté en el hipocampo dorsal, inmediatamente
luego del entrenamiento, 6 pg de MK-801 en 1 ul, es decir, la maxima dosis utilizada, o bien
solucion salina como control. Durante la prueba, los animales recibieron un choque eléctrico
umbral de 0,5 mA al descender de la plataforma aislada a la grilla con sus cuatro patas. A las 24 h
se realiz el test.

La figura 4.10 muestra las latencias de descenso desde la plataforma. Las barras corresponden a las
medianas de latencias de los grupos de ratas tratadas con MK-801 intrahipocampo (barras grises) y
a los respectivos controles inyectados con solucién salina (barras blancas). No hubo diferencias
significativas entre las latencias de entrenamiento de los distintos grupos (p>0,05; prueba para
muestras no apareadas de Mann Whitney).

Las latencias del test fueron significativamente mayores que las del entrenamiento tanto para los
animales del grupo control, como —asombrosamente- para aquellos del grupo tratado con MK-801
(p<0,01 para grupo tratado [N=13]; p<0,001 para grupo control [N=14]; prueba para muestras
apareadas de Wilcoxon). Es decir que tanto los animales control, como el grupo inyectado con 6 pg
de MK-801, expresaron memoria de larga duraciéon (LTM) de la tarea. Las diferencias de latencias
(test - entrenamiento) no resultaron estadisticamente distintas entre ambos grupos (p<0,05, por
prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney).

En el grafico de scatter se puede ver que en el grupo tratado con MK-801 hubo una mayor
proporcién de animales con latencias de test que superan el valor de la mediana, comparado con el
grupo control, lo que llamé nuestra atencion.

En sintesis, cuando se administré en el hipocampo una dosis alta de MK-801 inmediatamente luego
de entrenamiento en la tarea de SD-IA, no se evidencié efecto amnésico alguno, y parecié haber
una tendencia a un mejor desempefio en esta tarea. Una interpretacion posible para estos resultados
seria la de una participacion diferencial de subtipos de receptores NMDA, que serian bloqueados

recién con las concentraciones mads altas del antagonista.
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Fig 4.10: Efecto de MK-801 intrahipocampo en la dosis maxima de 6 pg/lado sobre la
consolidacion de la memoria de SD-IA con estimulo umbral.

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la MK-801
intrahipocampo sobre el desempefio en la prueba de SD-IA de ratas macho. La flecha indica
el momento en que se inyecté MK-801 o solucién salina.

Diagrama de barras: Latencias de descenso de machos entrenados con choque de 0,5 mA.
Los animales tratados fueron inyectados luego del entrenamiento con 6 pg/lado de MK-801
intrahipocampo, (barras grises,N=13). Los animales control fueron inyectados con solucién
salina (barras blancas, N= 14). Las barras representan medianas con rangos intercuartiles
(25;75)

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Panel lateral a la derecha: grafico de scatter.

* Diferencias significativas entre latencias de test y entrenamiento; prueba para datos apareados de
Wilcoxon (**p<0,01; ***p<0,001).
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Efecto del antagonista ifenprodil selectivo para receptores NMDA conteniendo NR2B sobre

la consolidacion de la memoria de SD-IA con entrenamiento suave.

Teniendo en cuenta los resultados relatados en la seccién anterior y los datos de la bibliografia
sobre una posible participacion diferencial de los subtipos de receptores NMDA del hipocampo en
el procesamiento de la memoria, decidimos ensayar el antagonista selectivo ifenprodil para
receptores conteniendo NR2B, en similares condiciones.

En ensayos previos del mismo laboratorio LaNyN, se evalud el efecto del bloqueo selectivo por
ifenprodil en hipocampo dorsal, sobre la consolidacién de la memoria de SD-IA. Ratas hembra
mantenidas en ciclo de luz/oscuridad oscuridad derecho (CD) fueron inyectadas con ifenprodil en
el hipocampo dorsal inmediatamente después de entrenamiento en SD-IA con choque de 0,5 mA.
Se administraron dos dosis de 0,1 y 1 pg de ifenprodil por hipocampo en 1 ul de volumen final o
igual volumen de vehiculo.

Tanto los grupos inyectados con ifenprodil, como los animales control evidenciaron haber formado
una LTM, ya que las latencias del test fueron significativamente mayores a las del entrenamiento
(p<0,01, por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon, datos no mostrados). Los tres grupos
tuvieron un desempefio similar (p>0,05 para la comparacién de las diferencias de latencias [test-
entrenamiento] entre los grupos control y tratados con 0,1 y 1 pg/ul de ifenprodil, por Kruskal
Wallis ANOVA, datos no mostrados). Ifenprodil en las dosis indicadas, no tuvo efecto evidente
alguno cuando fue administrado inmediatamente después del entrenamiento en SD-IA con choque
de 0,5 mA. Ademas, observamos que mas de la mitad de los animales tratados no descendieron de
la plataforma durante los 120 s del test, tiempo maximo considerado para la prueba, sin evidenciar
“congelamiento” (freezing) o alteraciones de la motricidad o del comportamiento exploratorio,
denotando asf una memoria robusta de la tarea. Entonces se dicidid realizar un experimento similar,
pero se entrend con una intensidad de choque subumbral (0,3 mA). De este modo se traté de poner
en evidencia un eventual efecto promotor de la memoria por administracién de ifenprodil.

Las ratas fueron inyectadas con el antagonista selectivo NR2B ifenprodil: 0,1; 1,0 0 6,0 ugen 1 ul
por hipocampo, inmediatamente después del entrenamiento. Los controles fueron inyectados con
igual volumen de solucidn salina. A las 24 h se realiz6 el test en ausencia de choque. La figura 4.11
(tomada de Tesis doctoral de Cheli V, Fac Fcia Y Bqca, 2006 [391]) muestra un gréfico de barras
que representan las medianas de las latencias (entrenamiento a la izquierda, test a la derecha) para

el grupo control (barras blancas), y para los grupos tratados con ifenprodil (barras grises).
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Fig 4.11: Efecto del antagonista ifenprodil selectivo para receptores NMDA-NR2B
sobre la consolidacion de la memoria de SD-IA con entrenamiento subumbral (0,3
mA).

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de ifenprodil
intrahipocampo sobre el desempefio en la prueba de SD-IA. La flecha indica el momento en
que se inyect? ifenprodil o vehiculo.
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A: Latencias de descenso de hembras entrenadas con choque subumbral de 0,3 mA. Los
grupos tratados fueron inyectados luego del entrenamiento con ifenprodil intrahipocampo, en
dosis de 0,1; 1 y 6 pg/ul (N=9, 12 y 11 respectivamente, barras grises). Los grupos de
animales control fueron inyectados con solucién salina (barras blancas, N= 16). Las barras
representan medianas con rangos intercuartiles (25; 75).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Panel inferior: gréafico de scatter

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para datos apareados de Wilcoxon
(*p<0,05; **p<0,01).
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Fig 4.11: Efecto del antagonista ifenprodil selectivo para receptores NMDA-NR2B sobre
la consolidacion de la memoria de SD-IA con entrenamiento subumbral (0,3 mA).

B: Diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos intercuartiles (25; 75) de los
grupos inyectados con ifenprodil y con vehiculo de la parte A de la figura.

# Diferencias significativas entre las diferencias de latencias por prueba de comparaciones multiples
de Dunns (## p<0,01).
Tomado de Tesis doctoral de Verénica Cheli, 2006.

Las latencias del test no fueron significativamente mayores que las del entrenamiento para los
animales del grupo control, dado que fueron entrenados con una intensidad de choque subumbral
(p>0,05; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon, N=16). En cambio, los grupos
inyectados con ifenprodil en el hipocampo dorsal evidenciaron haber formado una traza de
memoria de larga duracion de la tarea, para todas las dosis analizadas, ya que las latencias del test
fueron significativamente mayores que las del entrenamiento (p<0,05 para 0,1 pg/hipocampo
[N=9]; p<0,01 para 1 y 6 pg/hipocampo [N=12 y N=11, respectivamente]; prueba para muestras
apareadas de Wilcoxon) (fig 4.11).
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En otras palabras, los animales control no parecieron haber formado una LTM de la tarea, pero
cuando se los inyect6 con ifenprodil en las dos dosis ensayadas, la expresion de la memoria durante
la sesiéon de test fue adecuada y puso en evidencia la formacién de LTM. Las diferencias de
latencias (test - entrenamiento) de los grupos inyectados con 1 o 6 pg/hipocampo, fueron
significativamente mayores que las del grupo control (p<0,01 por prueba para muestras no
apareadas de Mann Whitney) (Fig. 4.11 B).

Se concluyé que el bloqueo de los receptores NMDA del hipocampo dorsal conteniendo la
subunidad NR2B, parecid ejercer un claro efecto promotor sobre la consolidacion de la memoria de

SD-IA, cuando se entrenaron las ratas con estimulo subumbral.

Efecto de MK-801 administrado intrahipocampo sobre la consolidacion de la memoria de ST-

IA.

Como el bloqueo de los receptores NMDA del hipocampo dorsal interfirié con la consolidacién de
la memoria de SD-IA (fig 4.8 A y C), decidimos estudiar el efecto de este bloqueo en la tarea de
ST-IA, para investigar si hay una participaciéon equivalente de dichos receptores en la
consolidacion de otra tarea de evitacién con componente aversivo.

En cuatro grupos de hembras se las entrené en la tarea de evitacidon inhibitoria por pasaje de
compartimiento en un paso (Step Through) con un choque de 0,5 mA. A las 24 h se realiz6 el test.
Los animales fueron inyectados inmediatamente después del entrenamiento, con 2 o 6
pg/hipocampo de MK-801 en un volumen de 1 ul o con igual volumen de solucién salina.

La figura 4.12 muestra un grafico de barras que representa las latencias de ingreso al
compartimiento oscuro (entrenamiento a la izquierda, y test a la derecha) del grupo control (barras
blancas) y de los grupos inyectados con MK-801 (barras grises).

Las latencias del test fueron significativamente mayores a las del entrenamiento en todos los
grupos, tanto controles como tratados (p<0,01 para grupo control de aquellos animales inyectados
con 6 ug [N=12]; p<0,001 para grupo tratado con 2 pg [N=12], para su respectivo grupo control
[N=13] y para el grupo tratado con 6 pg [N=13]; por prueba para muestras apareadas de
Wilcoxon); esto significa que todos aprendieron la tarea, evidenciando LTM. Los grupos control
tuvieron un desempefio similar ya que las diferencias de latencias no fueron significativamente
distintas entre ellos (test-entrenamiento) (p>0,05, por prueba para muestras no apareadas de Mann

Whitney).
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Fig 4.12: Efecto de la MK-801 intrahipocampo sobre la consolidacion de la memoria de
ST-IA con entrenamiento de 0,5 mA.

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la MK-801
intrahipocampo, sobre el desempefio en ST-IA. La flecha indica el momento en que se
inyect6 intrahipocampo solucién salina; o MK-801.

Diagrama de barras: Los graficos de barras corresponden a las medianas de latencias con
sus rangos intercuartiles (25; 75) obtenidas por los grupos de hembras entrenadas con choque
de 0,5 mA. Las ratas de los grupos tratados fueron inyectadas luego del entrenamiento con de
2 y 6 pug/ul de la MK-801 intrahipocampo (barras grises, N=12 y 13 respectivamente) . Las
ratas de los grupos control fueron inyectadas con solucién salina (barras blancas, N=13 y 12
respectivamente).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Panel inferior: grafico de scatter.

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test; prueba para muestras apareadas de Wilcoxon
(**p<0,01;***p<0,001).



Tampoco fueron significativas las diferencias de los grupos tratados con las distintas dosis del
antagonista, comparadas con las diferencias de sus respectivos controles (p>0,05, por prueba para
muestras no apareadas de Mann Whitney). Las medianas de las latencias durante el test fueron muy
elevadas y cercanas al techo fijado, tanto para el control como para los grupos tratados con MK-

801 (300 seg).

Por esta razén se procedi6 a evaluar el efecto del MK-801, inyectado en el hipocampo dorsal, sobre
la consolidaciéon de ST-IA, cuando se entrena con una intensidad de choque mas suave, con el que
se obtendrian valores de medianas de latencias de test mds bajos. Estas condiciones de
entrenamiento permitirian observar la posible modulacién positiva sobre el comportamiento de esta
droga en esta tarea.

Se entrenaron ratas hembra con una intensidad de choque de 0,4 mA en ST-IA. A las 24 h se
realizo el test (en ausencia de choque). Los animales fueron inyectados inmediatamente después del
entrenamiento con vehiculo o con 6 pg/ul de MK-801, en 1 ul/ hipocampo.

La figura 4.13 muestra un grafico de barras que representa las latencias de ingreso al
compartimiento oscuro de; los grupos control (barras blancas), y de los grupos tratados con MK-
801 (barras grises) (entrenamiento a la izquierda y test a la derecha). Las latencias durante el test
fueron significativamente mayores a las obtenidas durante el entrenamiento tanto para el grupo
control como para el inyectado con MK-801 (p<0,05 para el grupo tratado [N=26]; p<0,01 para el
grupo control [N=28]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). El grupo tratado tuvo un
desempefio similar al del grupo control, ya que las diferencias de latencias (test-entrenamiento) no
resultaron significativamente distintas (p>0,05; por prueba para muestras no apareadas de Mann
Whitney). Estos resultados muestran que la administracion de una dosis alta de MK-801 post-
entrenamiento no tuvo efecto evidente sobre la consolidacién de la memoria de ST-IA, adn con un

choque que se puede considerar suave para esta tarea (0.4 mA de intensidad).
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Fig 4.13: Efecto de la MK-801 intrahipocampo sobre la consolidacion de la memoria
de ST-IA con entrenamiento suave (0,4 mA).

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de la MK-801
intrahipocampo, sobre el desempefio en ST-IA. La flecha indica el momento en que se
inyect6 intrahipocampo solucién salina; o 6 pg/ul de MK-801.

Diagrama de barras: Los gréificos de barras corresponden a las medianas de latencias con
sus rangos intercuartiles (25; 75) obtenidas por los grupos de hembras entrenadas con
choque umbral de 0,4 mA. Las ratas del grupo tratado fueron inyectadas luego del
entrenamiento con 6 ug/ul de la MK-801 intrahipocampo (barras grises, N=26). Las ratas
del grupo control fueron inyectadas con solucidn salina (barras blancas, N=28).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.
Paneles inferiores: gréfico de scatter

*Diferencias significativa entre entrenamiento y test, prueba para muestras apareadas de Wilcoxon
(*p<0,05;*%*p<0,01).

Efecto de la administracion del antagonista selectivo por NR2B ifenprodil en hipocampo

dorsal sobre la consolidacion de 1a memoria de ST-IA.

Se decidi6 evaluar el efecto del bloqueo por ifenprodil, de los receptores NMDA conteniendo la
subunidad NR2B en el hipocampo dorsal. Recordemos aqui que ifenprodil habia evidenciado un
efecto promotor en la tarea de SD-IA (fig 4.11) con un choque subumbral (0,3 mA).

Se entrenaron 2 grupos de hembras con un choque suave de 0,4 mA en ST-IA. A las 24 h se realizé
el test. Los animales fueron inyectados inmediatamente después del entrenamiento con vehiculo o

con 4 ug/ul de ifenprodil, en un volumen final de 1 pl.
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La figura 4.14 muestra un grifico de barras que representa las latencias de ingreso al
compartimiento oscuro para los grupos control (barras blancas) y para los tratados con ifenprodil
(barras grises).

Las latencias del test fueron significativamente mayores a las del entrenamiento, tanto para el
grupo control como para el tratado (p<0,001 para el grupo tratado [N=13]; p<0,01 para el grupo
control [N=8]; por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon). El grupo con ifenprodil mostr6
un mejor rendimiento que el grupo control: las diferencias de latencias (test-entrenamiento)
resultaron significativamente distintas (p<0,05; por prueba para muestras no apareadas de Mann
Whitney).

Estos resultados muestran que ifenprodil administrado en hipocampo luego del entrenamiento,
ejercié un evidente efecto facilitador o promotor sobre la consolidacion de la memoria de la tarea

de ST-IA.

Se compar6 el desempefio en ST TA de los datos de los ensayos con ratas correspondientes a la
figura 4.13, que fueron inyectadas con 6 ug/ul de MK-801, con las de la figura 4.14, inyectadas
con 4 pg/ul de ifenprodil. Estas ratas fueron entrenadas con intensidad de choque de 0,4 mA. Los
grupos control de ambos experimentos evidenciaron un desempefio similar en ST-IA, ya que no
hubo diferencias significativas entre las diferencias de latencias (test-entrenamiento) (p>0,05, por
prueba para muestras no apareadas de Mann Whitney). En cambio, la comparaciéon de las
diferencias de latencias (test-entrenamiento) de los cuatro grupos tratados y controles, revel6 que el
grupo tratado con ifenprodil tuvo un mejor desempefio, significativamente diferente del resto de los
grupos (p<0,05 para el grupo tratado con ifenprodil vs su respectivo grupo control, y p<0,01, para
el grupo tratado con ifenprodil vs. grupos control y tratado con MK-801; por prueba para muestras
no apareadas de Mann Whitney), lo que demuestra que ifenprodil tuvo un efecto positivo sobre la

consolidacion de la memoria (fig.4.14 D).
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Fig 4.14: Efecto del antagonista selectivo NMIDAR-NR2B ifenprodil intrahipocampo sobre

la consolidacion de la memoria de ST-IA con entrenamiento suave (0,4 mA).

Arriba: Esquema del disefio experimental para evaluar el efecto de ifenprodil intrahipocampo,
sobre el desempefio en ST-IA. La flecha indica el momento en que se inyectd intrahipocampo
vehiculo; o 4 pg/ul de ifenprodil.

A: Los graficos de barras corresponden a las medianas de latencias con sus rangos intercuartiles
(25; 75) obtenidas por los grupos de ratas hembra entrenadas con choque de 0,4 mA. Las ratas
del grupo tratado fueron inyectadas luego del entrenamiento con 4 pg/ul ifenprodil
intrahipocampo (barras grises, N=13). Las ratas del grupo control fueron inyectadas con
vehiculo (DMSO en solucidn salina, barras blancas, N=8).

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

Panel lateral: gréafico de scatter.

B: Diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus rangos intercuartiles (25; 75) de los
grupos inyectados con ifenprodil y con vehiculo de la parte A de la figura.

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test por prueba para muestras apareadas de Wilcoxon
(*#p<0,01,***p<0,001).

# Diferencias significativas entre las diferencias de latencias, prueba para muestras no apareadas de Mann
Whitney ( # p<0,05).
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Fig 4.14 C y D: Comparacion de desempeiio en ST-IA entre grupos de ratas hembras
inyectadas intra-hipocampo con MK-801 en alta dosis y las inyectadas con ifenprodil.
C: Las barras corresponden a las medianas y sus rangos intercuartiles de las latencias
ingreso a un compartimiento oscuro de los grupos de ratas inyectadas con MK-801 (4 pg/pl,
barras gris claro, grupo de la fig 4.13) o con ifenprodil (6 pg/ul; barras gris oscuro,
grupo de la fig 4.14), o bien con su respectivo vehiculo (barras blancas). En todos los casos,
las ratas fueron entrenadas en de ST-IA con una intensidad de choque de 0,4 mA.

tr: latencia de entrenamiento; te: latencia de test.

D: Las barras corresponden a las diferencias de latencias (test-entrenamiento) con sus
rangos intercuartiles (25; 75) de los distintos grupos de la parte A de la figura.

*Diferencias significativas entre entrenamiento y test, prueba para muestras apareadas de Wilcoxon
(*p<0,05,**p<0,01,***p<0,001).

# Diferencias significativas entre las diferencias de latencias, prueba de comparaciones muiltiples de
Dunns (post Kruskal Wallis, ANOVA). ( #p<0,05; ## p<0,01)
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CAPITULO V

PARTE I

RELEVANCIA DE CIERTAS CONDICIONES BIOLOGICAS Y EXPERIMENTALES
SOBRE LA MEMORIA DE EVITACION INHIBITORIA.

Teniendo en cuenta las dificultades que se presentan al comparar trabajos realizados en los distintos
laboratorios, con roedores de diferentes bioterios, aun los pertenecientes a una misma cepa, en la
primera parte de esta Tesis se analizaron los posibles efectos de varias condiciones ambientales y
bioldgicas sobre la memoria de una tarea de evitacion inhibitoria en un paso. La prueba de
evitacion inhibitoria de un choque eléctrico en las patas que el animal recibe al descender de una
plataforma aislada, donde debe permanecer para evitarlo, constituye un aprendizaje asociativo que
involucra la formacién de una memoria de relativamente larga duracion, con contenidos espaciales
y aversivos.

Utilizando ratas Wistar adultas de nuestro propio bioterio (ver Mat y métodos pag 53), a partir de
reproductores obtenidos del bioterio de la Facultad de Farmacia. y Bioquimica de la Universidad de
La Plata, analizamos el efecto de la intensidad del estimulo, de la manipulacion sistemética de las
ratas desde el destete, las posibles variaciones por sexo, por el ritmo circadiano, por la exposicién y
reconocimiento de otro ambiente, distinto tanto de las jaulas de alojamiento como de la caja de
entrenamiento, sobre la memoria de una tarea de evitacion inhibitoria en dos versiones: por
evitacion del descenso desde una plataforma aislada (SD-IA) y por evitacion del pasaje a un
compartimiento oscuro (ST-1A).

Las ratas de nuestro bioterio recibieron una manipulacion sistemadtica desde el destete, de tres veces
por semana. Son mantenidas en un ciclo de luz oscuridad invertido (las luces se encienden de 20:00
a 8:00) de forma tal que al momento de realizar los experimentos de comportamiento se encuentren

en su fase de mayor actividad (despiertas).

Efecto de la intensidad del estimulo y del sexo sobre la memoria de la prueba de SD-IA.

En relacion con la intensidad del estimulo con que se entrenaron los animales en SD-IA, hubo
coherencia entre el aumento de la intensidad y un incremento en las latencias de permanencia sobre
la plataforma. De hecho, los machos evidenciaron una correlacion entre la intensidad de estimulo
aplicado y las latencias de descenso. El desempefio fue significativamente mejor para los grupos de
animales que recibieron un entrenamiento “fuerte”, comparados con los entrenados con choque
umbral o mas suave. Sin embargo, es evidente que dentro de cada grupo, no todos los animales
evidenciaron haber aprendido para cada una de las intensidades de choque utilizadas. Esto se puede
atribuir a las caracteristicas propias de la tarea (por ej., densidad de corriente para cada animal en
funcién de cémo esté apoyado en la grilla), asi como a las variaciones individuales (por ej., peso
corporal, estrategias utilizadas por cada animal). Por eso, una de las representaciones elegidas que

permite poner en evidencia cudntos animales aprendieron y cémo —cudnto tiempo permanecieron
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sobre la plataforma-, fue el scatter dot plot. El gréfico de scatter para los machos (fig. 3.2) muestra
que, recién a partir de intensidades de choque de 0,6 mA, algunos animales alcanzaron la latencia
maxima de 120 seg durante la sesion de test.

Ha sido reportado que las ratas machos y hembras tienen distintos umbrales de reaccion a las
situaciones de estrés [263; 264; 265; 266] y frente a éstas exhiben diferente movilidad [267].

Segtn los primeros trabajos registrados al respecto, la reactividad a un choque eléctrico parecia
estar vinculada con el género [392; 393; 394; 395], con el peso corporal y con la edad [395]. Estas
diferencias en la reactividad al choque que se utiliza como estimulo aversivo en distintas tareas de
aprendizaje, podrian llegar a afectar la retencién de la memoria en la respuesta de evitacion a un
choque eléctrico en las patas.

Como se ilustra en la tabla 6.1, varios autores han reportado diferencias en el desempefio de
roedores machos y hembras en evitacién inhibitoria (ST-IA) (e.g: [297; 298; 299; 303; 304]) y en
SD-IA [396], mientras que otros reportaron la ausencia de diferencias en SD-IA [397; 398].

En la rata [302] trabajando en un paradigma de evitacidon activa, observé que las hembras
evidenciaron un mayor nivel de evitacion que los machos. Sin embargo, Drago y col. (1980) ; Van
Oyen y col. (1979) y Heinsbroeck y col. (1988).reportaron también en ratas adultas, que las
hembras mostraron un desempefio mas pobre en la evitacion inhibitoria (ST-IA) [297; 303; 304].
En cambio, en otro trabajo se reporté que ratas macho evidenciaron una STM y una LTM mas
robusta respecto a ratas hembra de la tarea de SD-IA con choque fuerte [396].

Las fluctuaciones del ciclo estral en la hembras tienen una influencia notable sobre el hipocampo
[241; 243; 248; 249], por eso las hembras que se utilicen deben estar en una misma sala del bioterio
[399] donde haya también machos cuyas feromonas posibiliten la sincronizacion del ciclo. A este
fendmeno se le da el nombre de efecto Whitten [400; 401]. Warren y Juraska [253] reportaron el
mejor desempefio en la tarea espacial de MWM de las hembras durante el ciclo estral, que a su vez
fue significativamente mdas pobre que el desempeio de machos [251]. Se sabe que el umbral al
dolor cambia durante el ciclo estral, entonces se ha propuesto que durante el proestro las hembras
son mas sensibles a un choque eléctrico [295]; a ello se deberia la facilitacién en la adquisicién de
una respuesta condicionada comparadas con hembras que se encuentran en otras etapas del ciclo
estral [296]. El proestro estd asociado a un aumento de los niveles circulantes de estradiol, lo que se
asocié a una facilitacion de la respuesta de evitacion; en cambio, diestro y estro se asocian con
bajos niveles de estradiol, lo que se relacioné con una reduccién en la respuesta de evitacion [295]
Nosotros evaluamos el comportamiento de ratas adultas de ambos sexos en las distintas
condiciones experimentales arriba explicitadas (Capitulo III) y también, ante el bloqueo
farmacoldgico de receptores muscarinicos o NMDA (Capitulo IV). Cuando se compararon las
diferencias de latencias (test-entrenamiento) entre los grupos de machos y hembras entrenados con
igual intensidad de choque, no se encontraron diferencias significativas para ninguno de los
choques utilizados. Por lo tanto, se puede concluir que los machos y las hembras -que fueron

manipulados tres veces por semana desde el destete-, entrenados con igual intensidad de choque,
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mostraron un desempefio similar en SD-IA. Para las intensidades de choque de 0,4 y 0,6 mA las
hembras evidenciaron una tendencia a un mejor desempefio (mayores valores de medianas de
latencias) repecto a los machos. En cambio, con un choque de 1 mA, fueron los machos quienes
evidenciaron tendencia a un mejor desempefio.

Aunque, como se menciond mads arriba, los machos no alcanzaron el criterio de aprendizaje cuando
se entrenaron con un choque de 0,4 mA, mientras que las hembras si lo hicieron, no hubo

diferencias significativas entre las diferencias de latencias para animales de ambos sexos.

Autores Desempeiio Tarea Shock | Modelo | Observaciones
Monleon y | LTM 3<Q ST-IA | 05 | ratn Bajo efecto de
col. (2002) mA? fluoxetina y
) amiprilina
Hwang ycol.| LTM 3=9 SD-IA |0,5mA | ratén
(2010)
Everss y col. LTM 3 ST-1IA 0,7 mA ratén Piracetram supero el
(2005) deterioro en ST-IA
causado por
amitriptilina crénica
Podhorna y LTM 3=? SD-IA |0,6 mA | ratén
col. (2002)
Warren y STM 9 estro> 9 proestro MWM Rata (120- Versién espacial
Juraska(1997) 150 DPN)
Frye y col. 3> MWM rata
(1995)
Myslivecek y L'TM 3> SD-IA 1,1-1,9 | Rata (60-
col. (1991) STM mA 90 DPN)
Heinsbroeck LTM? 3>Q ST-1A Rata
y col. 1988
Bauer y col. 3<Q Evitacion Ratas o
(1978) activa DPN)
Drago y col. LTM 3>Q ST-IA 0,5; Ratas
1980 STM g=0 0,75y | adultas
1 mA
Van Oyen y 3>Q ST-IA Ratas (140
col. (1979) DPN)

Tabla 6.1: Resumen de los antecedentes bibliograficos que comparan el desempefio de

machos y hembras en distintas tareas comportamentales.
DPN: dia post natal.

Por eso, considerando toda la muestra de animales utilizados, el estimulo umbral para el
aprendizaje de la tarea, para el registro de la traza y la formacién de LTM, estaria entre 0,4 y 0,5
mA, para las ratas de entre 75-90 dias de edad y de entre 250-300 g de peso corporal. Sin embargo,
como las hembras son casi siempre algo mds pequefias que los machos de la misma edad,

especialmente las correspondientes a la misma camada, por lo que seria esperable que la densidad
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de corriente eléctrica a través del cuerpo fuera algo mayor para ellas, por lo que el umbral sera
consecuentemente menor.

Efecto de la manipulacion de los animales sobre el desempeiio en la prueba de SD-IA.

La manipulacién sistemdtica pareceria ejercer efectos diferentes dependiendo de las
condiciones ambientales en que son criados los animales, y de la cepa con la que se trabaja.
Como vimos, los trabajos sobre manipulacion sistemdtica estan enfocados, en su gran mayoria,
al periodo neonatal y a sus efectos posteriores. En cambio son relativamente escasos los
trabajos analizando posibles efectos de la manipulacion sistemadtica iniciada luego del destete.
La tabla 6.2 resume algunos de los antecedentes de la bibliografia de aquellos trabajos en que
se estudia el efecto de la manipulacién sistemdtica iniciada después del destete.

La tabla evidencia que la practica de manipulacién sistematica tiene un efecto sobre el desempefio
en distintos paradigmas comportamentales. En lineas generales, esta manipulacion pareciera tener

un efecto de activacién comportamental.

Para evaluar la posible influencia de la manipulacién sistematica que se realiza de rutina en nuestro
bioterio, analizamos el desempefio de ratas macho y hembra que no la recibieron. En este caso s6lo
tuvieron una manipulacién de rutina que se realiza también periddicamente, al cambiar la viruta de
la jaula durante la limpieza (3 veces/semana) cuando las ratas son cambiadas de jaula para luego
regresarlas a su jaula limpia, ademds de cuando se las pesa cada 15 dias -este procedimiento dura
menos de 5 segundos-.

Si bien el grupo de machos, que habian recibido manipulacion sistematica desde el destete,
entrenados con 1 mA en SD-IA, mostré una LTM mas robusta, en las condiciones de nuestros
ensayos, con intensidades de choque menores de 1 mA, dicha manipulacién no produjo un efecto
estadisticamente significativo sobre la memoria (tabla 3.1). Ademads, no hubo coherencia de las
respuestas de evocacion en relacion con la intensidad del choque (no hubo correlacién) en los
grupos de machos que no recibieron manipulacién sistemdtica. Los grupos entrenados con distintas
intensidades de choque parecen haber tenido un desempefio similar (o no diferenciable, ya que
hubo una mayor dispersion de los datos). Sin embargo, los grupos de animales que recibieron esta
manipulacion sistemdtica tuvieron valores de medianas de latencias mas elevados cuando fueron
entrenados con choque de 0,6; 0,75 mA, evidenciando una tendencia a un mejor desempefio
respecto de aquellos animales que no recibieron esta manipulacién.

En el grifico de scatter se pueden observar proporciones similares de animales con latencias
semejantes cuando se comparan los grupos de ratas con y sin manipulacion periddica, entrenadas
con igual intensidad de choque (fig 3.2 y fig 3.3). Sin embargo, entre aquellos que no fueron
manipulados de manera sistematica, hubo algunos que alcanzaron valores de latencias maximos de
120 segundos durante el test sin mostrar un congelamiento (freezing) franco, cuando fueron

entrenados con choque suave; mientras que los animales con manipulacién previa tuvieron un
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comportamiento relativamente mas homogéneo con entrenamiento suave (ver scatter de fig 3.2 y
fig 3.3).

Pero en la tarea de ST-IA, la manipulacion sistemadtica desde el destete tuvo un efecto facilitador
sobre el desempefio de las hembras entrenadas con choque de 0,5 mA (fig 3.12 B). En cambio, en
los machos, esta manipulacion no evidencié efecto significativo (al menos en las condiciones de
estos ensayos) (fig 3.12 C).

Es posible que la manipulacién necesaria para pasar a las ratas desde una jaula a otra durante la
limpieza o para pesarlas, sea suficiente para “familiarizar” o habituar a los animales a esa operacién
y disminuir o anular —o enmascarar- la posible incidencia de la manipulacion sistematica sobre la
SD-IA.

En sintesis, la manipulacion pareci6 tener efecto facilitador en SD-IA con entrenamiento fuerte, y
en ST-IA adn con entrenamiento suave. Si bien dicha manipulacién sistematica desde el destete no
parecié tener efecto significativo sobre la SD-IA en los machos, con entrenamiento suave, la
experiencia de los entrenadores permitié concluir que simplificé y facilit6 la necesaria
manipulaciéon de las ratas durante los ensayos: los animales estaban mdas relajados, eran mas
déciles, notablemente menos agresivos respecto de los que no la recibieron, de modo que esos
animales podian considerarse habituados a la manipulaciéon humana [402; 403]. Por esa razon,
todos los ensayos que siguen fueron efectuados con animales que recibieron manipulacién

sistemadtica desde el destete.
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Inicio de i Frec. . .
. » Género Cepa Duracioén Edad Tarea Observaciones Autores
manipulacion semanal
Post destete Machos Albino Black y 4 veces 1 min 3y6 Campo abierto Aumenta act exploratoria Reboucas, 1997
brown hooded meses [404]
Post destete Hembras Black Hooded 7 veces 1 min 4 meses Campo abierto Aumenta act exploratoria [405]
3 semanas pre Machos Wistar 2 veces 5 min 3 meses Campo abierto Disminuye exploracién parte Hirsjarvi, 1995,
ensayo central de la arena [402]
Post destete Disminuye exploracién parte .
Machos y . . . central de la arena Cannizzaro, 2001,
- Wistar 7 veces 5 min 3 meses Campo abierto
5 dias pre hembras . [406]
Sin efecto
ensayo
Inhibicién al ore- Recupera respuesta de
Post destete Machos Wistar 3 veces 5 seg 3 meses ulso P alarma del efecto de Rosa, 2005, [407]
P aislamiento
2 dias pre Ratones . Reconoglmlento Aumenta la exploracion de Powell, 2004,
Machos 2 veces 5 min 2 meses de objetos )
ensayo C57BL/6J novedosos objetos [403]

Tabla 6.2: Resumen de los antecedentes bibliograficos que comparan el efecto de la manipulacién sistematica iniciada luego del destete de

machos y hembras en distintas tareas comportamentales
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INTERACCION ENTRE TAREAS DIFERENTES.

Efecto de la exposicion al campo abierto sobre la memoria de SD-IA.

En nuestro laboratorio y en muchos otros, se suele colocar a los animales en una caja distinta de su
vivienda habitual o, mds cominmente, en un campo abierto por ejemplo, en una o en dos
oportunidades con la finalidad de habituarlos a la manipulacién por el experimentador y al cambio
de ambiente (ver Introduccién, pag 44 yMat. y métodos pag 54). De este modo se trata de reducir el
efecto en general, y el estrés en particular, causados por la novedad tanto de ser manipulados por
los experimentadores, como de ser colocados en una arena desconocida, para luego ser entrenados
en una tarea con componentes claramente aversivos. Como el procesamiento de diversas memorias,
en particular la de la evitacion inhibitoria, depende, al menos en parte, de las mismas estructuras
cerebrales que la habituacién a un ambiente, nos interesaba investigar la posible interaccion entre
ellas. Como parecia claro que nuestros animales aprendian mejor las tareas con componentes
aversivos luego de las exposiciones al campo abierto [408; 409], nos propusimos evaluar
sistemdticamente esta observacion. Ademas, por las contundentes evidencias acerca de la
relevancia de la historia previa de las sinapsis para el establecimiento de la plasticidad sindptica
que debe subyacer al procesamiento de informacién [165; 166; 172; 177] analizamos formalmente
el posible efecto de la exposicion previa al OF sobre la SD-TA.

Como se puede ver en la Tabla 6.3, la literatura muestra que la exposicién a un ambiente o tarea
novedosa antes o después de evitacidn inhibitoria, produjo distinto tipo de interacciones con esta
tarea.

En resumen, se describieron interferencias o efectos de facilitacién o de promocién del desempefio
en tareas de evitacion inhibitoria por exposicién a una experiencia novel como la exploracion de un
nuevo ambiente. Se produjo interferencia sobre la SD-IA por la exposicion a una sesién de dos
minutos en el OF realizada 1 h después del entrenamiento en SD-IA (con choque de 0,4 o 1 mA).
Como también hubo interferencia por la exposicién a dos sesiones en el OF, de 2 min cada una,
realizadas 5 min antes y 1 h después del entrenamiento [175], mientras que 2 h antes del
entrenamiento ya no hubo efecto [169].

También hubo interferencia cuando la exposicién se realizé 2 h luego [169] pero no 6 h después de
entrenamiento en SD-IA [2]. En cambio hubo promocién de la formaciéon de una LTM cuando se
expuso a las ratas a una sesiéon de OF 1 h antes, 15 min o 1 h después de entrenamiento subumbral
en SD-IA [170].

Teniendo en cuenta que: a) en muchos laboratorios, incluyendo el nuestro, se expone de rutina a los
animales a un ambiente novedoso, distinto a la vivienda habitual en la que son mantenidos para su
crianza hasta el momento del entrenamiento en las tareas de comportamiento; b) que el OF produjo
facilitacién 1 h antes del entrenamiento subumbral en SD-IA, pero que a las 2 h no parece haber
ejercido efecto significativo alguno sobre la formacién de una LTM de la tarea, y ¢) que habiamos

observado un aparente mejor desempeiio en SD-IA cuando exponiamos a las ratas a dos sesiones
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en el OF antes del entrenamiento para habituarlas a esa manipulacién por el experimentador y al
cambio de ambiente, investigamos si la exposicion a una sesién en el OF (experiencia novedosa) o
a dos sesiones (habituacién al ambiente nuevo), en un tiempo intermedio, de 1 h 30 min antes del
entrenamiento, podia modificar la adquisicidn y/o la consolidaciéon de la memoria de la SD-IA. La
cercania temporal entre la segunda sesion de OF y el entrenamiento en evitacion inhibitoria podria
dar lugar a solapamiento entre los fendmenos que subyacen a la evocacion, con el posterior periodo
de labilizacién de esa memoria de la experiencia en el OF y la adquisicién de SD-IA. Por lo tanto,
esto podria causar algtin tipo de modulacién sobre la adquisicidn y posterior rendimiento en SD-IA,
ya sea de signo positivo facilitando la formacién de la traza, o negativo, interfiriendo con su

registro.

Efecto de una o dos sesiones en el campo abierto sobre el desempeiio en SD-IA en animales

entrenados con estimulo suave (0,5 mA).

Comprobamos que una sola exposicion de 3 o de 5 minutos al campo abierto, una hora y media
antes de un entrenamiento en SD-IA con estimulo suave cercano al umbral, no modificé de manera
evidente el desempefio de grupos de machos en esta tarea [410; 411]. Posteriormente tuvimos
resultados similares con las hembras. Por lo tanto, a esta altura del trabajo, se podia suponer que no
habia habido interferencia ni otro tipo de interaccién con la formacién de la memoria de SD-IA.

Se ha propuesto que la induccién de la LTP estd asociada con la formacién de una “etiqueta
sindptica” en aquellas sinapsis que fueron activadas mediante la aplicacién de un estimulo de tipo
tetdnico. Esta etiqueta tendria el rol de secuestrar proteinas vinculadas con plasticidad sindptica,
que servirian para estabilizar aquellos cambios sindpticos transitorios, de manera que esos cambios
extenderian su persistencia. Es decir, que una LTP temprana podria ser transformada en una LTP
tardia dependiendo de la historia de activacidn de la neurona durante el periodo previo o posterior a
su induccién (dentro de un intervalo de 2 horas aproximadamente) [177; 412]. Como la LTP es un
proceso que se postula como mecanismo que subyace a los procesos de memoria y aprendizaje,
esta posibilidad de modificar la persistencia de la LTP podria ser un proceso que permitiria

extender la ventana temporal para la transformacién de un STM en una LTM [177; 412].
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Intervalo entre OF o exposicion a novedad respecto al entrenamiento
Autores Modelo des{iire?ién Tarea | Choque| Test - - en IA Resultados
P S|El8|elw|s|a|g|=|8|&8]|¢
. p Caja c/techo Impide
MIquﬂerdO y Raton de alambre | ST-IA 24 h X facilitaciéon por
cGaugh, 1985 macho .
tejido naloxona
Netto y col., Rata oF @min) | o losma | 22m X Sin efecto
1985 hembra ¢/ tono (+) ’ X Interferencia —
Izquierdo y Rata OF (100 .
Pereira, 1989 hembra seg) SD-IA | 0,2 mA 6h X Interferencia —
0 h, 4h, X Interferencia —
48h, -
Izquierdo y Rata OF (2 min) | SD-IA 04 mA | 73 y X Sin efecto
col., 1999 macho (1 mA) | 96 h (en X(*) Sin efecto
d
a,cliam:]) X(*) X Interferencia —
Blake y col., Ratén Hole board .
2011 macho (>60seg) ST-IA |1,2mA | 24h X Interferencia —
X Sin efecto
X Promovio LTM
Moncada y Rata . 0,15 X Sin efecto
Viola. 2007 macho OF (5 min) | SD-IA mA 24 h <
X Promovio LTM
X Sin efecto

Tabla 6.3: Resumen de los antecedentes bibliograficos que estudian el efecto de la exposicién a una experiencia comportamental distinta (en muchos casos novedosa) a
distintos tiempos respecto del entrenamiento en diferentes paradigmas comportamentales.

Nota: (X) Las cruces rojas sefialan aquellos casos en que la exposicién a la novedad o a la exposicién al OF, evidenci6 tener efecto significativo.

(+) pasados los 2 min de exploracién al OF se realizaron 20 presentaciones consecutivas de tonos de 70 dB de 5 seg de duracién, con una frecuencia de 1 kHz, con un
intervalo entre ellos que variaba aleatoriamente entre 10 y 30 seg.

(*) hay interferencia significativa si la duracién de la primera sesion (realizada 5 min antes del entrenamiento en SD-IA) es de 2 min. Si esta exposicion es de 5 min, no
hay interferencia.
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Ha sido reportado en ratas que, luego de un entrenamiento débil en SD-IA que no generaria una
memoria de largo plazo, la exploraciéon de un campo abierto dentro de un tiempo préximo al
entrenamiento permitié evidenciar una LTM de la SD-IA. El efecto promotor del campo abierto
sobre la memoria de SD-IA dependeria de la activacién de los receptores de dopamina D1/D5 y
requeriria de la sintesis proteica del hipocampo dorsal. Entonces los autores propusieron haber
evidenciado un proceso de “etiquetado comportamental”, en el que la exploracion de un ambiente
novedoso proveeria de proteinas vinculadas con plasticidad sindptica, que estabilizarian la traza de
memoria de la SD-TA [170]. La experiencia comportamental previa de un animal puede llegar a
influir la direccién y probabilidad de una plasticidad de larga duracién inducida en sinapsis activas.
Montanis y Maroun (2010) estudiaron las alteraciones en la induccion de la LTP en la regiéon CA1
del hipocampo de la rata, asociadas a la evocacién de una memoria de miedo [172]. Cuando se
realizé el test en el mismo contexto del condicionamiento 1 hora después del entrenamiento, se
comprobd una inhibicién en la induccién de LTP. En cambio, la exposicién a un ambiente
novedoso 1 hora después del mismo condicionamiento del miedo, estuvo asociada a un incremento
de la magnitud de la LTP, con respecto a grupos que fueron entrenados al condicionamiento del
miedo y que permanecieron en sus jaulas hasta el momento del registro electrofisiolégico. A su
vez, cuando se expuso a los animales a un ambiente novedoso 24 h después del condicionamiento,

la expresion de la LTP se vio inhibida [172].

Teniendo en cuenta que en la “hipotesis del etiquetado sinaptico” [177] y el requerimiento de
sintesis proteica para el establecimiento de una LTM, los intervalos propuestos para que haya
influencia detectable de una tarea sobre otra serian de alrededor de 60 minutos o menos [166; 169;
170; 172; 175; 177; 383], ensayamos un intervalo de 50 min, comparado con el usualmente
utilizado de 90 min. Cuando la exposicion al OF tuvo lugar 50 min antes del entrenamiento suave
en SD-IA, no hubo diferencias significativas en el entrenamiento ni en el test de SD-IA respecto a
cuando se realizé el OF 90 min antes (fig 3.4 B), ni con respecto a aquellos animales no expuestos
al OF (animales entrenados con 0,5 mA de la fig 3.2). Es decir que el intervalo entre ambas tareas
no parecid influir en la adquisicion ni formacion de la LTM de la SD-IA.

Recapitulando, cuando se entrenaron ratas macho con una intensidad de choque umbral en SD-IA,
la exposicién previa a una unica sesiéon en el OF durante 3 o 5 min (fig 3.4 A), o bien a dos
sesiones de 3 min (fig 3.6) que dieron lugar a habituacién a la arena, no modificaron
significativamente el desempefio en SD-IA, no habiendo diferencias durante el entrenamiento y
expresandose una LTM equivalente en todos los casos. Y como se sefial en la seccidn anterior,
tampoco la duracion del intervalo entre ambas tareas (50-90 minutos) modificé la expresion de la
memoria de SD-IA (fig 3.4 B). Las hembras tampoco manifestaron cambios evidentes en similares
condiciones (fig 3.7 A). Sin embargo, recordemos que las hembras tuvieron un umbral levemente

inferior, de 0.4 mA (fig 3.2) y que fueron en general mds pequeias que los machos de la misma

188



camada. Es posible entonces que el entrenamiento con 0,5 mA deba ser considerado més fuerte que
para los machos (ver mas adelante, CI vs. CD, pags 92-96).

Por otra parte, el campo abierto no modificé significativamente las memorias de corta duracién en
SD-IA. Sin embargo se observé que la mediana de latencias de la evocacion de la STM fue mayor
que las de la LTM para las ratas que no tuvieron exposicion al OF.

No hubo diferencias significativas, ni para STM ni para LTM de SD-IA con entrenamiento suave

en los animales sin y con exposicién previa al OF, al menos en las condiciones de estos ensayos.

Efecto del OF en animales entrenados en la prueba de SD-IA con choque fuerte.

Luego de dos sesiones en el OF hubo una notable modulacién positiva sobre la memoria de SD-IA,
cuando se entrend a las ratas con un estimulo considerado fuerte.

En consecuencia, podemos decir que la exposicién a dos sesiones de OF en dos dias consecutivos,
previamente al entrenamiento fuerte en SD-IA, dio lugar a una facilitacion en el aprendizaje y/o en
la consolidacién, que se manifestd en la expresion de una memoria de larga duracién mas robusta

de esta tarea.

En este punto debe sefialarse que se traté de comparar exclusivamente los resultados dentro de
ensayos realizados en simultaneidad con animales de una misma camada, o al menos dentro de la
misma semana (por ejemplo, fig 3.8). Por ello, por la gran dificultad para controlar estrictamente
todas las condiciones ambientales que podrian influir y por la enorme variabilidad individual, lo
que lleva a una gran dispersion en las respuestas comportamentales, nosotros y otros investigadores
consideramos que, en este tipo de experimentacién, las comparaciones mas validas son las que se

realizan intra-ensayo.

Dos breves exposiciones a un campo abierto, que constituirian una experiencia poco -o nada-
aversiva, posibilitaron la habituacion de las ratas a la arena, y generaron una notable facilitacién
sobre la memoria de larga duracién de una tarea aversiva como es la evitacion inhibitoria de un
choque en las patas, cuando se traté de un entrenamiento “fuerte”. En cambio, este efecto
“facilitatorio” del OF sobre la LTM de SD-IA no se evidenci6 en el caso de animales entrenados
con un choque umbral. Sin embargo, estos grupos de animales expuestos a 2 OF mostraron una
mayor proporcion de individuos con valores de latencias muy elevadas o médximas durante el test,
manifestando una tendencia aun cuando no resulté estadisticamente significativa (ver figs 3.7 B;
4.1;4.2;434.4).

Ademds, estos resultados permiten concluir que el efecto del OF dependeria del nivel de
entrenamiento, lo que indica que podria depender de la relevancia comportamental del estimulo. Se
puede especular que un choque mds intenso (por lo tanto mds doloroso y aversivo, representando

entonces un estimulo muy relevante para el comportamiento) producird una estimulacién sensorial
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mayor. Este reclutaria mds circuitos neuronales de la misma regién, y tal vez de otras éreas
cerebrales involucradas, produciéndose la induccién concomitante de cambios pldsticos en las
sinapsis implicadas, de manera de establecer un registro muy robusto de esa memoria y de las
respuestas acordes. Por otra parte, desde un enfoque evolutivo, podria representar menos costo el
que una experiencia poco o nada aversiva (OF) se asociara (facilitando) fuertemente con una
aversiva, solo cuando esta ultima fuera comportamentalmente relevante (por €j., produciendo dolor

fuerte o dafo).

Izquierdo y col. (2001) habian reportado que la exposicién al campo abierto por 5 min
inmediatamente antes del test, o también 1 o 2 horas antes del test realizado 24 horas después de
entrenamiento en SD-IA con un choque suave mejord significativamente el desempefio de ratas
[171] Esta mejora dependi6 de la activacién de MAPKinasas, y del RNMDA del hipocampo ya que
su inhibicién, 10 min antes de la exposicion al ambiente novedoso, impidié que se manifestara el
efecto del OF sobre la evocacidon de la SD-IA. En otro trabajo, la exposicion de ratas Wistar
durante 2 min al OF, 1 h después del entrenamiento en SD-IA (tanto con choque suave, como con
choque fuerte) produjo interferencia sobre la evocacion de SD-IA evaluada a las 24, 48, 72 y 96 h.
Cuando las ratas fueron expuestas a dos sesiones de OF, realizadas 5 min antes (lra sesién) y 1
hora después (2da sesion) del entrenamiento en SD-IA, evidenciaron formacién de LTM si la
duracion de la primera sesién en el OF fue de 5 min (durante esta sesion se evidenciaba habituacién
al ambiente novedoso). En cambio si la duracion de la primera sesion fue de 2 min (durante la cual
no se evidenciaba habituacion al ambiente novedoso) hubo interferencia sobre la evocacién de SD-
IA [175].

Luego se reporté que una sesién de 5 minutos en el OF 1 h antes del entrenamiento en SD-IA con
un estimulo subumbral (0,15 mA) que no seria capaz de formar una LTM (o una LTM que se
exprese en el test), resulté en una memoria evidente a las 24 h. [170]. En cambio no se evidenci6
este “efecto promotor” del OF sobre la memoria de SD-IA, cuando expusieron a las ratas a una
sesion de 30 min en el OF el dia anterior y volvieron a exponerlas a una segunda sesién de 5 min, 1
hora antes del entrenamiento en IA. De este modo las ratas estaban habituadas a la arena antes del
entrenamiento en [A. En consecuencia, atribuyeron a la novedad de una tnica exposicion breve en
el OF el efecto de mejorar el desempefio y la expresion de una LTM de SD-IA [170].

En el modelo de memoria del cangrejo Chasmagnathus granulatus, el animal asocia el contexto del
entrenamiento con un estimulo visual de peligro que le pasa por arriba. Luego de una presentacion
iterativa espaciada del estimulo visual, una fuerte respuesta de congelamiento (freezing) reemplaza
la respuesta de escape inicial [413]. Smal y col. (2010) utilizando este modelo, reportaron que
luego de un entrenamiento débil, que da lugar a una memoria que no se expresa en el largo plazo
[414; 415], una unica presentacion del contexto junto con el refuerzo puede aumentar la expresion
de dicha memoria [415]. El descubrimiento de que el comportamiento se sustenta en una traza

diferente para una STM que para una LTM, es consistente con la idea de procesos paralelos en la
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consolidacion [416; 417]. Por un periodo corto luego de un aprendizaje débil, la respuesta mas
adaptativa podria ser expresar el comportamiento adquirido mds recientemente (STM), mientras
que durante la consolidacion de LTM, una experiencia reciente continuaria siendo evaluada. Esto
podria ser especialmente significativo cuando se trata de experiencias aversivas, ya que una
sobreestimacion de la relevancia de un estimulo peligroso resultaria menos costosa que la
subestimacion del mismo [415]

Hay abundante evidencia a través de todo el Phylum Cordados de que una memoria débil, mientras
estd siendo consolidada, puede ser reforzada por una experiencia de aprendizaje débil o por la
evocacion [418; 419]. Entonces, un entrenamiento que induzca STM pero no LTM, puede ser
“fortalecido” por la presentacion de un ensayo recordatorio, tanto durante la consolidaciéon como
durante el periodo de expresion de la STM [415; 420]. Sin embargo, la evocacién durante la
consolidacion, cuando se evalué STM, 40 minutos, o 1 h 30 min luego del entrenamiento no
modificé la expresion de la LTM a las 24 h (Izquierdo y col, 1999 [2] y nuestros resultados,
comparacién entre fig.3.7A vs. fig 3.7 B pags 86 y 88). En cambio la exposicion durante 90 seg al
contexto de entrenamiento realizada inmediatamente antes de la sesion de test (evaluada 3 semanas
después del entrenamiento), dio lugar a una facilitacién en la evocacién en un modelo de “olvido
espontaneo”. En este modelo las ratas son entrenadas para discriminar entre seis unidades para
obtener alimento de recompensa, y evidencian un severo déficit en la evocacién evaluada a las 3

semanas [421].

En el caso de nuestros ensayos con dos exposiciones al OF, de 3 minutos previas a la [A, siempre
se redujo al menos algiin pardmetro relacionado con el comportamiento exploratorio. El nimero de
cruces y/o el de elevaciones sobre los miembros posteriores, disminuyeron significativamente en la
segunda sesion en el OF, indicando habituacién de las ratas a la arena. Entonces, en nuestro caso, el
efecto facilitatorio del OF sobre la SD-IA con un choque fuerte, dificilmente podria atribuirse
exclusivamente al factor novedad.

Por otra parte, en las condiciones de nuestros ensayos con entrenamiento débil de ratas criadas en
ciclo invertido (ver siguiente seccién) no se ha evidenciado modificacion evidente en la memoria
de SD-IA por la exposicién a una tnica sesioén previa en el OF, ya sea durante 3 o 5 min, ni por
exposicién a dos sesiones ni tampoco se evidencié modulacién alguna cuando el intervalo entre el
OF y el entrenamiento en IA fue de 50 0 90 min.

Es posible que estemos en presencia de un fendmeno diferente al menos en parte, al de promocién
de una LTM por efecto de la novedad luego de entrenamiento subumbral, ya que cuando el choque
fue cercano al umbral no se evidenciaron diferencias en la expresion de la LTM en estos animales.
También en los ensayos de farmacologia hubo evidencias de ello, como veremos mas adelante.
Ademais, la doble exposicion al mismo ambiente, que dio lugar a habituacién, produjo una notable

facilitacidon en la LTM cuando se tratd de un entrenamiento considerado “fuerte”.
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INFLUENCIA DEL CICLO LUZ/OSCURIDAD SOBRE LA MEMORIA EN LA RATA.

La gran mayoria de los estudios de comportamiento realizados en roedores (principalmente
rata/ratén) reportados en la literatura fueron realizados durante la fase luminosa del ciclo
luz/oscuridad, siendo este momento del dia el de menor actividad para animales de hébitos

nocturnos (noche subjetiva).

Algunos de los resultados de la literatura indican que distintos procesos de aprendizaje fueron
afectados diferencialmente con el momento del dia en que ocurren. Por ejemplo, algunos trabajos
han demostrado en ratas que la adquisicion de una tarea de evitacion. (shuttle avoidance) y del
laberinto radial de 8 brazos, resulté mejor durante el periodo de oscuridad [349; 350]. Por el
contrario, se evidencié en ratas que la adquisicion de la evitacién activa , ocurrié mds rapido en
animales durante momentos especificos en el dia, comparados con otros momentos del dia o de la
noche [351; 422]. Mientras que otros grupos no evidenciaron diferencias, durante el dia o la noche,
en la adquisicién de la tarea de evitacion (shuttle avoidance) en los grupos de ratas control que no
recibieron tratamiento [353; 354; 355]. No queda claro en la mayoria de los casos reportados, si los
ensayos de comportamiento se realizaron en oscuridad absoluta, ya que debe tenerse en cuenta que
la incidencia de la luz durante la fase nocturna podria haber afectado el desempefio del animal en la

tarea [321].

En un paradigma de condicionamiento del miedo (contextual y con claves) en ratones (que
recibieron manipulacién sistemdtica 1 min diario durante la semana previa al experimento de
comportamiento) se reporté que adquirieron mds rapidamente el condicionamiento cuando fueron
entrenados durante el dia comparados con otro grupo entrenado durante la noche [321]. Ademas el
grado de evocacion del contexto y de un tono fue maximo durante el dia (independientemente del
momento en que se que se produjo la adquisicién) al menos durante los 3 dias posteriores al
entrenamiento. Por otra parte, se observd que los animales entrenados durante la noche
evidenciaron mayores niveles de extincion respecto de aquellos entrenados durante el dia. En estas
tres fases de la memoria (adquisicidn, evocacion y extincion) se evidencid la existencia de un ritmo
cuya fase se vio controlada por el ciclo luz/oscuridad (L/O). Cuando se revirti6 la fase del ciclo
L/O, la fase de estos ritmos también se vio revertida. Ademds estos tres ritmos continuaron aun en
oscuridad constante, demostrandose asi la naturaleza endégena y circadiana de los ritmos. Estos
resultados evidencian un mejor desempefio de esta tarea durante el dia, coincidiendo con el
momento de menor actividad de los ratones. Los autores interpretaron que estas diferencias podrian
deberse a que para los animales de hdbitos nocturnos, el dia es principalmente un periodo mds

“intimidante”, y ese estado de temor pudo haber ocasionado una mejora en el desempefio [321].

Lesiones en el nicleo supra-quiasmatico de la rata [423] eliminaron las variaciones ritmicas (de 24

h) en el desempeiio de la tarea de evitacidn pasiva.
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Se ha demostrado que la LTP padece de variaciones a lo largo del dia. Barnes et al. (1977) han
demostrado que las respuestas sindpticas en las células granulares del hipocampo de la rata ante la
estimulacion de las fibras aferentes de la corteza entorrinal fluctda con un periodo de 24 h [357].
Ademas reportaron, que la mayor actividad sindptica en las ratas se observo en la mitad de la fase

oscura; mientras que la menor actividad se evidenci6 en la mitad de la fase luminosa.

Harris y Teyler [358] observaron que la LTP post tetdnica fue mds robusta en rodajas de la region
CA1 del hipocampo obtenidas, durante el dia, mientras que en las obtenidas durante la noche se
evidencié una LTP postetanica mas robusta en el giro dentado. Del mismo modo, se registré una
mayor amplitud de la LTP en las neuronas piramidales de la regién CA1 cuando se obtuvieron las

rodajas durante el dia, respecto a rodajas obtenidas durante la noche [359].

En animales mantenidos en CD, cuando los ensayos de comportamiento se realizan durante el
periodo de suefio del animal, de alguna manera se podria estar generando un efecto de privacion de
suefio. Esta privacion, previa al entrenamiento podria tener incidencia sobre la consolidacion de esa
memoria. Se demostrado que la privacion de sueflo previa al entrenamiento deteriord la
codificacion de la memoria de numerosas tareas [344; 345]. Por ejemplo, en la versién dependiente
de hipocampo del laberinto acudtico de Morris (con plataforma no visible), Guan y col. (2004)
demostraron que 6 horas de completa privaciéon de suefio, previamente al entrenamiento, generé un
serio deterioro en la consolidacion de la memoria (evaluada a las 24 h) [346].

La privaciéon de suefio REM (REM viene de rapid eye movement,; fase de suefio de movimiento
rdpido de ojos) tuvo efecto perjudicial en la consolidacién de tareas dependientes de hipocampo,
como aprendizaje de evitamiento (de uno o dos pasos: one-way and two-way avoidance learning),
aversion a un gusto (taste aversion), y tareas de evitacion pasiva de un choque (ver [344; 347]). Se
ha reportado que lapsos de 5 h de privacion de suefio REM en ratas, previos al entrenamiento en el
aprendizaje de evitacion de dos vias deteriord significativamente la consolidacion de esta tarea,
produciendo déficits que no pudieron superarse con prictica adicional durante el entrenamiento
[348].

Ruskin y col. (2004) demostraron, en la versién contextual del condicionamiento del miedo
(dependiente de hipocampo), que la privacidén previa al entrenamiento, principalmente de suefio
REM, desmejord notablemente la codificacion de memoria contextual evaluada 24 h después [424].
La privacién de suefio afect6 negativamente la codificacién de memorias declarativas en humanos,
desencadenando un bajo nivel de retencion evidenciado dos dias mas tarde. Este efecto negativo de
la privacién de suefio sobre la codificacién tuvo mayor impacto sobre estimulos con connotacién
positiva. En menor medida afect6 la codificacién de estimulos emocionalmente neutros. Mientras
que la codificacién de los estimulos con connotacién negativa fue la menos afectada por la

privacién de suefio [340].
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Efecto del OF sobre el desempeiio en la prueba de SD-IA en animales en CD entrenados con

choque suave (0,5 mA) durante su periodo de sueiio (mantenidos en ciclo luz/ oscuridad

derecho).

Habiendo comprobado que el campo abierto ejercié un efecto facilitador sobre el desempefio en
SD-IA en grupos de machos entrenados con una intensidad de choque fuerte (figura 3.8), se estudi6
este fendmeno en animales criados con ciclo luz/oscuridad derecho, teniendo en cuenta que casi
todos los trabajos publicados han sido realizados con roedores originalmente de ‘“habitos
nocturnos”’, mantenidos en ciclo derecho y entrenados durante su periodo de “suefio subjetivo”.

Recordemos que nuestros resultados muestran que la exposicion a una sesién de campo abierto (1 h
30 min antes del entrenamiento en SD-IA), mejoré significativamente el desempefio en SD-IA de
ratas macho entrenadas durante su periodo de suefio con una intensidad de choque suave de 0,5 mA
(fig. 3.9). En cambio, para los animales criados en ciclo invertido y entrenados en condiciones
similares, pero durante la fase en que suelen estar despiertos, o sea durante el tiempo de mayor
actividad, no hubo diferencias significativas entre las ratas machos expuestas a una, dos o ninguna
sesion en el OF, aunque en algunos caso las medianas tendieron a ser mds altas luego de exposicién

al OF (Fig. 3.7 B).

Debe tenerse en cuenta que los animales CD entrenados en su fase de suefio, demoraron mds
tiempo en descender de la plataforma durante el entrenamiento en SD-IA, es decir que tuvieron
latencias de entrenamiento mas prolongadas, con respecto a los grupos CI entrenados durante su
fase de mayor actividad). En cuanto a la comparacion de los test, en los grupos de animales
expuestos a 1 sesion de OF se comprobé un mejor desempeiio de aquellos en CD. Y también las
diferencias de latencias de los grupos que fueron expuestos a dos sesiones de OF fueron
significativamente mayores para aquellos animales mantenidos en CD, respecto de los mantenidos
en CI (fig 3.9 C). Entonces la exposicion previa al campo abierto, tanto a una como a dos sesiones,
tuvo un efecto facilitatorio significativo en el desempefio en SD-IA, en machos entrenados durante
su periodo de suefio, con una estimulacién umbral.

Por lo tanto, podemos concluir que los animales en CD parecieron mas sensibles al efecto del OF
que los animales en CI, expresando una memoria de largo plazo mas robusta de la SD-IA aun con
un entrenamiento débil. Sin embargo, el hecho de que la motricidad aparezca algo disminuida en
las ratas CD, debe ser tenida en cuenta: tanto en el OF, donde el numero de cruzamientos fue
menor en la primera o en una tnica sesién, como en el entrenamiento en la SD-IA, en que los
animales tuvieron latencias significativamente mayores para descender de la plataforma. Una
mayor latencia en el entrenamiento permitirfa una ventana mds amplia para el establecimiento de
las necesarias asociaciones y para el condicionamiento.

También debe tenerse en cuenta el factor atencidn, ya que las ratas CD no expuestas al OF,

parecieron explorar menos sobre la plataforma, a veces hasta dormirse por segundos sobre la
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misma, mientras que las ratas que habian sido expuestas antes al OF, podrian haber estado mads
atentas y despiertas al ser manipuladas nuevamente al cabo de 90 minutos y ser colocadas en un
ambiente diferente. No podemos descartar los posibles efectos de alerta o recordatorios que podria
ejercer la segunda manipulacién y exposicion a un nuevo ambiente, pudiendo resultar en un mayor
grado de atencién durante el entrenamiento. También hay que tener en consideracion las
condiciones de iluminacién en que se realizaron los experimentos. Con los animales criados en CI,
los ensayos de comportamiento se realizaron en condiciones de oscuridad para la rata (con luz roja)
para no interferir sobre el ciclo de luz/oscuridad de los animales. En cambio, los ensayos de
comportamiento de los grupos criados en CD se realizaron con luz blanca (ya que se realizaron
durante el periodo de luz del ciclo para estos animales). En las ratas la luz tiene un efecto de
disminucién locomotora [278; 279; 362; 363], y las condiciones de iluminacion de los ensayos de
comportamiento fueron distintas para los animales criados en CD respecto a los criados en CI. Esta

diferencia en iluminacién podria explicar en parte las diferencias de actividad locomotora.

Si bien lo consideramos poco probable no se puede descartar que estas diferencias en el desempefio
en el desempefio de los animales mantenidos en CD respecto a los mantenidos en CI, podrian
deberse a diferencias sensoriales, motrices o motivacionales, y no a diferencias en la memoria per

se [321].

Efecto del OF sobre el desempeiio en SD-IA en animales en CD entrenados con choque fuerte

(de 0,75 mA) durante su periodo de sueno (en ratas mantenidas en ciclo luz/ oscuridad derecho).

Las ratas criadas en CD evidenciaron una mejora significativa en el desempefio en la tarea de SD-
IA, con entrenamiento fuerte, por la doble exposicién al OF (fig 3.10 B).

Cuando se compar6 el desempefio en SD-IA con entrenamiento suave, de la ratas en CI versus
aquellas en CD, luego de exposiciéon a dos sesiones en el OF, se comprobd que las ratas CD
parecieron formar una memoria mds robusta que las CI y que las CD no expuestas al OF (fig 3.9
C). Cuando el entrenamiento fue fuerte, la expresion de la LTM de SD-IA, para las ratas criadas en
CD o en CI (fig 3.10 C) luego de la doble exposicién al OF fue mas robusta y similar entre ambos
grupos. Las posibles diferencias sensoriales, motrices o motivacionales de los animales en CD
respecto a los animales en CI, podrian ser la causa por la cual los animales en CD requieran de un
estimulo més suave para evidenciar el efecto del OF. Es decir, estimulos mds suaves resultarian
mas salientes para los animales durante su fase de suefio, que durante el periodo de mayor

actividad.

Una diferencia muy sobresaliente de los animales CD con respecto a los CI, fue la menor actividad
locomotora de los primeros, que se manifesté en el campo abierto como una menor cantidad de
numero de cruces totales (tabla 3.4), y en la SD-IA se manifesté en los valores mas elevados de las

medianas de latencias durante el entrenamiento. Si bien los animales que se encontraban en su fase
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de suefio evidenciaron una menor actividad locomotora, tuvieron un mayor numero total de
elevaciones sobre los miembros posteriores que los animales mantenidos en CI, indicando un
cambio en el perfil comportamental de exploracién. Nuestros resultados indican que los animales
en CD (que fueron evaluados en SD-IA en su momento de menor actividad locomotora) tuvieron
un mejor desempefio en esta tarea con respecto a los animales en CI (entrenados durante la fase de
mayor actividad locomotora), se requeriria hacer otros ensayos para establecer una relacién directa
entre la locomocién y el mejor desempefio en SD-IA. Los ritmos circadianos de actividad
locomotora a lo largo del dia no parecen buenos predictores del momento dptimo para obtener un
mejor desempefio en una tarea de memoria. Los ritmos circadianos de formacion de memoria en
especies nocturnas, diurnas y crepusculares no correlacionan visiblemente con su ritmo de
actividad locomotora. Por ejemplo, el mejor desempefio en tareas que evalian memoria ocurre
durante la fase activa en especies diurnas como zebrafish [425] (D. rerio) y de la babosa de mar
[322; 426], (A. californica), pero en la fase inactiva del ratéon doméstico de hédbito nocturno
[321](M. musculus) y de la mosca de la fruta de habitos crepusculares [427](D. melanogaster) Ello
sugiere que los niveles de actividad no estan directamente vinculados con los cambios a lo largo del
dia en la capacidad de formacién de memoria, dado que hay una clara disociacién entre el ritmo
actividad/descanso y el desempefio cognitivo en distintos modelos cronobiolégicos. Entonces, esto
nos indica que otros factores por fuera del estado comportamental pueden estar involucrados,
apoyando la teorfa de que el ciclado, en el transcurso del dia, de eventos moleculares y celulares
especificos son los que determinan el aumento de la capacidad de memoria en determinados
momentos en el dia. Entre los procesos que se encontrarian involucrados se encuentran la
transcripcién y traducciéon de genes, fendmenos epigenéticos, liberacion de neurotransmisores,
excitabilidad sinaptica, actividad neuronal y secrecion hormonal. A su vez, cada uno de los
procesos previamente mencionados, puede tener efectos diferentes en cada una de las fases de

formacién de memoria (adquisicién, consolidacion y evocacién) [428].

En lineas generales, los animales en CD, evaluados en SD-IA en su momento de menor actividad,
evidenciaron un mejor desempefio en esta tarea con respecto a los animales en CI, entrenados
durante la fase de mayor actividad. Como ya se mencioné para los animales de habitos nocturnos,
el dia es un momento més temible, lo que puede dar lugar a un mayor estado de atencién, entre
otras diferencias, lo que pudo dar lugar a una mejora en el desempeiio [321]. En las condiciones en
que se llevaron a cabo los ensayos comportamentales, la privacion de suefio, previa al
entrenamiento en SD-IA, no tuvo incidencia deletérea sobre la consolidacion de la memoria de esta

tarea.
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Evitacion inhibitoria por pasaje de compartimiento en un paso (step through).

Efecto de la intensidad del estimulo sobre la memoria de la prueba de ST-IA.

ST-IA: Desempeiio segiin intensidad de choque y género

Desde hace mas de 40 afios, se sabe que la retencion de la evitacion pasiva en la rata, depende de la
intensidad de choque, la duracién del choque y del intervalo de aprendizaje-test de retencién [429].
Como ya hemos visto, segtin algunos autores, la reactividad al choque eléctrico estd vinculada con
el género [392; 393; 394; 395], con el peso corporal y con la edad [395]. Estas diferencias en la
reactividad al choque, que se utiliza como estimulo aversivo en distintas tareas de aprendizaje,

podria llegar a afectar la retencién de la memoria en la respuesta de evitacion pasiva.

Ha sido reportado que cuando se realizé el test de retencion 1 min después del entrenamiento en
ST-IA con choque de 0,5 mA, los machos y las hembras (de la misma edad) tuvieron latencias
maximas. En cambio, cuando el test de retencion se realizd a los 30 min o 180 min las hembras
tuvieron latencias menores respecto a los machos [303]. Varios trabajos reportaron que las ratas
hembra evidenciaron un desempefio en evitacion pasiva mas pobre, cuando la retencién no se midia
inmediatamente luego del entrenamiento. [392; 430; 431; 432]. Y este dimorfismo pareci
independiente de factores como el peso corporal, edad, y de la reactividad al choque eléctrico
dependiente de la edad/ peso corporal [395].

En la tarea de ST-IA el entrenamiento de los machos con intensidad de choque de 0,4; 0,5, 0,6 o
0,75 mA dio lugar a la formacién de un a LTM (fig 3.11 A). Hubo coherencia entre la intensidad
del estimulo durante el entrenamiento en ST-IA y el incremento en las medianas de las latencias de
permanencia en el compartimiento iluminado de los animales con manipulacién sistemdtica
(coeficiente de correlacion de Spearman = 1). Luego, en base a esos resultados se entrenaron
hembras con 0,4 0 0,5 mA. Las hembras también evidenciaron formacién de una LTM para las dos
intensidades de choque con las que fueron entrenadas (fig 3.11 B).

Los valores de las medianas de las latencias del test para las hembras, fueron mds altos que
aquellos obtenidos para los machos, pero cuando se aplicé la comparacion de las diferencias de
latencias (test-entrenamiento) para igual intensidad de choque no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos.

Es decir que el entrenamiento con choque de 0,4 mA dio lugar a la formacién de un a LTM
equivalente tanto en ratas macho como en ratas hembra. Por lo tanto el umbral de intensidad de
choque para evidenciar aprendizaje en esta tarea se encuentra por debajo de los 0,4 mA, siendo
menor que el umbral evidenciado para la SD-IA (de 0,4 mA para las hembras y de 0,5 mA para los
machos). En el grafico de scatter correspondiente al desempefio en ST-IA (fig. 3.11 A y B) se
puede observar que algunos animales (machos y hembras) que expresaron valores de latencias
mdaximos de 120 segundos durante el test cuando fueron entrenados con intensidad de choque

mayor o igual a 0,5 mA. En la SD-IA esto ocurre a partir de los 0,6 mA (fig 3.1 y 3.2). Es decir que
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se requieren intensidades de choque menores en ST-IA para evidenciar un perfil de aprendizaje
similar al que se obtiene en SD-IA.

Se comparé el desempeiio de ratones macho cuando se los entrenaba en una version estdndar de la
SD-IA respecto de una version “contextual” modificada en la que el ratén quedaba retenido en la
plataforma durante el entrenamiento debido a la presencia de una puerta transparente. Esto le
permitia al animal observar el contexto durante el tiempo en que se encontraba retenido. Las
latencias obtenidas durante el test de SD-IA fueron significativamente mds bajas para los ratones
entrenados en la version estandar, que aquellas obtenidas para los ratones entrenados en la version
del SD-IA contextual. Esto indicé que una exposicion mas prolongada al contexto mejord el
desempefio de memoria, es decir que en la versiébn contextual habrian formado un
condicionamiento mas fuerte al contexto [433].

El aprendizaje contextual requiere de la integracion de muchos aspectos de diferentes modalidades
en una unica representacion configuracional del contexto, que depende del procesamiento en el
hipocampo. Fanselow [364] demostré que se requiere de tiempo para formar una representacién
coherente del contexto. En ambas versiones de la tarea de SD-IA, el tiempo que se pasa en el
contexto result suficiente para la formacién de una respuesta condicionada. Sin embargo, la
comparaciéon de ambas versiones muestra que los animales entrenados en la version contextual
tienen mayores latencias de test respecto de animales entrenados en la version estandar.

Algo similar fue reportado por Frankland y col. [434] que demostraron que el tiempo que se pasa
en el contexto influye el condicionamiento contextual; y que hay una mejor evocaciéon de la
memoria cuando el animal pasa mds tiempo expuesto al contexto durante la adquisicién. Estos
resultados apoyan la idea de que al pasar mds tiempo en el contexto se puede clasificar mayor
cantidad de estimulos del ambiente y codificar una mejor representacion del contexto [364].
Ennaceur y col. [435] demostraron que la exposicion de ratas y otros modelos animales a ambientes
abiertos produce ansiedad inducida por el miedo, mientras que la exposicién a lugares cerrados
produce un comportamiento de evitacién inducido por el miedo [435].

Si se considera que la plataforma de SD-IA se asemeja a un espacio abierto, los animales que son
expuestos a la plataforma podrian estar desarrollando mayores niveles de ansiedad. En cambio, la
caja en donde se entrenan a los animales en la ST-TIA se asemeja a un ambiente cerrado, entonces
los animales podrian estar desarrollando un comportamiento de evitacién, de acuerdo con lo

observado por Ennaceur [436].

Efecto de la manipulacion de los animales sobre el desempeiio en la prueba de ST-IA.

Tanto los machos como las hembras entrenados con una intensidad de choque de 0,5 mA
alcanzaron el criterio de aprendizaje, ya sea que hubieran recibido o no manipulacién sistemadtica.
Cuando se compararon las diferencias de latencias (test-entrenamiento) de machos y de hembras

(ambos sin manipulacién), no fueron estadisticamente distintas. No se encontraron diferencias
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significativas entre las diferencias de los grupos de machos con manipulacién periédica contra
aquellos sin manipulacién periddica (fig 3.12 C). En cambio, se encontraron diferencias
significativas en la comparaciéon de las diferencias de los grupos de hembras con y sin
manipulacién previa cuando fueron entrenadas con 0,5 mA (fig 3.12 A y B). En este caso los
animales que recibieron manipulacién periddica desde el destete mostraron un mejor desempefio en
esta tarea.

La manipulacién sistemdtica desde el destete mejoré el desempeno en ST-IA de ratas hembra
entrenadas con choque de 0,5 mA. Siguiendo la misma linea de razonamiento que para SD-IA, 0,5
mA constituiria un estimulo supraumbral para esta tarea, ya que el umbral estaria cerca de los 0,3
mA (especialmente en las hembras que son un poco mdas pequefias que los machos de igual
camada); es posible entonces, que este constituya un estimulo relevante comportamentalmente; y
de modo similar a lo que ocurri6é en SD-IA con estimulo supraumbral, la manipulacién sistemadtica

previa facilite la memoria de la ST-IA.

Efecto de dos sesiones de campo abierto sobre el desempeiio en ST-IA en animales entrenados

con choque suave (0,5 mA).

En ratones no se observé efecto de interferencia sobre la STM de una tarea de ST-IA, cuando se
realizaron dos sesiones de campo abierto (de 5 y 3 minutos cada una), inmediatamente antes o bien
inmediatamente después del entrenamiento en ST-IA (con choque de 0,7 mA). En cambio, se
observo una interferencia reciproca de la tarea de reconocimiento de localizacion de objetos sobre
la expresion de la STM, cuando se realizo inmediatamente después del entrenamiento en ST-IA
[437]. Es decir que durante la consolidacion, especialmente la temprana, cuando la memoria seria
labil o muy susceptible de ser “borrada o alterada”, se evdenci6 interferencia. En el mismo trabajo,
dos sesiones de campo abierto realizadas inmediatamente antes del entrenamiento en ST-IA, no
tuvieron efecto significativo, aunque parecié haber una tendencia a mejorar el desempefio durante
el test, relizado a los 30 min del entrenamiento.

Nuestros resultados evidencian que las ratas expuestas previamente a las dos sesiones en el OF, asi
como aquellas que no lo fueron (No-OF), alcanzaron el criterio de aprendizaje de la tarea,
expresando una LTM de la ST-TA (fig 3.13). A su vez, las diferencias de latencias (test-
entrenamiento) de los grupos que fueron expuestos a 2 OF respecto de aquellos que no tuvieron
esta exposicion, tanto para el caso de los machos como de las hembras, no fueron estadisticamente
diferentes, tanto para el caso de los machos como de las hembras. Es decir que la exposicion a dos
sesiones en el OF, previamente al entrenamiento con 0,5 mA en ST-IA, no produjo cambios
significativos en la retencién y formacién de una LTM de esta tarea, en forma similar a lo

evidenciado para la SD-IA (fig 3.6 y 3.7 A).

En sintesis, en ambas tareas de evitacidn las ratas evidenciaron mejor desempefio y una LTM mads

robusta cuanto mas fuerte fue el estimulo. Machos y hembras entrenados con igual intensidad de
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choque tuvieron un desempefio similar. La previa exposicion al OF —con habituacién- con
intensidad de choque de 0,5 mA, no dio lugar a una modificacidn significativa en el desempefio en
evitacion.

Los diferentes resultados entre ambas tareas parecen indicar que los estimulos, ain de igual
intensidad, podrian tener un valor comportamental diferente en cada tarea. Asi como el umbral para
el aprendizaje es aparentemente menor en ST que en SD, también es menor el estimulo que pone en
evidencia una facilitacion en ST por manipulacién sistematica.

La manipulaciéon sistemdtica tuvo un efecto facilitador sobre la memoria de SD-IA con

entrenamiento fuerte (1 mA), y de ST-IA atn con entrenamiento moderado (0,5 mA).

Manipulacién vs. OF

La simple manipulacién por el experimentador produjo un aumento en los niveles de ACh del
hipocampo de la rata, y disminyd la actividad comportamental [15]. La manipulacién por el
experimentador, del mismo modo que la estimulacién sensorial de la ratas (estimulacion tactil,
olfativa y de gravitacion), el alerta o el estrés pueden excitar neuronas septohipocampicas [213] y
producir liberacién de ACh [438; 439; 440; 441]. Sin embargo, este aumento de la liberacién de
ACh y la activacién comportamental (aumento del nimero de elevaciones y mayor actividad
locomotora) fueron significavamente mds pronunciados cuando las ratas exploraron un campo
abierto. Los autores interpretaron que la estimulacion sensorial, el alerta y el estrés inducido por la
manipulacion del experimentador, no son suficientes para gatillar los mismos efectos producidos
por la exploracion de un campo abierto [15]. Nuestros resultados mostraron que, aunque en
condiciones diferentes, tanto la manipulacién sistemdtica como la exposicién previa al campo

abierto ejercieron una modulacién positiva sobre el desempefio en la [A.
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FARMACOLOGIA DE LA MEMORIA

PARTE 11

PARTICIPACION DE LA TRANSMISION MUSCARINICA EN LA MEMORIA DE
EVITACION INHIBITORIA.

Efectos del antagonista muscarinico escopolamina.

Ha sido reportado que en el hipocampo de ratas macho aumenta la liberacién de acetilcolina
durante el desempefio en distintas tareas con componentes espaciales. Este aumento en la liberacion
de acetilcolina correlaciona positivamente con un mejor desempefio con la novedad, actividad
exploratoria y la habituacion (campo abierto,[15]), con una tarea que involucra memoria espacial
(laberinto radial, [365]), o bien con fendmenos cognitivos y atencionales que subyacen a procesos
de motivacién (laberinto radial con recompensa [366]). Thiel y col (1998) han reportado en ratas
Wistar macho que la exploracién a un OF incrementa la liberacién de acetilcolina en el hipocampo,
no sélo cuando el OF le resulta novedoso, sino que también durante la habituacion a este ambiente

[15].

La SD-IA es un tipo de aprendizaje asociativo que se adquiere en una sola sesion de entrenamiento
por medio de la activacidn de varias estructuras cerebrales tales como la amigdala, el hipocampo y
distintas estructuras corticales; estas se activan en respuesta a diversos estimulos sensoriales, entre
los que se encuentran percepciones visuales y espaciales, dolor y miedo [23; 29]. El aprendizaje o
adquisicién de la evitacion inhibitoria depende de la activacién del sistema colinérgico. La
administracién de antagonistas muscarinicos antes o después del entrenamiento en evitacidn
inhibitoria, causé un deterioro en el desempefio en esta tarea en ratas [2; 16; 368], mientras que la
administracion de agonistas dié lugar a un mejor desempefio en la evitacion inhibitoria, evaluada
por la expresion de la LTM en ratas [16; 369] y en ratones [199].

La exploracién y la habituacién a un campo abierto estdn intimamente relacionadas con el
hipocampo y su aferencia colinérgica [16]. Estas tareas involucran varios procesos de
comportamiento: respuesta a la novedad incluyendo alerta, emocion y factores relacionados con el
estrés, pero también procesos cognitivos, porque la disminucién de la respuesta comportamental
por la familiarizaciéon con un ambiente, requiere de aprendizaje, consolidacion, reconocimiento y
evocacion [442; 443]. Lesiones del hipocampo o bloqueo de la aferencia colinérgica —por €j., de los
receptores muscarinicos- afectan dramdticamente el comportamiento exploratorio y la habituacién
[23; 367; 444]. También la liberacion de ACh en hipocampo y corteza influye sobre la atencion, el
aprendizaje y la memoria de diversas tareas y se considera critica para la plasticidad sindptica
(LTP) en el hipocampo [192; 207].

Como ya hemos visto en capitulos anteriores, la exposiciéon a dos sesiones en un campo abierto
antes de un entrenamiento fuerte en SD-IA, ejerci6 un efecto facilitador significativo en la memoria

de largo plazo, como se evidencid durante la evocacién 24 horas mds tarde. Sin embargo, ese
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efecto no se manifestd con un entrenamiento suave, al menos en las ratas criadas en ciclo
luz/oscuridad invertido (CI), aunque si pudo observarse en las ratas criadas en CD (ver capitulo III,
seccion 3, pagina 92) (ver Cap. VI, discusion naive, pag 193).

En la primera serie de experimentos farmacoldgicos nuestro objetivo general fue profundizar en la
evaluacién del efecto de la transmision colinérgica muscarinica sobre la memoria de la evitacion
inhibitoria. Para comprender mejor la naturaleza de la amnesia causada por bloqueo de los
receptores muscarinicos e intentar arrojar luz sobre la participacion del sistema colinérgico en esta
tarea, particularmente en la interaccién con la exposicién previa al OF, comenzamos tratando a las
ratas con escopolamina intraperitoneal luego de exposicién al OF y antes del entrenamiento suave
en SD-IA.

Cabe aclarar aqui que los ensayos se realizaron con machos o hembras, por separado, para su
comparaciéon. Cuando no encontramos diferencias significativas entre ambos sexos en el
desempefio en SD-IA y en el OF, utilizamos solamente machos o hembras segtin se especifica. Los
animales pertenecian casi siempre a las mismas camadas, por lo que utilizamos siempre primero los
machos, ya que eran mas grandes. Pero ain una o dos semanas después, cuando se entrenaban las
hembras, estas seguian siendo algo méas pequeiias que los machos (peso corporal de machos 289,14
+ 7,51 gr; hembras: 265,08 + 9,03 gr). Ya habia sido reportado que el peso promedio de las ratas
Wistar hembra adultas, de 6 meses de edad, es aproximadamente un 40% menor que el de los

machos de la misma edad [445; 446].

Efecto del campo abierto sobre la consolidacion de la memoria de SD-IA.

Efecto sobre la amnesia por escopolamina administrada pre-entrenamiento via i.p.

Recordemos que las ratas hembra inyectadas i.p. con vehiculo antes del entrenamiento en SD-IA,
con y sin exposicién previa al campo abierto, se comportaron de manera similar en el test,
expresando una LTM equivalente. Es relevante tener en cuenta que en la segunda sesién de OF se
observé disminucion significativa del nimero de elevaciones sobre los miembros posteriores (tabla
4.1), lo que denota habituacién por reconocimiento de la arena. En otras palabras, los animales
reconocieron el OF donde habian sido colocados el dia anterior, formaron una memoria de larga
duracién del OF y también de la SD-IA. El grupo inyectado con escopolamina i.p. antes del
entrenamiento, que no fue expuesto al OF, fue amnésico para la SD-IA, no evidenciando LTM,
mientras que el grupo inyectado con escopolamina, de ratas que si fueran expuestas antes a una o
dos sesiones en el OF, evidenciaron la formacién de LTM. (fig 4.1).

Se ha reportado que la administracion sistémica de escopolamina tuvo diversos efectos.
Escopolamina tuvo efecto ansiogénico que se evidencid en el comportamiento de ratas en la caja
“blanca y negra” [447; 448], ademds de afectar negativamente la discriminacién de estimulos [449;
450], la atencidén [451; 452] y de modificar el comportamiento locomotor, ya sea por aumento o
disminucién en la actividad, o por no presentar cambio. Este efecto pareciera depender de diversos

factores experimentales (como la cepa, tarea, tipo de refuerzo, dosis de la droga, etc). Se ha
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reportado en ratas Wistar un aumento de la actividad locomotora con 1 mg/kg IP de escopolamina,
y una disminucién de esta actividad con 2 mg/kg [453]. Sin embargo, en el campo abierto, la
administracién 3 mg/kg de escopolamina i.p., incrementd la actividad locomotora de ratas Wistar
[454]. En particular, en un ambiente familiar, escopolamina aument6 la actividad general de las
hembras, mientras que la de los machos no se modific6. En cambio, en un ambiente novedoso,
disminuyo la actividad general de los machos, mientras que la de las hembras no se vio afectada
[447]. Los posibles efectos sobre la actividad locomotora deben ser considerados al momento de
evaluar el efecto de la escopolamina sobre fendmenos cognitivos, en particular en aquellas pruebas
en las que la actividad locomotora estd muy emparentada con la variable dependiente principal
[455]. Pero en nuestros ensayos claramente hubo un control interno del efecto de la droga, ya que
tanto las ratas con previa exposicion al OF como las sin exposicion, recibieron igual dosis del
antagonista, por la misma via. A su vez, durante el entrenamiento, los grupos inyectados con
solucidn salina y los inyectados con escopolamina tuvieron un comportamiento similar, ya que las
medianas de latencias de esta sesion no fueron estadisticamente diferentes. La dosis utilizada fue la
minima dosis reportada como amnésica en la literatura y comprobada como amnésica en SD-IA
con entrenamiento débil en el mismo laboratorio, ya que dosis mayores podrian comprometer la
actividad locomotora [374; 375; 455].

En sintesis, tanto los animales del grupo control, como los animales del grupo tratado con
escopolamina, que fueron expuestos previamente, a una o dos veces al campo abierto, aprendieron
la tarea y formaron LTM, mientras que los inyectados con la misma dosis de escopolamina, que no
pasaron por el campo abierto, sufrieron amnesia. Podemos concluir que la previa exposcién con
habituacién al campo abierto, previno o impidié que se manifestara la amnesia instigada por
escopolamina (fig 4.1).

Entonces nuestros resultados corroboran el efecto amnésico aparente de la escopolamina cuando es
administrada i.p. antes de entrenamiento suave en la tarea de SD-IA. Y demuestran que dicha
amnesia pudo revertirse cuando los animales fueron expuestos previamente al campo abierto, ya
que mostraron una LTM robusta a las 24 h del entrenamiento.

Hemos observado que cuando se entrena a las ratas con intensidades de choque més elevadas (0,75
mA), y se las ha expuesto previamente a dos sesiones de OF, el nivel de retencién evidenciado por
los animales es muy elevado, cercano al tope utilizado para SD-IA.En estas condiciones la
inyeccién intrahipocampo de escopolamina o de MK-801 (en dosis que deterioran el aprendizaje
con un entrenamiento suave) no tuvo un efecto observable sobre el desempefio en esta tarea. El
entrenamiento con choque fuerte y la exposicion al OF, protegerian del efecto amnésico de ambas
drogas. También se ha reportado en ratas un fendmeno similar cuando se inyecta cicloheximida 30
min antes o inmediatamente después del entrenamiento en ST-IA: se observa un efecto protector de
la amnesia instigada por cicloheximida, cuando se entrena con intensidades de choque muy

elevadas (consideradas sobre-refuerzo) [456].
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En este caso, la escopolamina pudo haber afectado la adquisicién y/o la consolidacién ya que fue
administrada antes del entrenamiento en SD-IA, por lo que la exposiciéon al OF que permiti6
superar la amnesia, podria haber ejercido su efecto desde antes y/o durante la adquisicion y/o
durante la consolidacion de la memoria de la SD-TA. En roedores, se ha reportado que se requieren
bajas dosis de escopolamina intraperitoneal para deteriorar la retencién evaluada a las 24 h de la
tarea de evitacion inhibitoria (ST-IA) cuando se la administra antes de la sesién de aprendizaje
[219; 384]. Se reporté que el entrenamiento en ST-IA con choque de intensidad muy elevada
(considerado un sobre-refuerzo) protegié del efecto de la amnesia instigada por la inyeccion
sistémica de escopolamina 5 min antes [377; 387] o 5 min después [376; 388; 389] del
entrenamiento con intensidades de choque mas moderadas.

También se ha reportado que se necesitan mayores dosis para lograr un deterioro cuando se la
administra después del entrenamiento [379]; sugiriendo un mayor efecto de esta droga sobre la
adquisicion y una menor influencia sobre la consolidacién [380]. Sin embargo, queremos sefialar al
respecto que la amnesia causada por escopolamina i.p. antes del entenamiento en SD-IA, también
fue revertida por administraciéon de AJ23 (antagonista de receptores de adenosina Al) durante la
consolidacion, lo que sugiere fuertemente que el efecto del antagonista muscarinico se habria
ejercido y contrarrestado durante la consolidacién [457].

Teniendo en cuenta que la escopolamina fue administrada i.p., es dificil saber qué estructuras
podrian estar involucradas, especialmente en la superacién del efecto amnésico; ya que bien
podrian intervenir distintas estructuras reclutadas por el OF, contribuyendo luego a superar la

amnesia en SD-TA.

Efecto _del campo abierto sobre la amnesia producida por escopolamina intrahipocampo

durante la consolidacion de la memoria de la SD-IA.

El tratamiento post-entrenamiento provee un método de diferenciacién en cuanto al efecto de la
droga sobre los factores mnésicos que pudieran tener influencia en la memoria de la tarea. Varias
drogas y hormonas afectan la memoria en forma tiempo-dependiente, perdiendo efectividad a
medida que el intervalo entre el entrenamiento y la administracion de las mismas aumenta. Esta
dependencia de tiempo sugirié que los efectos producidos en la retencién inmediatamente después
del entrenamiento, no se deben a efectos de la droga sobre la motivacién, la atencién, o sobre
procesos motores o sensoriales que podrian alterar el propio entrenamiento y la adquisicién en si
(ver [65; 66; 67]). Con esta estrategia, los efectos serian directamente atribuibles a modificaciones
en los mecanismos que llevan a la consolidacién de las diferentes memorias, ya que la
administracién post-entrenamiento no afecta la adquisicion.

La ACh liberada en los terminales septo-hipocampicos juega un importante rol sobre los procesos
cognitivos a nivel hipocampal. El principal efecto de la transmisién colinérgica mediada por

receptores muscarinicos sobre la formacién de una memoria pareciera ser de cardcter modulatorio
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[458]. Dado que la ACh contribuye a la generacién del ritmo theta en el hipocampo, ha sido
propuesto que aquellas alteraciones del aprendizaje causadas por antagonismo a nivel de receptores
colinérgicos muscarinicos, podrian involucrar disrupciones en dicho ritmo.

Los efectos del bloqueo de los receptores muscarinicos con escopolamina (2ug) [16] y de los
receptores NMDA con APS5 (5ug) en el hipocampo sobre la consolidacién de SD-TA [16; 114;
459], asi como sobre la habituacién a un ambiente novedoso [16], han sido previamente estudiados
en ratas Wistar. Tanto escopolamina como APS5 evidenciaron un efecto amnésico sobre el
desempefio de ambas tareas. El efecto amnésico de AP5 también se evidencié cuando se lo inyect6
en amigdala o en las cortezas entorrinal, parietal y cingulada [16; 114; 123]. Por otra parte, la
inyeccion en el hipocampo inmediatamente luego del entrenamiento de los agonistas glutamato u
oxotremorina dio lugar a una facilitacién para ambas tareas [16; 114].

Por esos y otros numerosos y conspicuos antecedentes (ver [23]), es claro que la consolidacién
temprana de SD-IA requiere del normal funcionamiento del hipocampo, en particular de los
receptores muscarinicos y glutamatérgicos, asi como de otros neurorreceptores.

Entonces, para comenzar a dilucidar si la transmision muscarinica en esta estructura esta
involucrada en el efecto de exposicion al OF y si el mismo se ejerceria sobre el proceso de
adquisicion o sobre la consolidacién, se hicieron ensayos administrando escopolamina
intrahipocampo durante la consolidacién temprana de la memoria de SD-IA, en ratas previamente
expuestas al campo abierto.

¢ Qué ocurre cuando se afecta la consolidacion?

Nuestros resultados corroboraron el ya reportado efecto de amnesia retrograda provocado por la
escopolamina cuando es administrada intrahipocampo inmediatamente luego de entrenamiento
suave en la tarea de SD-IA, es decir durante la consolidacién temprana. Pero notablemente
demuestran que dicho efecto amnésico fue superado por exposicion previa a dos sesiones en el OF,
de 3 minutos cada una (fig. 4.2; 4.3 y 4.6)

Es suficiente una exposicion breve al OF?

Cuando se expusieron las ratas a una tnica sesion de OF, antes de entrenamiento en SD-IA y luego
se inyectaron con escopolamina intrahipocampo, las latencias del test fueron significativamente
mayores que las del entrenamiento, mostrando que esos animales fueron capaces de formar una
LTM de la tarea. Ademas, la comparacién entre el grupo de animales tratados con escopolamina
expuestos a 1 OF y los no expuestos, mostré que las diferencias de latencias de ambos fueron
estadisticamente distintas, lo que indica que la exposicidn a una tnica sesion de OF realizada una
hora y media antes del entrenamiento en SD-IA, estaria contribuyendo a superar la amnesia
instigada por la escopolamina (fig 4.3). Estos resultados muestran que la amnesia retrograda por
escopolamina inyectada intrahipocampo luego del entrenamiento en SD-IA —durante la
consolidacion-, pudo prevenirse o superarse por la exposicion a una o dos sesiones en el OF de 3
minutos cada una, 24 h y 1 h 30 min antes del entrenamiento en SD-IA, promoviendo la formacién

de una traza que, de otro modo, se podria suponer que hubiera estado ausente.
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Teniendo en cuenta que tanto la amnesia por administracién de escopolamina i.p. antes del
entrenamiento en SD-IA, como por su infusién intrahipocampo después del entrenamiento, fue
superada por la previa experiencia de exploracién de un campo abierto, es probable que el efecto
del OF se haya producido facilitando procesos de consolidacién de la memoria en, o partir del
hipocampo; aunque también puede interpretarse que los cambios producidos por el OF en el
hipocampo y estructuras directamente relacionadas, podrian promover la formacién de una traza
mads robusta desde el propio proceso de adquisicion, «disminuyendo el umbral» para la induccién
de la plasticidad necesaria. Por otra parte, el hecho de que las ratas mostraran habituacién al OF en
la segunda exploracidn, nos permite sugerir que el aspecto relevante que pudo haber influido sobre
la memoria de SD-IA, en este caso no tuvo que ver, al menos exclusivamente, con lo novedoso de
la experiencia. Podria, en cambio, tener relacion con otros aspectos y funciones, como por ejemplo,
el establecimiento de otra LTM en la misma estructura o con el hecho de haberse modificado el
estado de atencién? Pero también podria haber sido diferente el estado de atencién durante la
adquisicioén?

La exploracién de un campo abierto y la habituacion dependen del hipocampo y de su aferencia
colinérgica [16] desde el sepfum medial. Como ya se menciond, se sabe que dicho comportamiento
exploratorio estd asociado a la actividad theta del hipocampo que depende de la aferencia
colinérgica [17]. Thiel y colaboradores (1998) han reportado que la exposicion de ratas a un nuevo
ambiente da lugar a un muy notable aumento (>250 %) de los niveles extracelulares de ACh del
hipocampo, que correlacionan positivamente con el comportamiento exploratorio en la primera
exposicién. Esta activacién colinérgica fue mucho mayor que en los controles, que habian sido
manipulados de la misma manera pero no expuestos al OF. Ademads, observaron que los niveles de
ACh de los controles no correlacionaron con el comportamiento exploratorio en el OF. Cuando los
animales fueron re-expuestos, el comportamiento exploratorio y la actividad locomotora disminuy6
indicando habituacién, pero no disminuyd la activacion colinérgica que se elevd atin més (> 280
%). Luego de 10 minutos, la activacién colinérgica continuaba aumentada. La magnitud del
aumento fue significativamente mayor durante y luego de la re-exposicion, persistiendo por mas
tiempo (40 min después). Por lo tanto, los niveles extracelulares de ACh se elevan en el hipocampo
no solamente en respuesta a la novedad, sino también durante la segunda exposicién al mismo
ambiente, cuando se evidencia habituacion comportamental [15] o durante “la evocacién de una
experiencia?”’. Nuestros resultados indican que el efecto de la superaciéon o prevencién de la
amnesia por escopolamina, asi como el efecto facilitatorio sobre el desempefio en SD-IA cuando se
entrena con choque fuerte, resultan significativos luego de dos exposiciones en el OF. El efecto de
la superacién o prevencion de la amnesia por escopolamina, podria deberse, al menos en parte, al

aumento de la liberacién de ACh mencionado previamente [15].
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Efecto de la exposicion al campo abierto antes del entrenamiento en SD-IA, sobre la amnesia

instigada por escopolamina intrahipocampo: evaluacion de STM v LTM

El hipocampo y las cortezas parietal y entorrinal son cruciales para la STM y la LTM William
James en 1890 y Jim McGaugh en 1966, expresaron: “if an experiment shows suppression of STM
(or WM) but did not affect LTM, both should be viewed as independent processes.”’[65; 460]. En
1993 Emptage y Carew encontraron que el bloqueo farmacolégico de receptores SHT impedia la
facilitacion a corto plazo (2/6 min) pero no la facilitacion de larga duracién (24 h) de la respuesta
monosindptica inducida por SHT en Aplysia [461]. Esta constituy6 la primera demostracién de una
separacién mecanistica entre formas de plasticidad de corta y de larga duracion. Pero la facilitacion
de una respuesta mono sindptica per se no es un buen ejemplo de memoria. Entonces, Izquierdo y
col. (1999) extendieron esto a las memorias de corta (STM) y de larga duracién (LTM) de SD-IA
en ratas [2]. Existirfan dos diferencias principales comportamentales entre STM y LTM: una es la
falta de extinciéon de STM [65; 371; 460; 462; 463]; lo que significa que las latencias de test no
cambian en sesiones de test repetidas en el mismo animal hasta 6 h luego del entrenamiento, es
decir, por el tiempo de duracién de la STM. En cambio, si los animales se testean después, por
ejemplo a las 9, 24, o 96 horas, si hay extincion, cuando ya se trata de una traza de larga duracién
[2]. El otro efecto comportamental diferencial que reportaron es que la STM no fue susceptible a la
interferencia debida a la exposicién a un ambiente novedoso 1 h luego del entrenamiento, como si
lo fue la LTM [2].

Entonces, la exposicion a un nuevo ambiente 1 o 2 h pero no 6 h postentrenamiento o 5 min antes,
dificulté/deteriord la expresion de LTM [21; 29; 169; 464; 465]. Y también inhibi6 la expresion de
LTP en CA1 [166; 466]. Esto fue atribuido al reajuste de mecanismos dependientes de receptores
NMDA y de CaMKII en CAl, en las fases tempranas de la consolidaciéon de SD-IA [171].
Entonces, aun cuando el retest de los animales podria alterar la LTM por extincién [465] o por
efecto recordatorio (reminder) [467; 468], los autores descartaron que ello ocurriera dentro de las
primeras horas al menos por tres razones: 1) no hubo diferencias significativas en el desempefio de
STM y LTM ; 2) todos los tratamientos ensayados afectaron la retenciéon de LTM del modo
esperable, hubiera habido o no test previo para STM; y 3) el testeo repetido durante las primeras 6
h luego del entrenamiento no dio lugar a extincién, mientras que con test repetidos entre las 9 y 96
h hubo extincién.

En sintesis, la mediciéon de la memoria de trabajo (WM) y/o de la STM no afect6 la LTM, ni
modificé la accién de gran nimero de tratamientos postentrenamiento sobre la LTM [171; 469].
(Se considera que la WM para la SD-IA ya fue superada luego de 4 minutos [5; 470]).

En CA1 y corteza entorrinal, antagonistas como APS5, CNQX, MCPG, escopolamina, muscimol y
el inhibidor de la protein quinasa A (PKA), KT5720, administrados luego del entrenamiento en
SD-IA, bloquearon tanto STM como LTM [2]. Por lo que se concluy6 que tanto STM como LTM
son dependientes de la integridad de receptores de glutamato AMPA, NMDA y metabotrépicos, y
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tambien de receptores muscarinicos, asi como de la modulacién por receptores B-adrenérgicos
adrenérgicos y GABAA en el hipocampo, inmediatamente luego del entrenamiento. Entonces ello
sugirié una importante relacién entre ambas formas de memoria a nivel de dichos receptores y de la
PKA en CAl, inmediatamente luego de entrenamiento. Sin embargo, como ya se menciond mas
arriba, varios experimentos han demostrado que hay tratamientos que afectan STP o STM sin
alterar LTP o LTM [2; 171; 371; 461] y, por lo tanto, STM y LTM, como asi también WM [5],
deben ser consideradas como sistemas de memoria separados, aunque ligados (ver [370]). STM y
LTM pertenecen a y son reguladas por subsistemas separados en el cerebro, a veces de la misma y
otras veces de diferentes estructuras.

Se ha reportado que la administracion periférica de escopolamina en ratas interfirié sobre la STM
de la tareas de reconocimiento de objetos y en la de alternancia espacial [471; 472; 473]. Por otra
parte, la inyeccién de ratas a nivel sistémico de escopolamina afecté la memoria de trabajo espacial
en un laberinto radial [451; 474]. Barros y col. (2002), inyectando escopolamina en amigdala
comprobaron que la STM estaba preservada atn cuando la LTM dejara de expresarse, sugiriendo
fuertemente que el procesamiento en el hipocampo es diferente [369]. Por otra parte, Botton y col.
(2010) inyectando ratones con escopolamina i.p. antes o después del entrenamiento en SD-IA,
comprobaron que se afectaban tanto la STM como la LTM. Pero cuando se inyectd antes del
entrenamiento, el tratamiento previo con cafeina preservo la STM aunque no la LTM [373]. En
cambio, la administracién postentrenamiento de escopolamina permitié que el tratamiento previo
con cafeina preservara ambas memorias, sugiriendo que la adquisicion y la consolidaciéon dependen
de manera diferente de la transmisién muscarinica, y a la vez, corroborando diferencias en los
mecanismos subyacentes entre STM y LTM. Es importante sefialar que estos autores tampoco
vieron afectada la motricidad de los ratones inyectados i.p. con 2mg/kg de escopolamina. Entonces
la escopolamina inyectada en forma sistémica en ratones 15 min antes del entrenamiento [373] o
bien en el hipocampo en ratas, inmediatamente luego del entrenamiento, afecté negativamente la
memoria de corta duracion de SD-IA [2].

La exposicion al OF fue siempre previa al entrenamiento en SD-IA, es decir a la adquisicion, por lo
que no podemos saber si el efecto ocurre durante la misma o luego de la adquisicion. Sin embargo,
hay dos hechos que nos llevan a conjeturar que podria deberse, al menos en parte, a un efecto de
“rescate” durante la consolidacion temprana: 1) la amnesia por escopolamina i.p. administrada
antes de la adquisicion, pudo ser revertida por bloqueo de receptores Al durante la consolidacion,
indicando que la traza efectivamente se formd, aun cuando los receptores muscarinicos se
encontraban bloqueados durante la adquisicién [457]; 2) la amnesia retrogréda por bloqueo de
receptores muscarinicos del hipocampo durante la consolidacion temprana, tanto sobre la STM
como sobre la LTM, también fue prevenida o superada por el OF.

.Qué ocurrié con la STM en nuestros ensayos?

Corroboramos que la escopolamina i.p. antes del entrenamiento en SD-IA, ejercié un efecto

amnésico ya que no hubo evidencia de retencion a los 40 minutos del entrenamiento y, a diferencia
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de lo que ya habifamos comprobado que ocurria con la LTM (ver fig. 4.1), la amnesia de STM no
fue superada o prevenida por la exposicion previa a dos sesiones en el OF, incluso cuando se
realizaron los tests en los mismos animales.

Cuando se restringié la inyecciéon al hipocampo dorsal, corroboramos que la escopolamina
inmediatamente después del entrenamiento, también ejercié un efecto amnésico, ya que no hubo
evidencia de retencién a los 40 minutos del entrenamiento, pero a diferencia de lo que ocurri6
cuando inyectamos escopolamina i.p., la amnesia de STM fue superada por la exposicidn previa a
las dos sesiones en el OF (fig 4.3 D).

Estos resultados corroboran que a ambos tipos de memoria subyacen algunos mecanismos comunes
y otros diferentes: la transmision muscarinica seria requerida posiblemente durante la adquisicién
y, con seguridad, durante la consolidacion de la LTM de SD-IA, como asi también para la STM.
Pero la exploracién y habituacion a un ambiente diferente, previamente al bloqueo de la
transmision muscarinica (durante la adquisicién y la consolidaciéon de SD-IA), posibilita la
“superacién de dicho requerimiento” para la formacién de una LTM. En cambio, para el caso de la
STM, la previa exploracion y habituacién a un ambiente diferente, condujo a la superacién del
efecto del bloqueo muscarinico solamente cuando este se restringié al hipocampo dorsal durante la
consolidacion, pero no cuando el bloqueo fue més generalizado y desde antes del entrenamiento. El
aumento en la liberacion de ACh en el hipocampo, promovida por la previa exploracion al campo
abierto [15], podria estar interfiriendo sobre el efecto del posterior bloqueo de los receptores
muscarinicos durante la consolidacion de la memoria de evitacion inhibitoria. En cambio, cuando
los receptores muscarinicos estuvieron bloqueados de manera generalizada durante la adquisicién
de SD-IA, el aumento de ACh en hipocampo [15] y corteza [475], asociado a la exploracion previa
del campo abierto, no habria sido suficiente para superar el efecto de este bloqueo y permitir la
expresion de una STM. Pero por otra parte, el OF si fue suficiente para prevenir o revertir la

amnesia de una traza de larga duracién (LTM) en los mismos animales.

Como ya se menciond, ha sido reportado que la dosis de escopolamina utilizada (1 mg/kg) podria
afectar la actividad locomotora de la rata [374; 375]. Por este motivo se realizé un ensayo en el que
se evalud la actividad locomotora y exploratoria en un OF, 60 min después de la inyeccién de 1
mg/kg de escopolamina i.p. No hubo diferencias significativas en la actividad locomotora ni
exploratoria, evaluadas por el nimero de cruces y de elevaciones sobre los miembros posteriores en
el OF, asi como (nimero y tiempo) de acicalamientos, entre los animales tratados con
escopolamina y los respectivos controles inyectados con salina. De esta manera se descart6 la
posibilidad de que las diferencias encontradas en el desempefio, en el test realizado 40 min después
del entrenamiento en SD-IA (60 min después de la inyeccién de escopolamina i. p.), hayan estado

influenciadas por alteraciones en la actividad locomotora.
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Efecto de escopolamina intrahipocampo sobre la consolidacion de memoria de ST-IA.

Habiendo observado que en la version ST-IA se obtuvo un mejor desempefio comparado al
obtenido en SD-IA para igual intensidad de choque. Se estudi6 el efecto de la administraciéon de
escopolamina en el hipocampo dorsal inmediatamente luego del entrenamiento con choque de 0,5
mA en ST-IA.

Recordemos que el grupo control alcanzd el criterio de aprendizaje de la ST-IA con un estimulo de
0.5 mA, mientras que en el grupo tratado con escopolamina (8 pg/ul), se expresé una memoria

“débil” (Fig. 4.6), lo que podria interpretarse como una amnesia parcial.

Efecto del campo abierto sobre la consolidacion de la memoria de ST-IA.

Efecto sobre la amnesia por escopolamina administrada intrahipocampo luego del

entrenamiento

También se evalud si la previa exposicion al OF tenia algiin efecto visible sobre el desempefio de
animales entrenados con 0,5 mA en ST-IA, cuando estos recibieron escopolamina intrahipocampo.
El grupo de animales control previamente expuestos a dos sesiones en el OF, tuvo una mediana de
latencias del test similar a la del grupo de animales control, que no fue expuesto al OF. En el caso
de las ratas inyectadas con escopolamina, si bien la exposicién a 2 OF dio lugar a la formacién de
una muy robusta LTM de la ST-IA, no fue significativamente distinta a la LTM del grupo
inyectado con escopolamina que no fue expuesto previamente al OF (No hubo diferencias
significativas, tal vez debido a la considerable dispersiéon de los datos; Fig. 4.6, Tabla 4.6).
Recordemos que un entrenamiento mas fuerte en SD-IA no permitié6 evidenciar un efecto
amnésico claro con escopolamina; el entrenamiento con choque de 0,5 mA en ST-IA no puede
considerarse umbral ni “débil”, ya que en esas condiciones, se formé una LTM robusta y ademads,
los animales aprendieron la tarea con estimulos menores, como 0,4 mA (ver Capitulo III, fig 3.11;
pag 104 Cap. 1V, fig 4.6, pag 148). Sin embargo, el OF no tuvo un efecto facilitatorio en los
controles, como ocurrié en SD-IA con entrenamiento fuerte o atin con entrenamiento débil en
animales criados en CD. Esos resultados muestran que, aunque similares, estas tareas son diferentes
en varios aspectos, posiblemente a nivel de: la relevancia comportamental del estimulo aversivo en
diferentes situaciones, del espacio para la evitacion (estrecha plataforma elevada vs. espacio
iluminado a nivel) y de la posibilidad de asociacién con ventanas temporales distintas. Y, en
consecuencia, la “fuerza” de la traza, de las modificaciones plasticas subyacentes y su dependencia

de los sistemas de neurotransmisién en juego, pueden ser muy diferentes [433; 436].

Neuronas _colinérgicas que inervan hipocampo v corteza detectan estimulos

comportamentales relevantes

La inervacién colinérgica de la corteza cerebral y del hipocampo se originan en gran parte, de un
grupo de neuronas magnocelulares en la base del cerebro anterior, delimitadas anteriormente por el

nucleo septal medial y, caudalmente, por el nicleo basalis [476; 477];
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Lesiones que afectan estas neuronas causan deterioros en la memoria de la rata [178; 478] y en la
atencion en distintos modelos animales como la rata y el mono [479; 480; 481].

La neurotransmisién colinérgica juega un rol critico en los procesos que subyacen a la atencion,
alerta, aprendizaje y memoria [438; 439; 440]. Como ya hemos mencionado, Thiel y colaboradores
(1998) han reportado, en ratas Wistar, que la exploracién a un OF incrementa la liberacién de
acetilcolina en el hipocampo, y que este incremento de ACh fue mds pronunciado cuando el animal
fue re-expuesto al OF [15].

Desde la década del 70, varios estudios han sugerido una relacion estrecha entre mediciones de
alerta en la corteza e hipocampo, y la actividad de las neuronas del nicleo basal magnocelular y del
nucleo septal medial [482; 483; 484; 485], asi como una relacidn directa con incrementos en la
liberacion de ACh en la corteza y en el hipocampo [486; 487]. Hace mas de 30 afios se reporté que
incrementos en la liberaciéon de ACh en la corteza y el hipocampo estdn asociados con alerta
comportamental [375; 438; 488] (y con la presentacion del estimulo sensorial [438; 439]). En base
a esos y otros estudios, se ha sugerido que los aumentos en la liberacion de ACh en el hipocampo y
la corteza juegan un rol en el estado de alerta y/o de atencién. Inglis y Fibiger (1995) mostraron
que un estimulo sensorial incondicionado increment6 la liberacidon de acetilcolina de la corteza
frontal (estimulo téctil, auditivo y olfativo) y del hipocampo (estimulo téctil, visual, auditivo) de
ratas .[439]. Aqcuas y colaboradores (1996) reportaron que el estimulo condicionado -en un
paradigma de condicionamiento del miedo en rata- fue capaz de incrementar la liberaciéon de
acetilcolina en la corteza frontal y el hipocampo. Comprobaron que dichas neuronas colinérgicas
de la base del cerebro anterior, son activadas por aquellos estimulos condicionados e
incondicionados que producen alerta comportamental en las ratas (por ej., novedad o miedo
condicionado). Sus resultados son consistentes con un amplio cuerpo de evidencias que indican que
la liberaciéon de ACh en la corteza y en el hipocampo es efectivamente activada por estimulos
comportamentales relevantes. También sustentan la hipdtesis de que las neuronas colinérgicas de la
base del cerebro anterior estdn involucradas en procesos de atencion y/o alerta. Por otra parte, la
liberacion de ACh en el hipocampo y la corteza que observaron estaria positivamente relacionada
con el estado de alerta comportamental, pero disociada de la actividad locomotora. Por ejemplo, el
90 % de las ratas sometidas al paradigma de condicionamiento del miedo, que respondieron con un
comportamiento de congelamiento (freezing) o inmovilidad de alerta, mostraron un aumento
significativo en la liberacion de ACh de la corteza y del hipocampo [375; 488]. Asi mismo, se
observo que la presentacién de un estimulo novedoso también aumento la liberaciéon de ACh en
esas regiones [489]. De esta manera, pusieron en evidencia una clara disociacién entre la actividad
locomotora y el aumento de la actividad colinérgica en ambas regiones cerebrales [489]. Nuestros
resultados con el antagonista colinérgico escopolamina también indican tal disociacidn.

A su vez, la activacién del sistema de catecolaminas antes del test para evaluar LTM, fue capaz de
revertir la amnesia provocada por inhibidores de la sintesis proteica (anisomicina y cicloheximida)

o por el bloqueo muscarinico por escopolamina [490]. Se ha propuesto que las catecolaminas
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modularian la consolidacién de forma tal que facilitarian la expresion de una memoria modulando
su “fuerza” [370]. Algunos de estos neurotransmisores también podrian estar involucrados en la

superacion de la amnesia por la exposicion al OF.

Hipocampo de roedores, LTP v novedad

La actividad sincronizada de la red del hipocampo, juega un rol esencial en formacién de
memorias. Las oscilaciones gama (20-80 Hz), que constituyen parte de dicha actividad, pueden ser
inducidas por el agonista colinérgico carbacol. Los receptores dopaminergicos D1/D5 estarian
involucrados en la modulacién de la liberaciéon de ACh en el hipocampo [491].En registros de
campo e intracelulares en la region CA3, en rebanadas de hipocampo de rata, la activacién de
receptores dopaminérgicos D1 desencadena una fuerte depresion de las oscilaciones gama
colinérgicas. Este efecto pareciera estar mediado por un deterioro en la actividad de las
interneuronas involucradas en generar y mantener el ritmo de estas oscilaciones de la red
hipocampal [492]. Se ha reportado que la activacion de los receptores D1/D5 del hipocampo ejerce
un efecto de modulacién positiva sobre la consolidacién tardia (3 a 6 h después de la adquisicion)
de la memoria de la evitacion inhibitoria en ratas [493].

El hipocampo, ademds de tener un rol en la formacién de memorias, también actia como detector
de novedad, posiblemente identificando la no coincidencia entre la informacién entrante y la
informacion almacenada [161; 162; 494].

Li y col (2003) observaron que una exposiciéon de 5 min a un ambiente novedoso, disminuia el
umbral para la inducciéon de LTP. Este efecto facilitador se expresaba dentro de una ventana
temporal breve, con un protocolo débil de condicionamiento aplicado 5 min después, (pero no 5
min antes) de la exposicién a la novedad (durante 5 min), y no se evidencié en aquellos grupos de
animales familiarizados con el ambiente. Esto sugiere que un ambiente novedoso desencadenaria
un estado del hipocampo que favorece el almacenamiento de informacién nueva, facilitando la
induccioén de plasticidad sindptica (LTP). Ademds, esta facilitacién fue dependiente de la activacion
de receptores dopaminérgicos D1/D5. A raiz de estos hallazgos, se le pudo atribuir un rol relevante
a la plasticidad sindptica regulada por dopamina en CAl, en el almacenamiento de informacién
novedosa [165]. Estos resultados muestran que una breve exposicién a informaciéon nueva puede
preparar (priming) a la region CAl para desencadenar aumentos persistentes en la “fuerza
sindptica” (un aumento en la probabilidad de disparo), cuando la novedad ya fue activamente
explorada y reemplazada por informacién conocida. Los periodos de quiescencia que contintan a la
exploraciéon podrian generar condiciones favorables para la induccién fisiolégica de dicho
fortalecimiento sinaptico en el hipocampo (por ej., LTP), necesario para la formacion de una traza
de memoria [495].

Los resultados de Li y colaboradores (2003) revelaron cémo la exposicién a la novedad podria
controlar el aprendizaje a través de la activacion de neuronas dopaminérgicas mesolimbicas. Un

cambio saliente en el entorno puede desencadenar un estado transitorio que dependeria de
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liberacién de dopamina en el hipocampo, lo que favoreceria el almacenamiento de memorias de
eventos recientemente ocurridos. Li et al (2003) reportaron que la exposicién a un ambiente
novedoso dio lugar a una facilitacién en la induccién de LTP; pero antes se habia reportado que la
exploracion de novedad producia una reversion de la LTP previamente establecida
(depotenciacion) [166; 167; 330]. Estos dos fendmenos se complementarian entre si, dependiendo
de las condiciones experimentales, las que finalmente determinardn cudl de los dos efectos
predominard. Entre los factores que controlan la dominancia, ya sea de la facilitaciéon de la
induccién de la LTP, o bien la reversion de la expresion de la LTP, se encuentran: la secuencia de
exposicién a la novedad/estimulo condicionado, la fuerza del estimulo de condicionamiento [166] y
el tiempo de exposicién a la novedad [165] (ver tabla 6.4). La facilitacién de induccién de LTP
requiere, segun Li y col., que la exposicion a la novedad sea breve (< 5min) y sea realizada antes
del estimulo condicionado subumbral (de alta frecuencia, débil). La reversion de la expresion de la
LTP [166], requirié que una exposiciéon prolongada a la novedad se realizara luego (1 h después) de
un estimulo de condicionamiento maximo (de alta frecuencia, fuerte). Por otra parte, la induccién
de LTP no se facilitd si la exposicion a la novedad fue prolongada (25 min) o si se la presentd 5
minutos después del estimulo condicionado. La LTP no se revirti6 si la novedad fue breve (< 10

min ) o se presenté antes (5 min) de la estimulacién de alta frecuencia fuerte [166].

Efecto de la exposicion a la novedad sobre la LTP

Variable experimental i6
P Induccion de la Expresion de la LTP
LTP
. o Sin efecto (5 min Reversion (1 h antes de la
Secuenc1,a novedad- 1°HFS antes de la novedad) novedad)
estimulo

Facilitacion (10 min

condicionado 1° Novedad antes del HES) Sin efecto (5 min antes de HFS)
HFS débil (10 trenes Facilitacién No se evalu6 (no hay induccién de
Fuerza del estimulo | 9¢ 10 pulsos de 100 Hz) LTP por HFS débil sin novedad)
condicionado HFS fuerte (10 trenes Sin efecto (LTP Reversién
de 20 pulsos de 200 Hz) maximo)
Duracion de la Breve Facilitacién (5 min) Sin efecto (10 min)
exposicion a la
novedad Prolongada Sin efecto (25 min) Reversion (20 min)

Tabla 6.4: Resumen de las variables experimentales que determinan el efecto de la exposicion a
la novedad sobre la induccién de la LTP en la regién CA1 del hipocampo de la rata (tomado de
Li et al. 2002, basado en ese trabajo y en el trabajo de Xu et al. 1998).

HFS: del inglés “High frequency conditioning stimulation”, estimulacion de alta frecuencia.

Por todo lo antedicho se puede afirmar que las limitaciones temporales de estos fenémenos de
plasticidad sindptica, que podrian resultar complementarios, son distintas, sugiriendo la existencia
de mecanismos diferentes. Esto resulta consistente con la idea de que, a pesar de que la adquisicion
de informacién novedosa podria llevar a un debilitamiento extendido persistente de contactos

sindpticos recientemente fortalecidos, ello ocurriria en tindem con un fortalecimiento dependiente
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de actividad, selectivo para algunas redes sindpticas [166]. Se propuso que esta interaccidn
favoreceria la actualizacién / seleccion permanente de informacién importante, para luego ser
transferida a otras regiones cerebrales como la corteza, para su posterior “almacenamiento” de
largo plazo. También se ha especulado con que la ventana temporal para el efecto facilitatorio de la
novedad sobre la induccion de LTP podria cambiar rapidamente, en la medida en que la relevancia
comportamental de aprender la nueva informacién fluctde. Esto sugiere que la interaccion entre la
liberacion de dopamina debida a la deteccion de novedad y la subsecuente promocién de la
codificacién de informacion deberia ser critica para el normal funcionamiento del hipocampo.
Entonces, en concordancia con los resultados e interpretaciones de los distintos autores de gran
parte de los trabajos mencionados, y a partir de los resultados obtenidos en nuestros ensayos,
podemos decir que la exposicién al OF fue suficientemente breve (<5 min) y fue presentada al
menos 50 min antes del entrenamiento en IA, cuando el animal asociaria el contexto (EC):
plataforma y grilla, con el choque en las patas (EI), por lo que es dable esperar que no haya
reversion de STP/LTP y STM ocurridas o ya establecidas. Por otra parte, aunque breve (3 o 5 min),
una tnica exposicién al OF de las ratas criadas en CI, no produjo efecto facilitatorio evidenciable
per se cuando el entrenamiento fue débil en los animales criados en CI y entrenados durante su
etapa de mayor actividad. Pero en cambio, permitié superar la amnesia por escopolamina, tanto
cuando fue administrada i.p. después de la segunda exposicién al OF y antes del entrenamiento
suave en SD-IA, como cuando fue administrada en el hipocampo dorsal postentrenamiento suave.
Por otro lado, las dos exposiciones al OF, en que se comprob6 habituacién al ambiente, y luego de
las cuales tampoco se evidencié facilitacion de la memoria de larga duracién de la SD-IA con
entrenamiento suave, también permitieron superar dicha amnesia por escopolamina, formandose
una LTM mas robusta que luego de una sola exposicion al OF.

Estos resultados favorecen la interpretacion de que tanto la experiencia novedosa de exploracion de
un campo abierto, como la repeticion de esa experiencia que da lugar al reconocimiento de la arena,
.posibilitan la formacién de una LTM de la SD-IA, a pesar del bloqueo de los receptores
muscarinicos de CA1 del hipocampo o de un bloqueo mas generalizado por via i.p.; lo que podria
deberse, entre otras posibilidades, a un incremento mayor y sostenido de la liberaciéon de ACh (ver
[15]) en el hipocampo o en otras regiones relacionadas (por ej., corteza cerebral), reclutadas por el
OF y/o a la disminucion del umbral para la induccién de cambios plasticos subyacentes a la
formacioén de la traza y su consolidacién en una LTM (un aumento de la estimulacién de RAChM
del hipocampo conduciria a una mayor excitabilidad de las membranas a nivel de las sinapsis
involucradas (ver [207])

Como ya hemos mencionado (ver discusion, pag 188), Frey y Morris (1997 y 1998) han propuesto
que la induccién de la LTP estd asociada con la formacién de una “etiqueta sindptica” en aquellas
sinapsis que fueron activadas, y esta tendria el rol de secuestrar proteinas vinculadas con
plasticidad sindptica, que servirfan para estabilizar aquellos cambios sindpticos transitorios, de

manera que esos cambios extenderian su persistencia. Como la LTP se postula como uno de los
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mecanismos que subyace a los procesos de memoria y aprendizaje, esta posibilidad de modificar la
persistencia de la LTP podria permitir extender la ventana temporal para pasar de tener una STM a
formar una LTM [177]. En este caso, posiblemente estarian interviniendo proteinas directamente

vinculadas con plasticidad sinaptica que habrian sido “reclutadas” durante el OF previo.

Efecto de la inhibicion de la sintesis proteica sobre el desempeiio en SD-IA

Como ya se menciond, la induccién de plasticidad sindptica duradera estaria asociada con la
formacién de una “etiqueta sindptica” en aquellas sinapsis que fueron activadas. Esa “etiqueta”
tendria el rol de secuestrar proteinas vinculadas con plasticidad sindptica, que servirian para
estabilizar aquellos cambios sinapticos transitorios y, de esa manera, dichos cambios extenderian su
persistencia [177]. Moncada y Viola (2007) demostraron que un entrenamiento débil en SD-IA,
que normalmente no generaria una memoria de largo plazo, posibilit6 la expresiéon de una LTM
cuando se lo realizd en un tiempo proximo a la exploracién de un campo abierto. Los autores
postularon que el efecto promotor del campo abierto sobre la evitacidon inhibitoria estaria
relacionado con la sintesis de proteinas vinculadas con plasticidad sinaptica [170].

Debemos recordar que en nuestros ensayos el choque fue umbral (y no subumbral) y que los
animales fueron expuestos a una o a dos sesiones breves en el OF. Como se form6 una LTM de
SD-IA luego de una o de dos sesiones en el OF, a pesar del bloqueo de los receptores muscarinicos
del hipocampo con escopolamina, y como dicha LTM fue mds robusta luego de un segundo OF,
especulamos que esta segunda exposicion —y no la primera sesién- podia ser mas relevante para el
efecto observado. Por eso elegimos inyectar anisomicina inmediatamente antes o después de la
segunda exposicion al OF. Debe tenerse en cuenta que ha sido reportado que el preentrenamiento
(con choque suave de 0,4 mA) en SD-IA, 24 h antes del entrenamiento, previno el efecto amnésico
de la inyeccion de APS o de anisomicina en el hipocampo dorsal luego del entrenamiento [467;
496].

En nuestros ensayos, la anisomicina tuvo efecto amnésico sobre la SD-IA cuando fue infundida en
hipocampo tanto 90 como 120 minutos antes del entrenamiento en SD-IA, es decir que pudo haber
afectado la adquisicion y/o la consolidacion de esta tarea. En ese sentido, debemos tener presente
que el inhibidor de la sintesis proteica anisomicina, deteriord la retencién de SD-IA en distintos
modelos animales [496; 497; 498]; y ha sido propuesto que dicho deterioro se produjo porque el
establecimiento de la asociacién entre el contexto y el choque eléctrico requiere de sintesis proteica
[434]. Quevedo y colaboradores (1999) observaron que anisomicina (80 pug) administrada en el
hipocampo de ratas Wistar macho, 15 min antes, o 3 h después del entrenamiento en SD-IA con
choque de 0,4 mA, afectd su desempefio en el test. Sin embargo, anisomicina no tuvo efecto sobre
el desempefio de SD-IA cuando se administré inmediatamente o 6 h después del entrenamiento. A
su vez, como se menciond mds arriba, este efecto amnésico de la anisomicina pudo prevenirse por
preentrenamiento en la misma tarea, con una intensidad de choque més suave (0,2 mA) 24 h antes

del entrenamiento [496]. Los autores interpretaron que un entrenamiento débil, que no es capaz de
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expresar una modificacion visible en el comportamiento, seria suficiente para producir una
codificacién duradera de la traza a nivel celular. También Monleon Verdu y col. (2008) observaron
que anisomicina, administrada esta vez por via subcutdnea (150 mg/kg) en ratones, inmediatamente
después del entrenamiento en ST-IA con choque de 0,5 mA, produjo un deterioro significativo de
la memoria. Estos resultados, comparados con los aqui reportados, parecen indicar que la sintesis
proteica seria requerida durante la consolidacién temprana de la ST-IA. Por otra parte, los mismos
autores no observaron diferencias de sexo en los efectos de la anisomicina [499]. Luego de un
aprendizaje pareciera haber dos periodos sensibles a la interferencia por la inhibicién de la sintesis
proteica; es decir que el aprendizaje desencadenaria dos “olas de sintesis proteica”: una antes,
cercana al momento del entrenamiento, y otra 3-6 h mas tarde [496; 497; 500; 501; 502] (ver
TABLA 6.5). Paralelamente, se ha demostrado en rata, que en la formacién de una LTM de la SD-
IA habria dos periodos de consolidacién que requeririan de la sintesis de novo de ARNm. La
expresion de genes en el hipocampo seria critica durante dos ventanas temporales: cerca del
momento del entrenamiento (15 min antes a inmediatamente después), y 3-6 h mas tarde [503].
Estos periodos de transcripcién coincidieron con las ventanas temporales de sensibilidad a la
inhibibicién de la sintesis proteica por anisomicina descriptas previamente. En base a la
bibliografia mencionada, parece claro que la sintesis de proteinas es necesaria en el hipocampo
durante la adquisicién de TA, pero parece no ser necesaria en la consolidacion muy temprana ni
tardia, mientras que seria requerida en etapas intermedias (3-6 h luego del entrenamiento).

En nuestro caso, la anisomicina estuvo presente en el hipocampo durante el periodo en que podria
haber tenido lugar un fenémeno de labilizacion y/o reconsolidacion en el OF, o atn desde antes de
dicha sesiéon de OF, con la intencidén de inhibir la sintesis proteica en hipocampo desde ese
momento, para dilucidar si podia estar participando en el efecto del OF sobre la SD-IA. Aunque se
administré 90 o 120 min antes de la adquisicion de SD-IA, con la intencién de evitar o disminuir su
presencia durante la misma, en ambos casos resultd amnésica, por lo que se supone que la
anisomicina siguié actuando en el hipocampo posiblemente durante la adquisicién de la SD-IA. Ese
efecto amnésico parecid revertirse, al menos parcialmente, en las ratas que habian sido expuestas
previamente a dos sesiones en el campo abierto: algunas si formaron y expresaron una discreta
memoria de la SD-TA, ya que las latencias del test resultaron significativamente diferentes de las
del entrenamiento. Los ensayos en los que se administré anisomicina intrahipocampo (30 minutos)
antes de exposicion al OF, mostraron que, atiin en ese caso, la amnesia producida cuando la droga
se administré el mismo tiempo (2 h) antes de entrenamiento en SD-IA sin exposicion al OF, resultd
superada o prevenida por esa sesion de OF. Ello sugiere fuertemente que no seria el hipocampo
dorsal el lugar de sintesis hipotéticamente requerida de las proteinas de plasticidad inducidas por el
OF.

En los ensayos correspondientes (fig. 4.5), la escopolamina inyectada en el hipocampo luego del
entrenamiento afectd, como era de esperar, la consolidacion de la memoria de SD-IA,

evidencidndose su efecto amnésico. La reversidn/prevenciéon de este efecto amnésico por
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exposiciéon previa al campo abierto pareciera ser plenamente efectiva, ya que el grupo
correspondiente fue significativamente diferente del grupo de animales no expuestos al OF tratados
con escopolamina.

En otras palabras, la inhibicién de la sintesis proteica en el hipocampo dorsal por inyeccién de
anisomicina 90 o 120 min antes de entrenamiento en SD-IA, impidi6 la formacién de una LTM y
su evocacion consecuente, lo que no nos permitié discriminar luego si el efecto superador por
exposicion al OF de la amnesia provocada por escopolamina, dependeria o no de sintesis proteica.
La previa exposicion a 2 sesiones en un mismo campo abierto previno, al menos en parte, el efecto
amnésico de anisomicina inyectada intrahipocampo 90 min antes del entrenamiento en SD-IA, o
permitié una recuperacion de la memoria cuando se la inyecté 120 min antes del entrenamiento
(recordemos que también habia posibilitado recuperar la memoria luego de escopolamina o de MK-
801). Cuando la escopolamina y la anisomicina, fueron administradas en un mismo animal,
también la doble exposicién al OF dio lugar a una memoria que no fue significativamente diferente
de la memoria “recuperada” luego de escopolamina o de anisomicina administradas por separado.
Ya en un terreno especulativo, podemos interpretar que la administraciéon de ambos farmacos luego
de exposicion a los 2 OF, habria resultado en una memoria aparentemente mas débil que cuando
los animales habian recibido sélo escopolamina. De comprobarse esto en trabajos futuros,
podriamos discriminar entre los diferentes posibles escenarios para una interpretacion que aqui sélo
sugerimos: es posible que en la amnesia por escopolamina intervenga de manera directa sobre la
consolidacién y que la inhibicién de la sintesis proteica intervenga sobre la adquisicién y/luego
sobre la consolidacién para la formacién de una LTM de SD-IA o que, en cambio, ademas de ese
efecto de la anisomicina directamente sobre SD-IA, la inhibicién de la sintesis proteica en el
hipocampo también atentie o impida la accién promotora de los OF. Recordemos el trabajo de
Moncada y Viola (2007) en que demostraron que un entrenamiento subumbral de ratas en evitacién
inhibitoria, gener6 LTM cuando ocurrié en un tiempo préximo a la exploracién de un campo
abierto (ver gréafico siguiente). Estos autores reportaron que anisomicina (80 pg) intrahipocampo, 5
min después de una exposicion de 5 min a un campo abierto y entrenadas una hora después en SD-
IA con choque subumbral, impidi6 que se evidenciara el efecto promotor del campo abierto sobre
la SD-IA. El grupo inyectado con anisomicina, que habia sido expuesto previamente al OF, tuvo un
desempefio semejante al del grupo control inyectado con vehiculo, que no habia sido expuesto al
OF, pero que habia sido entrenado en SD-IA con igual intensidad de choque subumbral. Por eso,
estos autores no observaron efecto directo de la anisomicina sobre la memoria de SD-IA, ya que
esta fue inyectada una hora antes del entrenamiento con choque subumbral en SD-IA, con lo que
no se evidencié formacién de memoria alguna, como era de esperar, excepto por el efecto promotor
del OF en el grupo de animales control expuestos a una sesién en el campo abierto. Por eso
interpretaron que anisomicina no tuvo un efecto directo sobre SD-IA [170; 504]. En todos los casos
en que inyectaron anisomicina, los animales habian sido expuestos previamente al OF, con lo cual

no resulta claro si el “efecto” de anisomicina seria atribuible exclusivamente a la inhibicién de
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Figure. La inhibicion de la sintesis proteica impide la formacion de una LTM de la SD-IA inducida por
la exposicion a la novedad.

Arriba: Diagrama temporal del disefio experimental. Las ratas recibieron una infusién bilateral, en la regién
CALl, ya sea de vehiculo (Novel_Veh) o anisomicina (Novel _ Ani), inmediatamente después de la exposicion a
un OF novedoso. Una hora mds tarde fueron entrenados en SD-IA con choque débil (0.15 mA, 2 s) o fuerte
(0.4 mA, 2 s). Nétese que se ajusto la intensidad de choque del entrenamiento fuerte, de modo tal de obtener
una LTM similar a aquella obtenida con un entrenamiento débil a causa del efecto promotor de la novedad. Las
ratas control fueron inyectadas con vehiculo 1 h antes del entrenamiento en SD-IA, y no fueron expuestas al
OF (Veh). Las latencias fueron registradas 24 h después del entrenamiento en SD-IA.

*##p<0.01 vs. todos los grupos con entrenamiento débil (N=16);

+ p<0.05 vs. entrenamiento (N=7); por andlisis de Newman—Keuls, post-ANOVA de una via.

Tomado y traducido de Viola y Moncada 2007
sintesis proteica debida al OF, ya que no se puede afirmar que anisomicina no afecté la adquisicién
de SD-IA. Por otra parte, en las condiciones de nuestros ensayos, anisomicina en igual dosis en el
hipocampo, tuvo efecto amnésico, posiblemente deteriorando la adquisicién de SD-IA, atn cuando
fue inyectada 90 minutos antes del entrenamiento con choque suave. Cuando se inyecto 120 min
antes el deterioro parece haber sido parcial, ya que el grupo alcanzo el criterio de aprendizaje pero
durante la evocacién el desempenio fue muy pobre, con latencias significativamente menores que
los controles y que los inyectados con anisomicina y expuestos luego al OF. Claramente el OF
previno o rescato de la amnesia la traza correspondiente a SD-IA, con anisomicina administrada en
hipocampo antes o después de la segunda exposicion al OF. Esto nos permite concluir que, para la
LTM de SD-IA, se requeriria de sintesis de proteinas en hipocampo, al menos desde dos horas
antes del entrenamiento. Y el OF rescaté de o previno la amnesia aunque no se sintetizaran
proteinas en esa estructura, lo que sugiere fuetemente que el etiquetado y la sintesis de proteinas de

plasticidad necesarias estarfan ocurriendo en una region o estructura diferente.
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Descripcion

Tiempo respecto al entrenamiento

Autor Modelo Tarea |Choque| Test = 3 N . s \ \ Observaciones
q s|l5(8|2|e|=|2|8|2|&8|F|€
Rat X Interferencia
Quevedo y ata —
col., 1999 macho ST-IA | 04mA | 24h 80 ug/ul TH X
X Sin efecto
Cammarota y Rata . 0,4 mA X .
col.2004" | macho | SP1A 0.8 mA 24 h 80 ug/pul IH X Interferencia
X Interferencia —
Davisycol, | Ratén  Passive 7 120 mg/kg X
1981 macho  avoidance dias | p> i.p. X )
Z Sin efecto
— X
90 ) X
Rat min g X Sin efecto
Quevedo y ata ~ =
col.. 2004 macho SD-IA | 0,4 mA o Q 80 ug/ul TH X Intorferoncia -
E Sin efecto
Taubenfeld y 125 pg/ul .
col.. 2001 Rata ST-1IA 0,6 mA | 48h H X Interferencia -
4hy 125 pg/ul .
48 I H / InAm X Interferencia -
an 30 125 pg/ul .
Canal y Gold, Rata ) X Sin efecto
2007 macho ST-IA ImA | min H
39 125 pg/ul X Interferencia -
min In- Am

Tabla 6.5: Resumen de los antecedentes bibliograficos que estudian el efecto de la inyeccién de anisomicina a distintos tiempos respecto del entrenamiento

en diferentes paradigmas comportamentales.
Nota: (X) Las cruces rojas seiialan aquellos casos en la inyeccion de anisomicina, evidencié tener efecto significativo.

IH:inyeccién intrahipocampo. In-Am: inyeccion intra-amigdala. i.p.: inyeccidn intraperitoneal.
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Animales con ciclo luz/oscuridad derecho

Efecto del campo abierto sobre la consolidacion de la memoria en la prueba de SD-IA y sobre

la amnesia instigada por escopolamina, en ratas entrenadas durante su periodo de sueio

(mantenidas en ciclo luz/ oscuridad derecho: CD).

En forma similar a lo evidenciado con las ratas mantenidas con ciclo luz/oscuridad invertido (figs
4.2 y 4.3), en aquellas mantenidas con ciclo derecho, entrenadas durante su fase de suefio, se
evidencié el efecto amnésico de escopolamina inyectada en el hipocampo dorsal, sobre la
consolidacion de la SD-IA con choque suave (0,5 mA). Esta amnesia también pudo ser superada
por la previa exploracién de un campo abierto (fig 4.7).

Los animales mantenidos en CD permanecieron por mas tiempo sobre la plataforma durante el
entrenamiento, comparados con los animales criados en CI (fig 4.7), aunque tuvieron un mejor
desempefio en SD-IA (fig 4.7 E y F). Los animales mantenidos en CD que no pasaron por el OF y
los tratados con escopolamina, expuestos previamente al OF, evidenciaron una tendencia hacia una
mejor desempefio comparados con los animales mantenidos en CI. Tanto los grupos de animales en
CD como aquellos en CI, evidenciaron la prevencién o superacion de la amnesia instigada por
escopolamina intrahipocampo durante la consolidacién de SD-IA, gracias a la previa exposicion al
OF.

Se ha evaluado la influencia del suefio y el estado comportamental sobre la consolidacién de la
memoria [340; 341; 342].

En ratones se observé que el momento 6ptimo para la adquisicién y para la evocacién se encuentra
bajo control circadiano [321]. Algunas cepas de ratones (por ej., C3H y C57B1/6J) mostraron un
efecto significativo en el correlato entre el momento en el dia y la capacidad de formar memoria en
el paradigma de condicionamiento al miedo [321]. Estos animales tuvieron una capacidad de
evocacion 6ptima durante la fase inactiva (el periodo de luz), en el condicionamiento del miedo
contextual y con claves. Se ha propuesto que el momento 6ptimo de la capacidad de evocacién
estaria determinado por el momento del dia. Este seria independiente del momento en el que se
realice el entrenamiento, y estaria regulado por el sistema circadiano enddgeno. Estos ratones
también evidenciaron tener un efecto de “momento del dia”

[321].

sobre la adquisicién de una memoria

Nuestros resultados parecieran estar reflejando un efecto de momento del dia, que estaria afectando
el desempefio en la SD-IA, y el efecto de la previa exposiciéon al OF. Los animales en CD
parecieron mas sensibles al efecto del OF que los animales en CI, expresando una memoria de
largo plazo mas robusta de la SD-IA, atin con un entrenamiento débil. Sin embargo, la previa
exposicion al OF conduce a un perfil de superacion de la amnesia instigada por escopolamina muy
similar en los animales en CD y en CI. Esto sugiere que los mecanismos involucrados en dicha
superacion de la amnesia no parecieran verse afectados por el momento del dia en que se realiza la

sesion de SD-TA.

220



PARTICIPACION DEL RECEPTOR GLUTAMATERGICO NMDA DEL HIPOCAMPO
EN LA CONSOLIDACION DE LA MEMORIA DE SD-IA.

Muchos trabajos previos muestran la relaciéon del RNMDA y la memoria, como ya se menciond en
el Capitulo I: Introduccién de esta Tesis (pags. 29-31). En nuestro laboratorio, se habia demostrado
que ocurrian cambios tempranos en el RNMDA de la formacién hipocdmpica, cuando las ratas eran
entrenadas en el laberinto acudtico de Morris (MWM) con claves espaciales, pero no si la tarea era
SD-IA (Tesis y comunicaciones Alonso y col., 1999). Entonces se sugirié que la participacién de
los receptores glutamatérgicos ionotropicos durante la adquisicion y en las etapas tempranas de la
consolidacion de la memoria, dependeria de la naturaleza de la tarea. En esos estudios, se
comprobaron leves modificaciones en el RNMDA después de una sola sesién de entrenamiento en
el MWM, lo que sugirié que el RNMDA podria ser particularmente sensible a la novedad. Por eso
comenzamos a estudiar la posible relacion entre dicho receptor en el hipocampo y la exposicién del

animal a un ambiente nuevo y su habituacién al mismo.

Efecto de MK-801 intrahipocampo sobre la consolidacion de la memoria en la prueba de SD-
IA.

En cuanto a la participaciéon del RNMDA en la memoria de SD-IA, en que el animal debe aprender
a inhibir su comportamiento exploratorio espontdneo para evitar un estimulo aversivo, existen
varios trabajos donde se ha demostrado que antagonistas del RNMDA producen amnesia; por
ejemplo, APS5 administrado intrahipocampo, inmediatamente después del entrenamiento en SD-IA
con 0,5 mA, caus6 amnesia retrograda, interfiriendo con la consolidacion [114]. La administracién
crénica intracerebroventricular de D,L-AP5 en ratas dio lugar a un deterioro del aprendizaje
espacial en el MWM. El tratamiento con AP5 también impidié la inducccién de la LTP en el
hipocampo in vivo. Ya entonces, Morris y colaboradores (1986) interpretaron que los receptores
NMDA estarifan involucrados en el aprendizaje espacial y ademds, propusieron una relacién directa
entre LTP del hipocampo y el aprendizaje y la memoria espacial [115]. Por otro lado, Packard y
Teather (1987) demostraron que la administracién i.p. de MK801 post entrenamiento, deterior6 la
memoria del MWM, cuando fue administrado hasta dos horas después del entrenamiento, pero no
mas tarde; también la administracion de MK 801 i.p. post entrenamiento interfirid con el proceso
de almacenamiento de la memoria de IA [505]. Algo similar ocurrié con MK 801 administrado
antes del entrenamiento en el MWM, ya que deterior6 el desempefio en la version espacial [130].
Por otra parte, no se afecté la memoria visual en ninguno de esos casos, ya que todas las ratas
fueron capaces de nadar hacia una plataforma visible con latencias similares, sin importar el
tratamiento.

En base a estos hallazgos, decidimos utilizar MK 801 Ademds, para esta eleccion fue determinante
que cuando MK-801 fue aplicada intrahipocampo no produjo cambios apreciables en la actividad

locomotora ni otros sintomas comportamentales como ataxia, lo cual ocurrié cuando se administr6
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por via sistémica o intracerebroventricular [506]. Otra ventaja es su solubilidad en agua, lo que nos
independizé de solventes orgdnicos como DMSO.

La amnesia por MK-801 administrado intrahipocampo luego de entrenamiento suave confirma los
reportes previos con el antagonista AP5, que fuera utilizado con un esquema experimental similar
[114], y corrobora que el bloqueo de RNMDA del hipocampo dorsal interfiere con la consolidacién
de la memoria de SD-IA. Los resultados muestran que dicho efecto amnésico fue dosis-dependiente
y que tuvo lugar tanto en machos (figura 4.8 A) como en hembras (figura 4.8B).

Sin embargo, cuando se administré en el hipocampo una dosis alta del antagonista no selectivo
MK-801 de 6 pg/lado (fig. 4.10) inmediatamente luego de entrenamiento en la tarea de SD-IA, no

se evidenci6 efecto amnésico alguno (este punto se discutird mas adelante, pag 225).

Efecto de la exposicion al campo abierto sobre la amnesia instigada por MK-801

intrahipocampo luego de entrenamiento en SD-IA.

El efecto amnésico -al menos aparente- de MK-801 (2 pg) cuando fue administrado
intrahipocampo luego de entrenamiento suave en SD-IA, no se evidencié o se revirtié cuando los
animales fueron expuestos previamente a dos sesiones en el campo abierto (figura 4.9).

En otras palabras, tanto los animales control como los grupos tratados con MK-801 que fueron
previamente expuestos al campo abierto, aprendieron la tarea y formaron una LTM.

Recordemos que algo similar ocurrié con la amnesia instigada por escopolamina administrada i.p.
antes del entrenamiento, o intrahipocampo después de entrenamiento suave en SD-IA (figuras 4.1-
4.3y4.7).

Por otra parte, las ratas que fueron expuestas a dos sesiones de OF antes de entrenamiento fuerte en
SD-IA (con 0,6 0 0,75 mA), no evidenciaron efecto amnésico de MK-801 (2 pg/hipocampo). Algo
similar ocurrié con las ratas inyectadas con escopolamina (2 o 4 ug/hipocampo), que habian
recibido entrenamiento fuerte con 0,6 mA en SD-IA (ver tabla 4, pag 108).

Como hemos mencionado previamente, se ha reportado que un preentrenamiento suave (con
choque de 0,2 mA) de ratas en SD-IA, 24 h antes del entrenamiento con choque de 0,4 mA, previno
el efecto amnésico tanto del antagonista APS como de anisomicina, administrados en hipocampo
dorsal luego del entrenamiento [467; 496]. El efecto amnésico de AP5 también pudo prevenirse por
pre-exposicién a la caja de SD-IA 24 h antes del entrenamiento [467]. Un fendmeno similar fue
reportado para la version espacial del MWM en ratas Lister macho [507]. El deterioro sobre el
aprendizaje inducido por infusién intracerebroventricular (por minibombas) de AP5 (30 mM, 0,5
ul/ h), fue casi completamente superado cuando las ratas fueron entrenadas en un laberinto acuético
distinto antes de infusion de la droga. Este fendmeno de superacion del efecto de APS5 no ocurrié
cuando se utiliz6 una tarea sin componentes espaciales antes de la administracion de la droga.
[507]. Los autores interpretaron que el MWM podria involucrar procesos cognitivos miltiples, con

distintas propiedades farmacoldgicas. Si bien en parte requeriria de la participacién del RNMDA
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para algiin componente del aprendizaje espacial, este receptor no serfa indispensable por ejemplo,
para la representacion espacial de un ambiente especifico.

Desde los trabajos de Morris y col. (1986) [115], existe abundante informacién acerca de la
participaciéon del RNMDA del hipocampo en memoria espacial, asi como en la consolidaciéon de
otros tipos de memorias, basada tanto en lesiones, como en tratamientos farmacolégicos y

experimentacion genética [46; 49; 119; 508; 509].

Sin embargo, a la luz de la literatura y de los resultados presentados en esta Tesis, tanto el bloqueo
de los receptores muscarinicos como de los NMDA de hipocampo durante la consolidacién
temprana -que dan lugar a amnesia retrograda-, o el bloqueo de receptores muscarinicos
generalizado y la inhibicion de la sintesis de proteinas en hipocampo, pero antes del entrenamiento,
no impiden la formacién de una LTM a condicién de que haya habido una experiencia previa como

la exposicién o habituacién a un campo abierto, en nuestro caso.

En trabajos previos en ratas se ha reportado que el entrenamiento en ST-IA con choque de
intensidad muy elevada (considerado un “sobre-refuerzo”) protege del efecto de la amnesia
instigada por la inyeccion sistémica de escopolamina 5 min antes [377; 387] o 5 min después [376;
388; 389] del entrenamiento con intensidades de choque mas moderadas. También se ha reportado
en ratas un fendmeno similar cuando se inyecta cicloheximida 30 min antes o inmediatamente
después del entrenamiento en ST-IA. Se observa un efecto protector de la amnesia instigada por
cicloheximida, cuando se entrena con intensidades de choque muy elevadas (consideradas “sobre-
refuerzo”) [456].

En nuestro laboratorio hemos observado que cuando se entrena a las ratas expuestas a dos sesiones
de OF, con intensidades de choque mas elevadas (0,75 mA), el nivel de retencién evidenciado por
los animales es muy elevado, cercano al tope temporal utilizado para SD-IA. En estas condiciones,
la administracién intrahipocampo de escopolamina o de MK-801 (en dosis que deterioran el
aprendizaje con un entrenamiento suave) no tuvo un efecto observable sobre el desempefio. El
entrenamiento con choque fuerte y la exposicion al OF, protegerian del efecto amnesico de ambas
drogas. Se puede especular que un choque mas intenso producird una estimulacién sensorial mayor.
Este estimulo entonces reclutaria mds circuitos neuronales de la misma regién, y de otras areas
cerebrales involucradas, produciéndose la induccién concomitante de cambios pldsticos en las
sinapsis implicadas, de manera de establecer un registro muy robusto de esa memoria y de las
respuestas acordes. Por otra parte, durante el entrenamiento en la SD-IA, pudieron haberse activado
determinados circuitos neuronales del hipocampo, algunos de los cuales serian comunes a los
previamente activados durante la exposicion y habituacién al campo abierto. Esta reactivacion de
los mismos circuitos durante el entrenamiento de SD-IA, podria conducir a un refuerzo del
fendmeno pléstico iniciado durante la habituacion. Es decir que tanto el entrenamiento con choque
fuerte, como la previa exposicién al OF podrian estar formando una traza mds robusta que

resultaria mas resistente a la interferencia farmacoldgica.
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Wang y col (2010) definieron un modelo comportamental para evaluar la memoria de uso
cotidiano, dependiente de hipocampo. En este modelo, en dias sucesivos las ratas fueron entrenadas
para encontrar comida ubicada en diferentes lugares de una caja, y luego de 30-40 min se evalud si
recordaban la localizaciéon de la comida correspondiente a ese dia. Utilizando este modelo
observaron que la exploracién de un ambiente novedoso, 30 min después de un entrenamiento con
baja recompensa, que da lugar a una codificacién débil, y en el que normalmente no se observa
LTM, permiti6 que se formara una memoria espacial persistente. El bloqueo de los receptores
dopaminérgicos D1/D5R, asi como la inhibicién de la sintesis proteica (por anisomicina) en el
hipocampo , durante la exploracion de la novedad, impidieron que se manifestara el aumento de la
persistencia de la memoria. Por otra parte, el bloqueo de receptores dopaminergicos D1/D5 del
hipocampo (por administracién de SCH23390, 15 min antes de un entrenamiento que darfa lugar a
la codificacion de una LTM) deterioré el desempefio en esta tarea. La exposicion durante 5 min a
un ambiente novedoso 1 h antes del entrenamiento, permitié superar completamente el deterioro
causado por el bloqueo de receptores dopaminérgicos [510] Los autores interpretaron sus
resultados dentro del marco de la hipdtesis de etiquetado sindptico y captura, que implica cierta
simetria en torno a la sintesis de PRPs, que puede ocurrir antes o después del establecimiento de la
etiqueta sindptica [511]. Propusieron que el efecto sinérgico de la activacién de los RNMDA y los
receptores dopaminérgicos sobre el establecimiento de una LTP persistente, sefialaria la necesidad
de la activacion de los receptores D1/D5 para que haya disponibilidad de PRPs [512]. Propusieron
que la novedad regularia positivamente la transcripcion de genes tempranos inmediatos (immediate
early genes) [513; 514; 515], y en consecuencia, la sintesis y distribucién de PRPs. Estos autores
pusieron en evidencia el efecto superador de la amnesia de una LTM, ocasionada por el bloqueo de
otro sistema de neurotransmisién hipocampal, distinto a los estudiados en esta Tesis, el sistema

dopaminérgico, gracias a la previa exposicion unica al OF.

Desempeiio en el campo abierto v relacion con la evitacion inhibitoria:

En la mayoria de los ensayos, la habituacién al OF se puso en evidencia al menos para alguno de
los pardmetros analizados; en general, para el nimero de exploraciones verticales y/o de
elevaciones sobre los miembros posteriores. Posiblemente los 3 min de duracién de las sesiones de
campo abierto no alcanzaron para que se produjera una habituacién mds robusta.

Thiel y colaboradores reportaron que aquellos animales con un niimero de elevaciones sobre los
miembros posteriores mayor en el campo abierto novedoso, tuvieron una mayor reactividad
colinérgica en el hipocampo, habiendo correlacion entre el nimero de elevaciones y el aumento en
la liberaciéon de ACh (1998) [15]. En nuestro caso, cuando se analizé la posibilidad de interaccién
entre los resultados en las dos tareas comportamentales estudiadas, no se encontré un correlato
entre el grado de habituaciéon al OF y el desempefio en la tarea de SD-IA. En consecuencia,
podemos decir que la facilitacidn por previa exposicion al OF, sobre la memoria de SD-IA luego de

entrenamiento fuerte, no guardaria una relacion directa con la expresion de la memoria del OF. Por
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otro lado, la superacién por exposicion al OF, de la amnesia (por escopolamina, MK-801 o
anisomicina) de la LTM de la SD-IA, no evidencié correlacién con el grado de habituacién
expresado en el OF, es decir que un mayor grado de habituacién al OF, no implicé una superacién

mas contundente de la amnesia.

PARTICIPACION DE SUBTIPOS DE RECEPTORES NMDA EN LA CONSOLIDACION
DE LA MEMORIA DE EVITACION INHIBITORIA

Recordemos que existen diferencias en cuanto a las subunidades que componen a los RNMDA y a
su distribucién en el SNC. NR2A y NR2B son las principales subunidades asociadas a la NR1 que
forman complejos canal-receptor en la corteza y el hipocampo. Se demostrd in vitro que la
duracién de la apertura del canal es mayor si estd compuesto por NR1/NR2B, respecto de la dupla
NR1/NR2A [516]. Por eso se llegd a proponer que el cambio de subunidades que se observa con la
edad estaria asociado con una reduccion del tiempo de apertura del canal y, por lo tanto, con una
menor probabilidad de que la coincidencia sindptica ocurra, lo que podria contribuir a explicar por
qué los individuos afiosos tienen mds dificultades en aprender y registrar nueva informacién o, en
todo caso, “filtrarian” mucho mds la informacién que llegara a ser procesada y almacenada [S17].

Ha sido reportado que la sobreexpresion de la subunidad NR2B del RNMDA en el prosencéfalo de
ratones transgénicos, condujo a una facilitacién de la LTP inducida por un estimulo de 10 a 100
Hz. [132]. Por otra parte, se observé en rebanadas de hipocampo de ratas transgénicas Long Evans
que sobre-expresaban la subunidad NR2B en el hipocampo y en la corteza, que no hubo cambios
en la LTD de la regiéon CA1, mientras que la LTP se vio aumentada [134]. En cambio, otros autores
trabajando en rodajas de hipocampo de ratas de 3 a 4 semanas, observaron que un antagonista
selectivo para los RNMDA que contienen NR2B, aboli6 la induccién de la LTD mientras que no
afectd la induccién de LTP [126]. Por otra parte, se ha demostrado que la LTD requiere de la
activacién de los RNMDA conteniendo NR2B extrasindpticos del hipocampo [518] y de la corteza
[127] en la rata. En el hipocampo, estos receptores extrasindpticos parecen regular la magnitud de
la LTD mediante el control de la actividad de los RNMDA sindpticos conteniendo NR2A, mientras

que no tuvieron efecto sobre la plasticidad en ausencia de activacion del receptor sindptico [518].

En nuestros ensayos, cuando se administré en el hipocampo una dosis alta del antagonista no
selectivo MK-801 de 6 pg/lado (fig. 4.10) inmediatamente luego de entrenamiento en la tarea de
SD-IA, no se evidenci6 efecto amnésico alguno y, en cambio, se observd un mejor desempefio de
las ratas en comparacién con el grupo control. ;Cual podia ser la causa de esto? Tal vez con las
concentraciones mds altas se habrian alcanzando receptores de mds dificil acceso y/o de menor

afinidad / diferente cinética?
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Efecto de la administracion del antagonista selectivo NR2B Ifenprodil administrado en

hipocampo dorsal sobre la consolidacion de la memoria en la prueba de SD-IA.

Tang y col. (1999) crearon un ratén transgénico que expresaba altos niveles de NR2B en el
hipocampo y algunas regiones de la corteza cerebral [132]. En estos animales el tiempo de apertura
del canal se asemeja al de los mas jovenes, lo que se propuso que los haria mas aptos para la
deteccion de coincidencia sindptica y formacién de conexiones sindpticas mds fuertes entre células
coactivadas. Esos ratones aprendieron mds rdpido y recordaron por mds tiempo respecto de los
ratones salvajes, al menos en 6 tareas diferentes. Aunque no hubo efecto de la sobreexpresion de
NR2B sobre la retencién en una tarea de reconocimiento de olores novedosos, estos ratones
manifestaron una ventaja notable en la memoria de un paradigma basado en la transmisién social
de preferencia de alimentos [133]. A partir de estos resultados, los autores propusieron que NR2B
tendria un rol critico en determinar el umbral (dependeria de la edad) para la plasticidad y el
establecimiento de memorias. La formacién de la memoria y el aprendizaje asociativo
involucrarian modificaciones en la eficacia sindptica con participacion directa del RNMDA. Como
ya hemos mencionado, ratas transgénicas Long Evans sobreexpresando NR2B en hipocampo y
corteza, no tuvieron cambios en la LTD de la regién CA1, mientras que fue mayor la pendiente de
la LTP. Los autores interpretaron que esta diferencia se deberia a un aumento de RNMDA
conteniendo NR2B. Por otra parte, propusieron que NR2B no estaria involucrada directamente en
desencadenar LTD, sino que jugaria un rol esencial en el control de la LTP. A nivel
comportamental, dichas ratas fueron mas eficientes en el reconocimiento de objetos novedosos, en
la version espacial del laberinto acudtico y en la memoria de trabajo (“delayed-to-non-match”)
[134]. Por otro lado, Clayton y col. (2002), utilizando oligo-ARN antisentido contra NR2B para
reducir los niveles de NR2B en hipocampo de rata, comprobaron que se abolié6 completamente la
induccién de LTP dependiente de RNMDA y los animales tuvieron un desempefio deficiente en el
MWM [519]. Wong y col. (2002) observaron que la sobreexpresion de KIF-17, una proteina
motora de la familia de las kinesinas que se une a NR2B vy la transporta a las terminales, produjo
mejoras en el aprendizaje y la memoria espacial y de trabajo en ratones [520]. Sin embargo, ratones
transgénicos hembra con déficit de estrégeno, que presentaron altos niveles de NR2B en el
hipocampo, no mostraron diferencias relevantes en su desempefio en el MWM [521]. Guscott y col.
(2003) observaron un efecto deletéreo de MK 801 en el MWM; pero un antagonista selectivo por
NR2B, el CP-101.606, en una dosis que ocuparia plenamente los RNMDA del hipocampo
conteniendo NR2B, si bien no tuvo efecto en la adquisicion del MWM, aumenté notablemente el
tiempo de natacion (busqueda de la plataforma) en el cuadrante correcto. Ambos farmacos fueron
administrados via i.p. 60 min antes del entrenamiento en el MWM [130]. Estos resultados
coinciden con observaciones previas, en que la administracién subcutdnea, a través de bombas
osmoticas, de antagonistas NR2B durante las 24 h posteriores al dafio cerebral experimental, no
tuvo efectos significativos en la LTP, pero mejoré funciones cognitivas evaluadas a las 48 h [522].

La subunidad NR2B también parece tener un importante rol en la adquisicién del condicionamiento
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al miedo. Rodrigues y col. (2001) inyectaron Ifenprodil, bloqueante selectivo NR2B, en amigdala
lateral 15-30 min antes del entrenamiento y observaron efecto amnésico en la prueba de
condicionamiento al miedo (EC: tono o contexto), tanto a la hora (STM) como a las 24 h (LTM).
Sin embargo, cuando se bloqueé6 NR2B 1 h o 24 h luego del entrenamiento, no se observéd efecto
alguno. Estos autores interpretaron que Ifenprodil i.p., en las mismas dosis utilizadas en nuestros
ensayos, alter6 la adquisicién pero no la expresion de condicionamiento al miedo contextual y
auditivo [523] (ver resumen de los antecedentes en tabla 6.6). Aunque el funcionamiento de los
RNMDA en la amigdala es diferente que en el hipocampo, en este caso no parecié modificarse la
consolidacion, como si ocurrid, en cambio, en nuestros ensayos.

Teniendo en cuenta su diferente funcionamiento y distribucidn, asi como los antecedentes
mencionados sobre funciones cognitivas, es logico pensar que los distintos tipos de RNMDA
puedan estar contribuyendo al aprendizaje y la memoria de manera diferente en distintas regiones
del cerebro.

En nuestros ensayos, Ifenprodil, MK 801 o vehiculo fueron administrados en la region dorsal del
hipocampo inmediatamente después de entrenamiento en las diferentes tareas de IA, y el testeo fue
realizado a las 24 h. El antagonista Ifenprodil, selectivo por receptores NMDA conteniendo
subunidades NR2B, no tuvo efecto observable, cuando fue administrado en el hipocampo dorsal, en
dosis de 0,1 y 1 pg/lado, inmediatamente después de entrenamiento en SD-IA con 0,5 mA. Por otra
parte, cuando la estimulacion fue subumbral (0.3 mA), los animales no habrian aprendido la tarea o
no expresaron una memoria de esa tarea; pero cuando se administré Ifenprodil (0,1, 1,0 y 6,0
pg/hipocampo), hubo expresion adecuada de la memoria durante la sesién de test, es decir que
hubo evidencia de la formacion de una LTM de SD-IA (fig 4.11). Esta LTM fue mas robusta para
los grupos inyectados con 1 y 6 ug, que resultaron estadisticamente distintos del grupo control. Es
interesante sefialar que una importante proporcion de los animales tratados no descendieron de la
plataforma dentro del tiempo mdaximo considerado para la prueba (ver [122]), sin evidenciar
congelamiento (“freezing”) o alteracién en la motricidad o en el comportamiento exploratorio
(vertical y horizontal). Estos resultados parecerian estar en concordancia con lo reportado por
Higgins y col (2005) que reportaron que “drogas NR2B” como traxoprodil mejoraron el
rendimiento en una tarea de tiempo de reaccién frente a 5 opciones en serie (five-choice serial
reaction time) [129; 130]. Por otra parte, nuestros resultados podrian ser explicados por el
mecanismo sugerido por Hayashi y col (2000): NR2B inhibiria, mientras que NR2A estimularia, la
expresion en superficie de los RAMPA regulando directamente el proceso de fusién [138; 139]. La
regulacién del trafico de RAMPA ha surgido como el principal mecanismo de expresién de
plasticidad sindptica, al menos en el hipocampo. Por otro lado, la LTD resultaria de la endocitosis
de RAMPA. NR2B inhibiria Ras-ERK, produciendo remocién de los RAMPA sindpticos y

debilitamiento sindptico [139].
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En consecuencia, concluimos que el bloqueo de los receptores NMDA de hipocampo dorsal
conteniendo la subunidad NR2B, ejercié un claro efecto promotor de la consolidaciéon de SD-IA.

No tenemos una adecuada interpretacion para la discrepancia entre nuestros resultados y los
obtenidos con ratones y ratas transgénicos. Pero es posible que la sobreexpresion de subunidades
NR2 lleve aparejada sobreexpresion de receptores NMDA, ya que existe un pool disponible de
NRI1, por lo que esta subunidad esencial no serfa limitante. Entonces, los efectos observados en los
animales transgénicos podrian tener relacién con el aumento de los receptores NMDA en las
regiones involucradas [132]. Un antagonista selectivo para NR2B provocé un efecto amnésico
cuando fue administrado en un tiempo préximo, previo al entrenamiento (1 hora o menos),
pudiendo haber afectado tanto la adquisicién como la consolidacién [130; 523]. Sin embargo,
cuando se lo inyecté 1 h o 24 h después del entrenamiento, no hubo efecto [523]. Nuestros
resultados muestran un efecto facilitatorio de ifenprodil, cuando es administrado en el hipocampo
dorsal, inmediatamente después del entrenamiento con choque subumbral en SD-IA. Los RNMDA
conteniendo NR2B parecerian ejercer roles diferentes durante la adquisicion y la consolidacién de
esta memoria: durante la adquisicion su funcionamiento pareceria tener un rol critico para la
codificacion de esa memoria; mientras que durante la consolidacién, la activacién de estos

receptores pareceria ejercer un rol modulatorio, de cardcter inhibitorio.

Tiempo respecto al
Autor |Modelo| Tarea | Antagonista Via Slalslin] |2 < Efecto
M R A Bl B Al IS
Guscott y . .
col.. 2003 Rata MWM | CP-101,606 ip. X Sin efecto
. CP-101,606; )
Ok]ly?gg; Rata | MWM | cp-torsgr; | Sub-cusdnea | g Sin efecto
col., CP-98 113 (mini-pumps)
.. X deterioro
i Condicion e X
Rodrigues y . . sistémica y
Rata | amiento | Ifenprodil |. . X
col., 2001 . intra-amigdala .
de miedo Sin efecto
X
Resultados SD-IA Ifenprodil (1 ‘ X y
youg intra- Promovié
de esta Rata T G x| hipocampo LTM
Tesis ST-1A | OO (4| Mpocamp X
Mg

Tabla 6.6: Resumen de nuestros resultados y de los antecedentes acerca del efecto del bloqueo
selectivo de aquellos RNMDA que contienen NR2B en el comportamiento de la rata.

Efecto de MK-801 sobre evitacion inhibitoria por pasaje de compartimiento en un paso (ST-

IA)

Hemos observado que 2 0 6 ug de MK-801 administrados intrahipocampo post-entrenamiento, no

tuvieron un efecto significativo en la tarea de ST-IA, cuando las ratas fueron entrenadas con un
choque por encima del umbral (0.5 mA) (Fig. 4.12), ni atin con un choque suave que puede
considerarse umbral en las condiciones de nuestros ensayos (0.4 mA), con la dosis mdxima de MK-
801 utilizada (6 ug) (Fig. 4.13). Entonces podemos concluir que, en las condiciones de nuestros

ensayos, MK-801 no evidencid efecto amnésico sobre la consolidacién de ST-IA, como ocurrié en
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la SD-IA en condiciones similares. Como ya hemos sefialado (cap II1.4) la tarea de ST-IA tuvo
caracteristicas diferentes a la tarea de SD-IA. Los estimulos, atin siendo de igual naturaleza e
intensidad, pueden tener un valor comportamental diferente en cada tarea. Asi como el umbral para
el aprendizaje es aparentemente menor en ST-IA que en SD-IA, también es menor el estimulo que
pone en evidencia una facilitacién en ST-IA por manipulacion sistematica desde el destete, ademas
de no haber efecto evidente de la previa exposicién al campo abierto sobre el desempefio en ST-IA.
El bloqueo de los receptores muscarinicos por escopolamina, resulté amnésico en SD-IA (capitulo
I, figs 4.2 y 4.3), mientras que en similares condiciones experimentales, no tuvo efecto visible en
ST-TA (capitulo III, fig. 4.6). Estos resultados parecieran confirmar que las caracteristicas de la
tarea de ST-TA (los 15 segundos previos a que se abra la puerta-guillotina, el espacio “mas
confortable” en que se encuentra el animal, la latencia mas prolongada durante el entrenamiento)
servirfan para independizar relativamente la prueba, de la “novedad” que representa la primera
exposiciéon a la caja de entrenamiento, por un lado, asi como de la manipulacién por el
experimentador por el otro, tal vez manteniendo mas bajo el nivel de estrés generado por dicha
manipulaciéon. En ambas tareas, la “fuerza” de la traza, de las modificaciones plasticas subyacentes
y su dependencia de los sistemas de neurotransmision en juego, parecerian ser diferentes [433;
436]. Es logico suponer que un estimulo comportamentalmente relevante concertaria mas
atencién/alerta comportamental, que uno menos relevante. En ST-IA se podrian estar reclutando
mds circuitos neuronales de la misma y, tal vez, de otras dreas cerebrales involucradas,
produciéndose la induccién concomitante de cambios pldsticos en mds sinapsis/circuitos, de
manera de establecer un registro muy robusto de esa memoria y de las respuestas acordes. Por lo
tanto, la traza de ST-IA resultarifa menos susceptible de ser interferida por el tratamiento

farmacologico.

Efecto de la administracion del antagonista selectivo NR2B ifenprodil en hipocampo dorsal

sobre la consolidacion de la memoria en la prueba de ST-IA.

Ifenprodil administrado postentrenamiento en ST-IA, tuvo un evidente efecto facilitador sobre el
desempefio en la tarea de ST-IA, cuando se entrené con un choque suave de 0,4 mA de intensidad
(fig. 4.14). El choque de 0.4 mA dio lugar a latencias de test considerablemente mds bajas que el de
0,5 mA, revelando el mencionado efecto promotor o facilitador por el bloqueo de los receptores
NMDA portadores de subunidades NR2B.

Cuando se compararon las diferencias de latencias (test-entrenamiento) de los grupos tratados con
MK-801 en dosis maxima y con ifenprodil, ambos grupos resultaron ser significativamente
diferentes, con un desempefio notablemente mejor del grupo tratado con ifenprodil (fig..4.14).
Estos resultados corroboran el efecto promotor del bloqueo de receptores conteniendo NR2B en el
hipocampo, en la formacién de la traza de una LTM con componentes aversivos, tal como ocurrié

en la SD-IA (fig 4.11). El bloqueo general de todos los subtipos de RNMDA del hipocampo dorsal
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dio lugar a resultados distintos en SD-IA respecto a ST-IA, siendo que dio lugar a un efecto
amnésico en SD-IA (fig 4.8), y no tuvo efecto evidente en ST-IA (fig 4.12). En cambio, el bloqueo
selectivo de aquellos RNMDA conteniendo la subunidad NR2B, dio lugar a un efecto facilitatorio
en ambas tareas. Estos resultados sugieren fuertemente que los receptores NMDA del hipocampo
dorsal conteniendo NR2B se comportarian como inhibidores durante la consolidacién de la
memoria, al menos en las etapas tempranas. Si bien la traza de ST-IA resultaria menos susceptible
de ser interferida por el bloqueo de los RNMDA durante la consolidacién temprana, en forma
similar a lo que ocurre en SD-IA, es susceptible de ser modulada positivamente por el bloqueo de

los RNMDA conteniendo NR2B.

Resumen de nuestros resultados

Tratamiento | Choque No-OF 2 OF
naive 0,5 mA LTM LTM
0,75 mA LTM Facilitacion LTM
Via Momento inyeccion
(respecto tr de SD-IA)
1P -20 min amnesia STM y LTM LTM (o) y amnesia
STM
escopolamina
H 0 min amnesia STM y LTM | LTM (ok) y STM (ok)
anisomicina H -90 min y -120 min | interferencia LTM LTM (ok)
amsomlcm? + H -90 mlr} y 0 min B LTM (ok)
escopolamina (respectivamente)
MK-801 H 0 min amnesia LTM LTM (ok)

Tabla 6.X: Efecto de la previa exposicion al campo abierto (OF). Resumen de los resultados.
(*) Tiempo respecto del entrenamiento en SD-TA.

IH: inyeccién intrahipocampo; i.p.: inyeccidn intraperitoneal

(ok): indica que hubo recuperacién de la amnesia.

Hipdétesis de etiquetado sinaptico y captura de proteinas de plasticidad

Aquellas sinapsis activadas por un aprendizaje requerirdn de proteinas de plasticidad
(PRPs: del inglés plasticity related proteins) para que se establezca la necesaria plasticidad
subyacente a una LTM. La “hipdtesis de etiquetado sindptico y captura” (STC del inglés
“synaptic tagging and capture”) propone que en aquellas sinapsis activadas recientemente
se establece una etiqueta transitoria que capturard con especificidad las PRPs. Se ha
demostrado que una forma transitoria de LTP (la LTP temprana) que se induce a partir de
una estimulacion eléctrica débil, puede ser transformada en una forma mads persistente de
LTP (la LTP tardia), si el estimulo fuerte y el débil se aplican dentro del lapso de una cierta
ventana temporal, que es bastante extensa (2 h), en diferentes sinapsis de una misma

neurona [177; 412]. En otros trabajos se ha demostrado que la LTP del hipocampo puede
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ser reforzada por exposicion de las ratas a un ambiente novedoso o al entrenamiento en el
tablero con agujeros (holeboard), y que este refuerzo es dependiente de sintesis proteica
[524; 525].

A nivel comportamental, se ha demostrado en ratas que un protocolo que sélo daria lugar a
la formacién de una STM (en tareas como SD-IA, reconocimiento de la localizacién de
objetos, condicionamiento del miedo y aversidon a un gusto), dio, en cambio, lugar a una
LTM cuando el entrenamiento fue contingente con la exposicién a una experiencia
novedosa. El procesamiento de la novedad habria dado lugar a activaciéon neuronal
convergente en algin drea cerebral activada por ambas tareas-, dentro de una ventana
temporal préxima al entrenamiento [170; 504]. Esto no ocurrié cuando se expuso a las
ratas a una experiencia que se considerdé familiar. Este proceso requirié de la sintesis de
novo de proteinas, posiblemente inducida por la novedad. Por estos resultados Moncada y
Viola (2007) y Ballarini y col. (2009) propusieron la existencia de un mecanismo general
para la formacién de una LTM, que se iniciaria con el “etiquetado comportamental” que se
establecerfa a partir de un aprendizaje débil. Este mecanismo seria andlogo al proceso de
STC antes descripto: requeriria de la formacién de una etiqueta transitoria -que no
dependeria de sintesis proteica- en una sinapsis especifica, que tendria la capacidad de
reclutar aquellas proteinas (PRPs) sintetizadas luego de la exposicion a la novedad.

La amnesia puede ocurrir por deterioro de multitud de procesos cognitivos, tales como el
aprendizaje (adquisicion de nueva informacién), la consolidacion de la informacidn, el recuerdo/
evocacion, la motivacidn, la atencién y otros procesos no cognitivos como el estrés. Los farmacos
utilizados en esta Tesis (escopolamina, MK-801 o anisomicina), en general dieron lugar a amnesias
retrégradas de la memoria de SD-IA que estuvieron vinculadas principalmente con un deterioro
durante la consolidacién y ademds, en el caso de escopolamina, también se produjo amnesia
anterograda, afectindose la adquisicion y/o la consolidacion. Estas amnesias pudieron ser
prevenidas o contrarrestadas por la previa exposicion al campo abierto.

La teoria de la modulacién de la memoria propone que durante la consolidacién de una
memoria, la neurotransmisién que proviene de la amigdala (por ejemplo, via receptores [3-
adrenérgicos) o bien las hormonas relacionadas con el estrés (por ejemplo, via receptores
de glucocorticoides) podrian modular la persistencia de la memoria “declarativa” en otras
regiones cerebrales, entre ellas el hipocampo [21]. Esta teoria podria incluir al efecto de la
previa exposicién a un ambiente poco familiar, si bien fue desarrollada a partir de
aprendizajes con contenido emocional. Y esta teoria, a diferencia de la hipétesis de STC,
no involucraria la existencia de etiquetas sindpticas [412].

Podemos concluir que la exposicion con habituacién al OF, previno o superd la amnesia

por bloqueo de los receptores muscarinicos o receptores NMDA. En forma semejante
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Wang y col (2010) reportaron que el bloqueo de receptores dopaminérgicos D1/D5 del hipocampo
durante la adquisicién y consolidacién de una tarea que evalda la memoria de uso cotidiano pudo
ser superado o prevenido por la previa exposicion una sesién de 5 min en el OF [510].

Intentando interpretar nuestros resultados en el marco de la teoria de STC, hay al menos
dos hechos que difieren de las propuestas mas generales ya que, en las condiciones de los
ensayos realizados: 1) la experiencia previa podria ser novedosa o no, ya que este no
pareceria ser un requerimiento absoluto, y 2) la sintesis de PRPs inducida por una tarea
podria ocurrir en otra regién o estructura relacionada —no exactamente en la misma- y, aun

asi, las etiquetas serian capaces de capturarlas.
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PARTE I
RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES DEL CAPITULO IIL

Las siguientes conclusiones se refieren a resultados con ratas adultas criadas en ciclo luz/oscuridad
invertido, entrenadas durante su fase de vigilia.

Manipulacion sistematica.

Ratas macho manipuladas de manera sistematica tres veces por semana desde el destete, 1
min por vez, que luego fueran entrenadas con igual intensidad de choque en SD-IA, mostraron
un desempeiio similar en esa tarea comparado con el de aquellas que no recibieron esta
manipulacién.

El menor estimulo con que hubo aprendizaje de SD-IA, registro de la traza y formacién de
LTM, fue de 0,5 mA para los machos y de 0,4 mA para las hembras, aunque debe tenerse en

cuenta que estas fueron siempre algo mas pequefias que los machos de la misma edad.

Intensidad del estimulo.

Hubo coherencia entre la intensidad del estimulo durante el entrenamiento en SD-IA y el
incremento en las medianas de las latencias de permanencia sobre la plataforma (coeficientes
de correlacion de Spearman entre 0,9 y 1). El desempefio fue mejor para los animales -con
manipulacién sistematica- que recibieron entrenamiento ‘“fuerte”, comparados con los animales
sin manipulacién y con los entrenados con choque suave.

En cambio, no hubo correlacion entre las medianas de latencias del test de la SD-IA y la
intensidad del choque, para las ratas que no recibieron manipulacion sistematica desde el destete.
Los grupos entrenados con distintas intensidades de choque parecen haber tenido un desempefio

similar (aunque hubo mayor dispersion de los datos).

Efecto de la exposicion al OF sobre el desempeiio en SD-IA

La exposicién previa a una sesiéon de OF, de 3 o 5 min, no modificé el desempeiio en SD-IA
con entrenamiento débil -cercano al umbral-, tanto con un intervalo de 50 min como de 90 min
entre ambas experiencias.

Los animales expuestos a dos sesiones en el OF (de 3 min), en dos dias consecutivos, mostraron
habituacion.

La exposicion a dos sesiones de OF en dias consecutivos, previa al entrenamiento en SD-IA
con choque suave, no produjo modificacion significativa en la LTM de la evitacion, ni en
machos ni en hembras.

En cambio, la previa exposicion a las dos sesiones de OF (con habituacién a la arena), dio lugar
a una facilitacion en el aprendizaje y/o en la consolidacion de la SD-IA cuando el
entrenamiento fue fuerte, manifestandose una LTM mas robusta.

Los animales entrenados en SD-IA con el menor choque para formar una LTM, también

expresaron STM.
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El OF previo no modificé significativamente la expresion de la STM.

El efecto del OF sobre la SD-IA pareciera depender del nivel de entrenamiento, lo que indica
que podria depender de la relevancia comportamental del estimulo. Un choque mds intenso
(por lo tanto méas doloroso y, en consecuencia, mas aversivo, representando entonces un estimulo
muy relevante para el animal) produciria una estimulacién sensorial mayor, con la posibilidad de
establecer mas asociaciones, mas fuertes. Este estimulo reclutaria mas circuitos neurales de la
misma region, - en el terreno previamente “sembrado” por el OF - y tal vez de otras areas
cerebrales, produciéndose induccién concomitante de cambios plasticos en mds sinapsis, dando
lugar a un registro muy robusto de esa memoria, que resultara en respuestas acordes. Por otra parte,
desde un enfoque evolutivo, podria representar menos costo el que una experiencia poco o nada
aversiva (OF), se asociara (facilitando) fuertemente con una aversiva, sélo cuando esta ultima fuera

comportamentalmente relevante (por €j., produciendo fuerte dolor o dafio).

CD (FS) vs. CI (FV)

En el OF, los animales criados en CD, entrenados durante su FS, desarrollaron menos
exploracion horizontal y mas exploraciéon vertical, comparados con los animales entrenados en
FV.

Tanto los animales FS como FV, se habituaron al OF en la segunda sesion, habiendo diferencias
entre ellos en ambas sesiones: Las ratas en CD, entrenadas en su FS, demoraron
significativamente mas en descender de la plataforma durante el entrenamiento en SD-IA, y
mucho mas durante el test, que los animales en CI, entrenados durante su FV (fase de mayor
actividad).

Como ya se menciond, las ratas FV, hubieran sido o no previamente expuestas al OF,
expresaron una memoria similar de SD-IA cuando fueron entrenadas con un choque suave. En
cambio, los animales FS expuestos a una o dos sesiones en el OF, evidenciaron una LTM mads
robusta de la SD-IA, cuando fueron entrenados con protocolo suave.

Tanto los animales FV como los animales FS, que fueran previamente expuestos a dos
sesiones en el OF, tuvieron un desempeiio en SD-IA significativamente mejor que los animales
no expuestos al OF, cuando fueron entrenados con un protocolo fuerte. En este caso, la LTM de la

SD-IA, fue similar para ambos grupos.

Podemos concluir que los animales en CD entrenados en FS, evidenciaron ser méas sensibles al
efecto del OF que los animales en CI entrenados durante FV, expresando una memoria de
largo plazo mas robusta con un entrenamiento débil. Sin embargo, el hecho de que la actividad
locomotora aparezca disminuida en las ratas en CD, debe ser tenido en cuenta tanto en el OF,
donde el nimero de cruzamientos fue menor en la primera sesién (o en una tnica sesién), como en

el entrenamiento en la SD-IA, en que los animales tuvieron latencias significativamente mayores
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para descender de la plataforma. También debe tenerse en cuenta el factor atencidn, el
comportamiento exploratorio, ya que las ratas FS no expuestas al OF, exploraron menos tambien
la plataforma, y también el factor tiempo, mas prolongado para FS, pudiendo influir en las

asociaciones que debe hacer la rata,

ST-IA.

Hubo coherencia entre la intensidad del estimulo durante el entrenamiento en ST-IA y el
incremento en las medianas de las latencias de permanencia en el compartimiento iluminado de
los animales con manipulacion sistemadtica (coeficiente de correlacién de Spearman = 1).

El umbral de intensidad de choque para evidenciar aprendizaje en machos y hembras, seria < 0,4
mA en ST-IA (0,3-0,4 mA), siendo menor al umbral aparente para la SD-IA (entre 0,3 y 0,4 mA
para las hembras y entre 0,4 y 0,5 mA para los machos).

Machos y hembras entrenados con igual intensidad de choque en ST-IA, tuvieron un
desempeiio similar (como ocurrié en la SD-1A).

La manipulacion sistemdtica desde el destete mejord el desempefio en ST-IA de ratas hembra
entrenadas con choque de 0,5 mA. Siguiendo la misma linea de razonamiento que para SD-IA, 0,5
mA constituiria un estimulo supraumbral para ST-IA, ya que el umbral estaria cerca de los 0,3 mA
(especialmente en las hembras que son un poco mds pequefias que los machos de igual camada); es
posible entonces, que este constituya un estimulo mas relevante; y de modo similar a lo que ocurrié
en SD-IA con un estimulo supraumbral elevado, la manipulacién sistemadtica facilite la memoria de
la ST-IA.

La exposicion a 2 OF (de 3 min), previa al entrenamiento en ST-IA con choque de 0,5 mA, no

produjo modificacion alguna en la LTM de la evitacion, ni en machos ni en hembras.

En sintesis, en ambas tareas de evitacion las ratas evidenciaron mejor aprendizaje y una LTM
mas robusta cuanto mas fuerte fue el estimulo; machos y hembras entrenados con igual
intensidad de choque tuvieron un desempefio similar; la previa exposicion a 2 OF —con
habituacién- con intensidad de choque de 0,5 mA, no dio lugar a una modificacion significativa
en el desempeiio en evitacion, excepto para ratas FS con protocolo suave..

Los diferentes resultados entre ambas tareas parecen indicar que los estimulos, atn de igual
intensidad, podrian tener un valor comportamental diferente en cada tarea. Asi como el umbral
para el aprendizaje es aparentemente menor en ST-IA que en SD-IA, también es menor el estimulo
que pone en evidencia una facilitacién en ST-IA por manipulacién sistematica.

La manipulacion sistematica tuvo un efecto facilitador sobre la memoria de SD-IA con

entrenamiento fuerte (1 mA), y de ST-IA adn con entrenamiento moderado (0,5 mA).
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PARTE 11

RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES DE LOS RESULTADOS DEL
CAPITULO IV

Farmacologia de la memoria

Las conclusiones que siguen corresponden a los resultados de ensayos con ratas adultas criadas en

Cly entrenadas en FV (hasta donde se indique).

Transmision muscarinica vy memoria de evitacion:

El bloqueo de receptores muscarinicos por escopolamina, tanto administrada i.p. antes de
entrenamiento suave en SD-IA, como en hipocampo dorsal, inmediatamente después del
entrenamiento también suave, evidencid el esperado “efecto amnésico” sobre la memoria de la
tarea, causando un deterioro de la expresion de la STM y la LTM. La escopolamina i.p. puede
haber afectado tanto la adquisicién como la consolidacién de LTM, mientras que la administracion
intrahipocampo postentrenamiento, claramente afecta sélo la consolidacion.

Por lo tanto, nuestros resultados corroboran que:

La transmision muscarinica es requerida posiblemente durante la adquisicién y, en particular, en
el hipocampo dorsal, durante la consolidacién temprana de una LTM de SD-IA, como asi también
para el registro transitorio para la expresion de una STM.

La exposicion a 2 OF fue suficiente para prevenir o superar la amnesia instigada por
escopolamina de la STM de SD-IA, cuando el bloqueo se restringié al hipocampo dorsal y a la
etapa de consolidacion temprana.

En cambio, cuando escopolamina fue administrada i.p., afectando también otras regiones
cerebrales (e incluso a nivel periférico), estando asi presente durante la adquisicidn, la previa
exposicion al OF no rescaté la expresion de STM (como es sabido, algunos mecanismos
comunes y otros diferentes subyacen a ambos tipos de memoria).

La exposicion al OF (a 1 o 2 sesiones) fue suficiente para prevenir o superar la amnesia de
SD-IA instigada por escopolamina, cuando la memoria fue evaluada a las 24 h; es decir que se
manifest6 la formacién de LTM: el OF habria promovido o rescatado la formacién de una traza.

Tanto las ratas FV, como las FS, evidenciaron superacién de la amnesia instigada por
escopolamina inyectada en hipocampo postentrenamiento con choque suave en SD-IA, por la

exposicion previa al OF.

El efecto amnésico del bloqueo de la transmisiéon muscarinica durante la adquisicion y/o la
consolidacion temprana de SD-IA, pudo “ser superado”, por la previa exploracién o la
habituacion a un ambiente diferente.

En cambio, en cuanto a la STM, el bloqueo muscarinico pudo ser “superado” solamente cuando
estuvo restringido al hipocampo dorsal después del entrenamiento.

Esta superacion de la amnesia ocurrié en animales que se habian habituado al OF, es decir que

la superacion no dependié exclusivamente, del efecto de novedad. Podria depender de otros
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aspectos y funciones cognitivas, como el establecimiento de otra LTM en la misma estructura (o en
otra estructura) y/o de modificaciones en el estado de atencion.

Como la exposicion al OF fue suficientemente breve (<< 20 min) y fue presentada al menos 50
min antes del entrenamiento en la SD-IA (cuando el animal asociaria el contexto [EC] con el
choque en las patas [EI]), no hubo condiciones para una reversiéon de STP/LTP y de STM (ya
ocurridas o ya establecidas).

A diferencia de lo observado para la SD-IA, en ST-IA (con 0,5 mA) no hubo un efecto amnésico
significativo por escopolamina administrada en hipocampo dorsal durante la consolidacion.

La exposicion previa al OF no tuvo efecto evidente sobre el desempefio en ST-IA.

Como ya se menciono, aunque similares, estas tareas son diferentes en varios aspectos,
posiblemente a nivel de la relevancia comportamental del estimulo aversivo en diferentes
situaciones, la importancia del espacio para la evitacién -estrecha plataforma elevada vs. un
espacio mas amplio, iluminado, a nivel- y de la posibilidad de asociacién con una ventana
temporal mas prolongada en ST-IA. Entonces, la “fuerza” de la traza, de las modificaciones
plasticas subyacentes y su dependencia de los sistemas de neurotransmision en juego, podrian ser

muy diferentes [433; 436].

Inhibicion de la sintesis proteica en hipocampo

El bloqueo de la sintesis proteica por anisomicina administrada en el hipocampo 90 o 120 min
antes del entrenamiento en SD-IA con choque suave, afecté la adquisicién y/o consolidacion
de esta tarea, provocando ammesia. Estos resultados corroboran que la LTM de SD-IA es
dependiente de sintesis proteica en el hipocampo, previa a, o durante la adquisicién y/o la
consolidacion temprana.

Cuando anisomicina se administro luego del segundo OF, dicha amnesia fue superada al menos
parcialmente. La anisomicina estuvo presente en el hipocampo durante el periodo en que podria
haber tenido lugar un fenémeno de labilizacién y/o reconsolidacién del OF, y podria haber seguido
actuando en el hipocampo, incluso durante la adquisicién de la SD-IA. Es decir, 2 sesiones en el
OF posibilitaron superar el efecto amnésico de anisomicina a nivel de la adquisicién/consolidacién
de SD-IA, promoviendo la formacién y/o expresién de LTM.

Ademads, ello resulta coherente con la interpretacion de que el OF podria haber inducido la sintesis
de proteinas ad hoc de plasticidad sindptica, que podrian ser utilizadas luego, lo que habria

permitido superar en parte la amnesia por inhibicion de la sintesis en el hipocampo dorsal.
El grado de reversion/prevencion de la amnesia de SD-IA por previa exposicion al OF, luego de

administrar anisomicina y escopolamina en los mismos animales, result aparentemente similar al

resultado de la infusién de cada una de las drogas por separado, lo que sugiere que el efecto

237



amnésico de ambas drogas no seria aditivo — y se podria especular que comparten algunos

mecanismos -.

La inhibicién de la sintesis proteica en el hipocampo 2 horas antes del entrenamiento en SD-
IA, habria impedido la formacién de una LTM y su evocacién consecuente. Por otra parte, la
previa exposicién al OF posibilité la formacién de una LTM similar, tanto para los animales
inyectados con anisomicina, como con anisomicina y escopolamina; en consecuencia, no fue
posible concluir si el efecto superador por exposicion al OF, de la amnesia provocada por

escopolamina, dependeria o no de sintesis proteica (se requieren otros ensayos para evaluarlo).

Los ensayos administrando anisomicina intrahipocampo (30 minutos) antes de exposicién al OF,
mostraron que, ain en ese caso, la amnesia producida cuando la droga se administr6é 2 h antes de
entrenamiento en SD-TA sin exposicion al OF, result6 superada o prevenida por esa sesién de OF.
Ello sugiere fuertemente que no seria — inicamente? - el hipocampo dorsal el lugar de sintesis

hipotéticamente requerida de las proteinas de plasticidad inducidas por el OF.

Estos resultados indican que, tanto la experiencia novedosa de exploracién de un campo abierto,
como la repeticién de esa experiencia que da lugar al reconocimiento de la arena, posibilitan la
formacién de una LTM de la SD-IA, a pesar del bloqueo de los receptores muscarinicos de CAl
del hipocampo o de un bloqueo mas generalizado por via i.p. 0o a pesar de la inhibicién de la
sintesis proteica en esa estructura. Ello podria deberse, entre otras posibilidades, a un incremento
sostenido de la liberacién de ACh en el hipocampo durante y luego de la exploracién y un
incremento aun mayor en la reexposicion al OF (ver Thiel y col., 1998), o también en otras
estructuras relacionadas, reclutadas por el OF, asi como también al probable aumento de algunas
catecolaminas (McGaugh, 2000), y/o a la disminucién del umbral para la induccién de cambios
plasticos subyacentes a la formacién de la traza y su consolidacién en una LTM. En este caso,
podrian intervenir proteinas directamente vinculadas con plasticidad sinaptica que habrian sido
sintetizadas durante el OF previo. Por eso, seria necesario ensayar el bloqueo de la sintesis proteica
antes de la exposicidn al OF en otras estructuras posiblemente involucradas, intentando hacerlo en
condiciones en que no se afecte directamente la adquisicion de la SD-IA.

La exposicion al OF fue siempre previa a la adquisicion, por lo que no podemos saber si el efecto
ocurre durante o después de la adquisicién y tampoco si es simetrico. Dos hechos nos llevan a
conjeturar que podria deberse a un efecto de “rescate” durante la consolidacién temprana: 1) la
amnesia por bloqueo muscarinico generalizado previo a la adquisicién, pudo ser revertido por
bloqueo de receptores Al durante la consolidacién, indicando que algo de la traza efectivamente se
formé [457]; 2) la amnesia retrograda por bloqueo de receptores muscarinicos del hipocampo
durante la consolidacién temprana, tanto sobre la STM como sobre la LTM, también fue prevenida

o superada por el OF.
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Transmision glutamatérgica. Receptores NVIDA.

La inhibicién de RNMDA del hipocampo dorsal por administracién de 2 pg/lado -pero no de
0,5 pg/lado- de MK-801, luego de entrenamiento suave en la SD-IA, provocé amnesia. Esto
corrobora que el bloqueo de los receptores NMDA del hipocampo dorsal interfiere en forma dosis-
dependiente con la consolidacién de la memoria de SD-IA, tanto en machos como hembras.

La previa exposiciéon al OF dio lugar a formacion de una LTM de la tarea, a pesar del

bloqueo de los RNMDA durante la consolidacién temprana.

A la luz de datos de la literatura y de los resultados presentados en esta Tesis, tanto el bloqueo de
los receptores muscarinicos, como de (algunos subtipos de?) receptores NMDA de hipocampo
durante la consolidacion temprana, que dio lugar a amnesia retrograda, o la inhibicion de la
sintesis de proteinas antes del entrenamiento, que provocé amnesia anterégrada, no impidieron
la formacion de una LTM cuando hubo una experiencia previa como la exposicién o
habituacién a un campo abierto, en este caso. El OF habria tenido un efecto similar frente al desafio
con drogas que actian en diferentes momentos, por sistemas de neurotransmisién y mecanismos

muy diferentes, incluso administradas por distinta via.

Como no hubo efecto amnésico de MK-801 administrado i.p. (0,07 mg/kg) 20 min antes, o de
MK-801 (2 pg) intrahipocampo, inmediatamente después de entrenamiento fuerte en SD-IA
(0,75 mA) en ratas que fueron expuestas previamente al OF; como tampoco hemos observado
amnesia por escopolamina cuando el entrenamiento en SD-IA podria considerarse fuerte, es dable
suponer que un estimulo comportamentalmente relevante concertaria mds atencion/alerta
comportamental, que uno menos relevante. Como ya hemos mencionado, se reclutarian mas
circuitos neurales de la misma regién, y tal vez, de otras dreas cerebrales involucradas,
produciéndose la induccién concomitante de cambios pldsticos en mds sinapsis/circuitos,
estableciendose un registro muy robusto de esa memoria. Por lo tanto, la traza resultaria menos

susceptible de ser interferida, por ej. por tratamiento farmacoldgico.

Por otro lado, una dosis alta de MK-801 (6 pg/hipocampo) inmediatamente luego de
entrenamiento en SD-IA, no produjo efecto amnésico. Inclusive parecié haber una tendencia a
un mejor desempefio en esta tarea. Una interpretacién posible para estos resultados seria la de una
participacion diferencial de subtipos de receptores NMDA: aquellos que serian bloqueados
recién con las concentraciones mds altas del antagonista (menos accesibles?, con menor afinidad?)

serian “inhibitorios”, por lo que su bloqueo daria lugar a una facilitacion.

El bloqueo de receptores NMDA del hipocampo dorsal con MK-801 no tuvo efecto sobre la

consolidacion de la memoria de ST-IA (con 0,5 mA), a diferencia de lo que ocurrié con la SD-IA
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(con igual choque). De manera similar a lo que ocurrié con escopolamina en ST-IA, no se
evidencio efecto amnésico de MK-801. Esto constituye otra muestra de las diferencias entre estas
tareas: como ya se menciond, la “fuerza” de la traza, de las modificaciones pldsticas subyacentes y
su dependencia de los sistemas de neurotransmision en juego, podrian ser muy diferentes.

De manera similar a lo ocurrido en SD-IA, una dosis alta de MK-801 (6 pg/lado)
postentrenamiento suave en ST-IA, no provocé cambios.
El bloqueo de receptores NMDA de hipocampo dorsal conteniendo la subunidad NR2B,
ejercié un claro efecto promotor durante la consolidacién, en la formacién de la LTM de la SD-
IA cuando se entrend con choque subumbral. De manera similar, el bloqueo de los receptores de
hipocampo conteniendo NR2B también fue facilitador durante la consolidacién de la memoria
de ST-IA.
Los resultados sugieren fuertemente que los receptores NMDA del hipocampo dorsal serian
requeridos durante la consolidacién de SD-IA, pero no de ST-IA, mientras que aquellos receptores
conteniendo NR2B se comportarian como inhibidores durante la consolidacion de la memoria de

ambas tareas, al menos en las etapas tempranas.

CONCLUSIONES FINALES
Exposicion previa al OF:
»  Tuvo efecto similar sobre la expresion de LTM frente al desafio con drogas
que actdan en diferentes momentos, por mecanismos muy diferentes, incluso
administradas por distinta via.
»  Previno o supero la amnesia por:
= Bloqueo de RAChM o RNMDA en hipocampo dorsal durante la
consolidacién temprana.
= Bloqueo generalizado de RAChM antes del entrenamiento.
»  Promovié la formacion de una traza que podria haber estado ausente, o
facilit6 la expresion/consolidacion de una traza adquirida.
Sugerimos que:
»  Podria ejercer un efecto de “rescate” durante la consolidacién temprana, al
menos para la amnesia por bloqueo muscarinico.
»  Dicho efecto no dependeria, -0 no exclusivamente- del efecto novedad ya que
ocurrié en animales habituados al OF.

Inhibicion de sintesis proteica del hipocampo dorsal:
»  Desde 90 min y 120 min antes de entrenamiento en SD-IA produjo interferencia
en LTM de SD-IA
Exposicion previa al OF:
»  Previno/recuperé de dicha amnesia, tanto cuando la inhibicion fue desde antes,
como después del 2do OF.
»  Sugerimos que el efecto del OF
* no dependeria de sintesis proteica que hubiera ocurrido durante o
después del 2do OF en el hipocampo dorsal
= ;podria depender de la 1ra sesion de OF?

Corroboramos que los RNMDA del hipocampo dorsal serian requeridos durante la
consolidacion de SD-IA, pero aquellos conteniendo NR2B se comportarian como
inhibidores durante la consolidacion temprana.
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Abreviaturas:

Ach: acetilcolina

AMPA: dcido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol propionico

AP: antero-posterior

APV o AP5: dcido-5-fosfonovalerico o dcido D-amino-5-fosfonopentanoico
CA: Cuerno de Ammon

CaMK II: Calcio/calmodulina proteina kinasa II

CD: ciclo luz/oscuridad derecho

CI: ciclo luz/oscuridad invertido

CREB: proteinas que se unen a elementos de respuesta a AMPc

EPSP: potencial potsindptico exitatorio

FS: fase de suefio

FV: fase de vigilia

GABA: 4cido gama amino butirico

GD: Giro dentado

HFS: estimulacion de alta frecuencia, del inglés high frequency stimulation
HSV-1: virus herpes simplex tipo 1

1.p.: intraperitoneal

IA: evitacidn inhibitoria, del inglés inhibitory avoidance

IH: intrahipocampo

KA: Kainato

LL: latero-lateral

LTD: depresion de larga duracion, del inglés long term depression

LTM: memoria de larga duracién, del inglés long term memory

LTP: potenciacion de larga duracion, del inglés long term potentiation
MWM: laberinto acudtico de Morris, del inglés Morris water maze

NMDA: N-metil-D-aspartato

NRI1: subunidad 1 del receptor NMDA

NR2: subunidades 2 del receptor NMDA

OF: campo abierto, del inglés open field

PKA: protein quinasa A

PRPs: proteinas relacionadas con la plasticidad sindptica (del inglés: plasticity related
proteins)

RNMDA: receptor NMDA

RAChM: receptores muscarinicos de acetilcolina

SD-IA: evitacion inhibitoria por descenso en un paso, del inglés Step Down inhibitory
avoidance)

ST-IA: evitacién inhibitoria de pasaje de compartimiento en un paso, del inglés Step
Through inhibitory avoidance

STM: memoria de corta duracion

STP: potenciacion de corta duracion , del inglés short term memory

STC: hipétesis de etiquetado sindptico y captura de proteinas de plasticidad (del inglés:
synaptic tagging and capture)

te: test o prueba

tr: entrenamiento

WM: memoria de trabajo, del inglés working memory

269



	Portada
	Resumen
	Abstract
	Agradecimientos
	Índice
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Resumen de nuestros resultados
	Bibliografía
	Abreviaturas

