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Analisis comparativo de mecanismos de plasticidad neuronal

involucrados en la labilizacion y reconsolidacion de la memoria

RESUMEN

Una vez que la memoria de largo término es almacenada mediante el
proceso de consolidacién, la presentacion de un recordatorio, tal como claves
contextuales presentes durante el aprendizaje, puede desencadenar un
proceso de labilizacién y reconsolidacioén. La labilizaciéon-reconsolidacién de la
memoria posee procesos que le son inherentes: reactivacion, labilizacién y
reestabilizaciéon de la traza mnésica. Si cualquiera de ellos es interrumpido, el
proceso completo no tendra lugar. La determinacion de los mecanismos
moleculares que subyacen a cada proceso es uno de los temas de intenso
estudio y debate en este momento en el campo de la neurobiologia de la

memoria.

La primera parte de esta Tesis consistié en la puesta a punto de un nuevo
protocolo de condicionamiento pavloviano contextual (CPC) en el cangrejo
Neohelice granulata. Esto nos permitié realizar posteriormente estudios
comparativos con otro paradigma de condicionamiento contextual en el ratén,
Mus musculus. De esta manera, obtuvimos evidencias que indican que el
cangrejo Neohelice granulata establece una asociacién entre un contexto
(estimulo condicionado, EC) y un estimulo aversivo (estimulo incondicionado,
El). El EC estd compuesto por las caracteristicas del contexto (iluminacién,

textura, color, patrén, etc.) y el El es un estimulo visual de peligro.

Al inhibir la via de sefalizacion del Ffactor de transcripcion NF-kB
encontramos que tanto la consolidacién como la reconsolidacion de la
memoria se ven impedidas. Este efecto permiti6 el estudio de las
caracteristicas del recordatorio capaces de desencadenar la labilizacion-

reconsolidacién de la memoria. Observamos que el proceso de labilizacién-



reconsolidacién es desencadenado Unicamente ante la presentacion

especifica del estimulo condicionado.

Posteriormente realizamos un estudio comparativo entre el CPC en
cangrejos y el condicionamiento de miedo contextual en el ratén. Estudiamos
mecanismos moleculares que subyacen a la labilizaciéon de la memoria,
encontrando que la degradacion de proteinas a través del sistema de
ubiquitina-proteasoma juega un rol importante en la labilizacién tanto en

cangrejos como en ratones.

Finalmente, pudimos determinar que una de las funciones que puede
cumplir el proceso de reconsolidacién estd vinculada al reforzamiento de la
memoria. Este fenédmeno de reforzamiento ocurre en el CPC de Neohelice,
mientras que no fue encontrado en el condicionamiento de miedo contextual

en el ratén.

Palabras clave: Condicionamiento contextual, labilizacién, reconsolidacion,

NF-kB, proteasoma.



Comparative analysis of neural plasticity mechanisms involved
in memory labilization and reconsolidation

ABSTRACT

After a long-term memory is stored through the memory consolidation
process, the occurrence of a reminder, such as contextual cues present during
learning, can trigger the labilization-reconsolidation process. Memory
labilization-reconsolidation requires inherent steps: reactivation, labilization
and stabilization of the memory trace. If any of these steps is interrupted, the
entire process can not take place. Currently, the identification of the
molecular mechanisms underlying each step is a topic of intense study and

debate in the learning and memory field.

A new contextual pavlovian conditioning (CPC) protocol was developed for
the Neohélice granulata crab in the first stage of this Thesis. This protocol
allowed us to perform a comparative study with contextual conditioning in
the Mus musculus mouse. We found that Neohélice can associate a specific
environment (the conditioned stimulus, CS) with an aversive unconditioned
stimulus (US). The CS is composed by the contextual cues (including
illumination, texture, color, patterns, etc.) while the US is a visual danger

stimulus.

We found that the inhibition of the NF-kB transcription factor pathway
leads to the absence of both, consolidation and reconsolidation of this new
CPC paradigm. This allowed us to study which features of the reminder are
able to trigger memory labilization. We found that the labilization-
reconsolidation process is triggered specifically and only by the presentation
of the CS.

After the characterization of the CPC in the crab, we performed a
comparative study between this contextual associative memory in crabs and

the contextual fear conditioning in mice. We studied molecular mechanisms



underlying memory labilization finding that the ubiquitin-proteasome system

plays a key role during labilization in both, crabs and mice.

Finally, we found that reconsolidation could may play a role in the memory
reinforcement process, a role that we found in the CPC in crabs but not in the

contextual conditioning in mice.

Key words: Contextual conditioning, labilization, reconsolidation, NF-kB,

proteasome,
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Introduccion General

[.1. APRENDIZAJE Y MEMORIA

Los dioses le pidieron a Zeus que creara divinidades capaces de cantar el
nuevo orden establecido en el Universo. Disfrazado de pastor, Zeus se unio
durante nueve noches consecutivas con Mnemosine, hija de Gea y Urano,
hermana de Kronos y Okeanos. Mnemosine, personificacion de la memoria,
"sabe todo lo que ha sido, es y serd "; posee el conocimiento de los origenes y
de las raices, poder que traspasa los limites del mas alld. En Lebadea, ciudad
de Beocia, existia una fuente con su nombre, de donde tenian que beber los
asistentes al oraculo de Trofonio para tener acceso a la revelaciéon. En las
regiones infernales, en el oscuro reino de Hades, existia también una fuente
de Mnemosine, a la que se le oponia la de Lete, el rio del olvido, del que
bebian los difuntos para olvidar su vida terrena. Para los griegos, los muertos
son aquellos que han perdido la memoria. Para ellos la memoria parece haber
sido considerada una herramienta muy importante para defender la verdad,

para defendernos a nosotros mismos.

Mas alla de la mitologia y de las creencias culturales y religiosas, la memoria

es un importante tema de interés cientifico,

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

;cudles son los procesos que conducen a esas relaciones de contingencia?

17



Capitulo |

(Rescorla 1972, Dickinson 1980, Mackintosh 1975, Pearce y Hall 1980).

El aprendizaje y la memoria son mecanismos claves a través de los cuales el
comportamiento de un animal puede ser modelado como producto de la
propia experiencia y a partir de la interacciéon con el medio ambiente. De esta
manera, la comprension sobre dénde se almacena la memoria, como se
recuerda y como se olvida han sido de gran interés para la humanidad y en
particular para las neurociencias. Durante el transcurso de esta Tesis
intentamos abordar algunos aspectos acerca de este tema tan complejo con la

intencion de contribuir a encontrar respuestas a estas preguntas.

Como en cualquier disciplina, es necesario definir determinados conceptos.
En este caso es indispensable definir Memoria dado que para la ciencia ha
dejado de ser una diosa o una propiedad abstracta del alma o de la mente y
por tanto puede ser estudiada y comprendida, al menos desde el punto de

vista neurobioldgico.

Dado que la memoria es generada por el aprendizaje, primero debemos
definir este concepto desde el punto de vista neurobiolégico. El aprendizaje es
el proceso o acto que produce un cambio en el comportamiento debido a una
experiencia comportamental (sensorial, motora, emocional) (Maldonado 2008).
Ahora sabemos que estos cambios no son propiedades del alma sino que
ocurren a nivel cerebral y actualmente se conocen ejemplos de circuitos
neuronales que codifican aprendizajes especificos. La capacidad de cambiar
las propiedades reactivas de las neuronas como resultado de una activacion
previa es lo que se llama plasticidad neuronal (Konorski 1948). Podemos definir
entonces a la memoria como una representacion interna de una experiencia
comportamental codificada espacio-temporalmente en circuitos neuronales
mediante cambios en las propiedades reactivas de las neuronas que puede guiar
el comportamiento (Kandel et al.,, 2000; Dudai, 2002b; Dudai, 2002a). Sin
embargo, es importante aclarar que no toda plasticidad neuronal implica un
proceso de memoria ya que hay plasticidad en el desarrollo del sistema
nervioso, en la regeneracion, etc. Existen también aquellas memorias innatas,

codificadas genéticamente y establecidas en el desarrollo, es decir no

18



Capitulo |

adquiridas mediante un aprendizaje (Dudai, 2002b).

En la naturaleza, las presiones de seleccion actian sobre distintas
caracteristicas del individuo. El comportamiento y la memoria no son una
excepcién y, como ocurre con otras caracteristicas Fenotipicas de los
individuos, la evolucién también puede operar sobre estos. Poder modificar el
comportamiento para poder predecir acontecimientos futuros con un alto
grado de certeza, parece resultar altamente adaptativo para cualquier
organismo. La manera que tiene un animal para establecer estas predicciones
es almacenar la informacion referente al pasado, procesarla e integrarla a la
informacion previa y utilizarla como predictiva en circunstancias similares, es

decir, formar memorias.

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

adquisicién, el almacenamiento y la evocacion de la memoria.

.2. CATEGORIAS DE LA MEMORIA Y DISTINTOS TIPOS DE APRENDIZAJE

El estudio de la memoria constituye un gran desafio por la complejidad del
fendmeno y por los distintos niveles de analisis que implica. Estudios clinicos
en pacientes con déficit mnésicos y gran cantidad de estudios en modelos de
aprendizaje experimentales han permitido distinguir dos tipos basicos de
memoria: la memoria explicita o declarativa y la memoria implicita o de

procedimiento. La primera (explicita) es el tipo de memoria autobiografica,

19



Capitulo |

semantica y de hechos factuales, que en humanos puede ser evocada
mediante un acto deliberado. Por lo general no requiere de la repeticién de
los estimulos o de la experiencia para establecerse. La segunda (implicita) en
cambio, abarca reflejos, habilidades motoras y habilidades perceptuales.
Normalmente se fija a lo largo de numerosas repeticiones y no requiere de

una evocacion deliberada (Squire, 1987 y 2004).

La memoria implicita comprende formas de aprendizaje segln las
caracteristicas y modalidades de la experiencia comportamental que pueden
ser o no asociativos. El aprendizaje no asociativo consiste en la percepcién de
los distintos estimulos del medio y sus caracteristicas y abarcan a la
sensibilizacién y a la habituacién, en las que el animal aprende las propiedades
de un Unico estimulo. La sensibilizaciéon es un aumento en la respuesta a una
amplia variedad de estimulos luego de la exposiciéon a uno inicial, intenso o
nocivo. En términos generales, es posible definirla como un aumento
inespecifico de la tendencia a responder. La habituaciéon, en cambio, es el
decremento de la respuesta ante la presentacion reiterada del estimulo que la
desencadena. Para poder caracterizar un decremento de la respuesta como la
habituacién es necesario descartar los fendmenos de fatiga motora y
adaptacién sensorial. Al contrario de la sensibilizacion, la habituacion es
estimulo-especifica. La capacidad habituante de un estimulo es inversamente

proporcional a su nocividad.

El aprendizaje asociativo, en cambio, consiste en el establecimiento de
relaciones, o asociaciones, entre estos estimulos, lo que permite al individuo
formular predicciones. Este es el principio basico del condicionamiento, un
fendmeno cognitivo descripto por primera vez en 1927, por Ivan Pavlov. En sus
clasicos experimentos con perros, Pavlov observé que si se presentaba al
individuo, en forma repetida, un estimulo emocionalmente neutro (el timbre)
seguido inmediatamente de otro estimulo emocionalmente relevante
(alimento), se producia una asociacién entre ambos estimulos de modo que el
primero pasaba a tener un valor predictivo, anticipatorio, del segundo. Es

decir, el individuo aprendia una relacion de contingencia entre ambos
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estimulos que se evidenciaba porque al presentar sélo el primer estimulo,
denominado estimulo condicionado (EC) comenzaba a producirse en el animal
una respuesta comportamental (salivacion) que hasta entonces sélo era
desencadenada por el segundo estimulo, el estimulo incondicionado (El). De
este modo, lo que antes era una respuesta incondicionada, es decir, producida
siempre por el El, se convierte en una respuesta condicionada: una respuesta
producida por el EC, sélo después de que la asociacion fue establecida. Este
tipo de condicionamiento se denomina clasico o pavloviano y representa un
ejemplo de cémo los animales aprendemos las relaciones existentes entre los

estimulos que nos rodean.

En 1957, Burrhus Skinner describi6 un tipo de condicionamiento
cualitativamente distinto, en el que el individuo; en lugar de aprender que el
EC predice la llegada del El, aprende que él mismo debe llevar a cabo una
accion para que ocurra el El (por ejemplo, recibir una recompensa o evitar un
castigo). Entonces, la asociacion establecida es una relacién de contingencia
entre su accion (respuesta operante) y la consecuencia de ésta. Este tipo de
condicionamiento es conocido como operante o instrumental y representa un
ejemplo de como los animales aprendemos las consecuencias de nuestras

propias acciones.

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

biolégicos.

Resumiendo, los tres niveles principales de complejidad estan vinculados al
aprendizaje de la existencia de un estimulo (habituacién y sensibilizacion), al
aprendizaje de la relacién entre estimulos (condicionamiento clasico) y al
aprendizaje del efecto de las acciones propias (condicionamiento operante)
(Rescorla y Wagner, 1972). Es probable que todas estas formas de memoria
coincidan en las fases que las forman. Sin embargo, los procesos que subyacen

a cada una de estas fases pueden ser distintos, haciendo que varien sus
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caracteristicas y duracion. Dichos procesos estardn determinados en gran

medida por el tipo de informaciéon que compone a cada memoria.

[.3 MODELOS EXPERIMENTALES

1.3.1 Memoria contexto-senal en el cangrejo Neohelice granulata

Neohelice granulata (anteriormente llamado Chasmagnathus granulathus) es
la presa preferida de muchas gaviotas, en consecuencia, un objeto que se
aproxima o mueve por encima del animal provoca en éste una reaccion innata
de escape. Si bien la respuesta de escape es la reaccion mas comun, el cangrejo
posee al menos otras dos estrategias defensivas en su repertorio, una
respuesta agresiva, en la cual expone lateralmente sus quelas, y un
comportamiento de inmovilidad o congelamiento. La respuesta de escape del
cangrejo frente a un estimulo visual de peligro (EVP) es facilmente evocable y
cuantificable de manera muy confiable en el laboratorio. Esto, junto a otras
ventajas experimentales que ofrece Neohelice, algunas de las cuales seran
descriptas a lo largo de esta tesis, fueron las razones para que desde el afo
1984 el Dr. Maldonado junto a un grupo de jévenes colaboradores iniciara un
programa de investigacion sobre las bases fisiolégicas del comportamiento
utilizando como modelo experimental este cangrejo. Treinta anos mas tarde, el
modelo de Neohelice para estudios de aprendizaje y memoria es reconocido
internacionalmente (Tomsic et al., 1998; Romano et al, 2006b). A continuacion,
describiremos brevemente el modelo cldsico de memoria que se ha venido
utilizando hasta el desarrollo del nuevo modelo de condicionamiento que es
parte de esta Tesis, y del cual deriva. El EVP que se utiliza en este paradigma
clasico consiste en el desplazamiento de una pantalla por encima del animal,
que no conlleva aparejado ningdn dano inmediato para el cangrejo. Frente a
este estimulo Neohelice despliega una tipica respuesta de escape que decae

con una curva de forma caracteristica luego de unas pocas presentaciones del
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EVP. La reduccién de la respuesta durante la presentacion repetida del EVP no
puede ser explicada en términos de fatiga motora o adaptacién sensorial
(Lozada et al., 1990). De hecho, la reduccién de la respuesta de escape frente al
EVP es el resultado de un proceso mnésico que persiste por al menos 5 dias

luego de concluido el entrenamiento (Maldonado et al., 1997).

Esta memoria es llamada “memoria contexto-senal” (MCS), ya que en el
entrenamiento los cangrejos asocian el EVP (la senal) al contexto del
entrenamiento (Tomsic et al., 1998). Esta asociacion se evidencia sélo cuando se
observa retencion al evaluar la memoria en el mismo contexto del
entrenamiento. Al evaluar los animales en un contexto distinto, estos
responden al EVP del mismo modo que los animales no entrenados, es decir
que no muestran retencién. Esta MCS se adquiere siempre que se aplique un
entrenamiento espaciado, que consiste en 15 o mas ensayos con un intervalo
entre ensayos mayor a 30 segundos (Pedreira et al., 1998). La capacidad de
adquisicion de la MCS en Neohelice es sensiblemente superior a la de otras
especies de cangrejos filogenéticamente emparentadas pero que difieren en
las caracteristicas de su habitat. Este fendmeno evidencia una adaptacioén de las
capacidades cognitivas de Neohelice frente a las presiones ecoldgicas que debe

enfrentar en su entorno natural (Tomsic et al., 1993).

Como mencionamos anteriormente, durante el transcurso de esta Tesis,
nosotros desarrollamos un nuevo paradigma en el cangrejo Neohelice. El
protocolo y los mecanismos subyacentes a la memoria en este nuevo paradigma

se encuentran explicados en los capitulos Il y Il

1.3.2 Condicionamiento de miedo en ratén

En los Gltimos anos se ha avanzado mucho en cuanto al conocimiento de
caracteristicas comportamentales y mecanismos neuronales de la adquisicion
de memorias de miedo. Parte de este progreso se debe a la utilizacion por
parte de muchos investigadores del mismo modelo de estudio de
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comportamiento como paradigma de memoria, el condicionamiento
pavloviano de miedo (Wehner y Radcliffe, 2004). Este aprendizaje presenta
dos variantes, el condicionamiento de miedo al contexto y el
condicionamiento de miedo a una clave o al tono (conocidos en inglés como
contextual fear conditioning y cued fear conditioning, respectivamente), en el
que el sujeto experimental, tipicamente un ratén o una rata, es colocado en
una caja con determinadas caracteristicas contextuales (EC1); luego de un
tiempo de habituacién, puede presentarse o no, un tono (EC2) que finaliza
conjuntamente con un choque eléctrico suave en las patas (El). Ante dicha
situacion, los animales suelen responder inicialmente con una locomocion
mayor, o con un comportamiento de congelamiento (del inglés, freezing; RI). Si
el animal vuelve a ser colocado en su caja de alojamiento, y un tiempo después
se lo vuelve a colocar en la misma caja de entrenamiento (EC1) o en otra
diferente pero se le presenta el tono (EC2), el mismo muestra un conjunto de
comportamientos de miedo, entre ellos el de freezing (RC) y asi, evidencia la
memoria de la asociacién EC-EI (Blanchard y Blanchard, 1969). La existencia de
un condicionamiento de miedo puede también ser evaluada ante la
presentacién del EC utilizando otros parametros ademas del freezing, por
ejemplo un incremento en la presion sanguinea, cambios en la respiracion,
respuestas de sobresalto ante otros estimulos, evitacion del lugar en donde

ocurri6 el evento aversivo, entre otros (LeDoux, 2000).

Este paradigma de condicionamiento de miedo es utilizado en la presente

Tesis como modelo de memoria, por lo que volveremos sobre él mas adelante.

Varios aspectos de los circuitos neuronales que subyacen al comportamiento
de condicionamiento de miedo han sido exhaustivamente estudiados, y hoy en
dia es claro que este condicionamiento aversivo depende de la integridad de la
amigdala (LeDoux, 2000; Maren, 2003). Cuando se trata de la versién
contextual, se suma la necesidad de la formacién hipocampal tanto para la
formacion como para la evocacion de esa memoria (Phillips y LeDoux, 1992;
Fanselow, 2000). Se cree que el hipocampo establece la representacion

sensorial y cognitiva del contexto, que eventualmente sera asociada al choque
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eléctrico tanto en la amigdala (Anagnostaras et al, 1999; LeDoux, 2000;
Anagnostaras et al., 2001; revisado en Debiec et al., 2002) como eventualmente
en el mismo hipocampo (Anagnostaras et al., 2001). Se piensa que hipocampo
dorsal y ventral tienen diferentes roles en el procesamiento de la informacion,
por ejemplo el dorsal estd involucrado en la memoria espacial/cognitiva,
mientras que el ventral procesa informacién relacionada al estado afectivo y
homeostatico del animal (Moser y Moser, 1998). En esta Tesis focalizaremos
nuestro estudio en el hipocampo dorsal, pues es alli donde se procesa la

informacién involucrada en la memoria en estudio.

I.4. FASES DE LA MEMORIA

1.4.1 Consolidacion

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

conocido como consolidacion de la memoria.

La teoria de la consolidacién fue formulada a principios del siglo XX. Miiller
y Pilzecker realizaron una serie de experimentos de interferencia en humanos

que no poseian patologias cerebrales. La conclusion a la que llegaron fue que
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luego de un entrenamiento existe un proceso interno que fija las asociaciones
que se han formado, al que llamaron consolidacion (Lechner et al., 1999,
Maldonado, 2008). La hipétesis de la consolidacién fue ignorada por casi 50
anos hasta que en 1949 Hebb replanteé el estudio de la consolidaciéon (Hebb
1949) y realizé una serie de experimentos en animales no humanos entre los
cuales se encuentran los realizados por Duncan y Gerard con roedores
(Duncan et al, 1949). Estos determinaron que el fenémeno de |la
consolidacién se ponia de manifiesto como resultado de la amnesia cuando un
factor de interferencia es introducido dentro de un determinado intervalo de
tiempo luego del entrenamiento. Este fenémeno fue encontrado en especies
muy diversas, incluyendo al cangrejo Neohelice granulata (i.e. Pedreira et al.,
1996; Romano et al., 1996).

En lineas generales, la teoria postula que toda nueva memoria, inicialmente
labil, es gradualmente consolidada, tras lo cual puede permanecer largo
término. Este postulado lleva implicito el concepto de que el fenédmeno de
consolidacién ocurre una sola vez, tras la adquisicion de la memoria (Dudai
20023).

Inicialmente los tratamientos amnésicos aplicados eran sistémicos e
inespecificos como los electrochoques convulsivos (Duncan 1949; McGaugh
1966). Pero con el desarrollo de la farmacologia se fueron utilizando agentes
amnésicos cada vez mas especificos tales como drogas que bloquean distintos
procesos moleculares de manera especifica. De esta manera comenzaron a
revelarse distintos eventos moleculares involucrados en la consolidacién de la
memoria. Generalmente el efecto amnésico encontrado era evidente sélo si
se evaluaba la memoria uno o mas dias luego de la adquisiciéon pero no si la
evaluacion ocurria luego de unas pocas horas (Agranoff et al. 1965; Geller et
al. 1969). Esto condujo a la idea de que existian dos representaciones en el
sistema nervioso que servian a una misma memoria. Estas representaciones
eran cualitativamente distintas dado que una era susceptible a la disrupcion
mientras que la otra no. Ademas, poseian distintos cursos temporales siendo

una de corto término (MCT), observada a unas pocas horas e insensible al
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tratamiento y la otra de largo término (MLT) afectada por el tratamiento y
observada dias después. Sélo esta idea de dos representaciones, basadas en
mecanismos y/o sustratos distintos, podia explicar el hecho que un
tratamiento amnésico no afectara la memoria inmediatamente después de

aplicado (ni durante las horas subsiguientes) pero si lo hiciera a largo plazo.

A lo largo de un siglo de estudio, la consolidacion de la memoria ha
demostrado ser un fenémeno universal, respecto de los tipos de memoria, las
especies y los paradigmas comportamentales en los que ha sido puesta a
prueba (McGaugh 2000; Dudai 2004).

Es necesario aclarar que en la literatura el término consolidacion no sélo es
usado para referirse al fendmeno que describimos, por el cual una memoria es
estabilizada durante un periodo de unas pocas horas. En algunas memorias
particulares se ha observado que durante un periodo post-adquisicién del
orden de las semanas, se produce una transferencia de la memoria desde
circuitos representados en determinadas areas del cerebro en donde reside
inicialmente, hacia circuitos localizados en regiones distintas del cerebro, en
particular desde el hipocampo hacia la corteza (Debiec et al. 2002). Se ha
propuesto que este proceso, al que también se denomina consolidacion,
representa una estabilizacién ulterior que ocurre en algunas memorias,
aunque para diferenciarlo del proceso anterior, en este caso se hace
referencia a una consolidacion sistémica (Debiec et al. 2002; Dudai 2004),
mientras que al primero se lo denomina consolidacion sindptica (Dudai 2004) o

consolidacién celular (Debiec et al. 2002).

1.4.2 Reconsolidacion

La teoria de la consolidacion de la memoria se mantuvo como un dogma
durante gran parte de los cien afos que pasaron desde su formulacién por
Miiller y Pilzecker a principios del siglo XX. Se consideraba que luego del
aprendizaje la memoria atravesaba un periodo en el cual era labil, susceptible
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a la accién de agentes interferentes, luego del cual se fijaba y no podia
modificarse. Se decia que la memoria quedaba consolidada, en un estado
inactivo o durmiente y podia ser evocada pero en ningln caso afectada
(bloqueada o potenciada) por un factor de interferencia (Hebb, 1949; Davis y
Squire, 1984). A fines de la década del 60, varios autores encontraron que una
memoria ya consolidada podia ser blogqueada si se la evocaba mediante la
presentacién del EC e inmediatamente se la interferia con un electrochoque
convulsivo (Lewis y Maher, 1965; Misanin et al., 1968; Lewis, 1969). Los mismos
resultados se obtuvieron usando hipotermia en lugar de electrochoques, una
inyeccién de anisomicina (antibiético que bloquea la sintesis proteica), o una
interferencia tal como otro aprendizaje como agente amnésico (Mactutus et
al.,, 1979; Judge y Quartermain, 1982; Gordon, 1983). Esos resultados fueron
olvidados durante mds de veinte anos, hasta que en el afno 1997 se produjo un
resurgimiento del interés por el tema. El grupo de Susan Sara demostré que la
memoria de una discriminacién espacial ya consolidada podia pasar de un
estado inactivo a un estado activado (reactivacion) luego de la presentaciéon
de un recordatorio, seguido por un proceso de reestabilizacion. Asi, la
memoria podia ser danada si se presentaba luego de la reactivacién un
antagonista de los receptores de NMDA o de los receptores B-adrenérgicos
(Przybyslawski y Sara, 1997; Przybyslawski et al., 1999). Estos investigadores
denominaron a este fendmeno como reconsolidacion dado que pensaron que

recapitulaba la consolidacién.

Hasta ese momento se utilizaron el electrochoque convulsivo, inhibidores
de la sintesis proteica o bloqueantes (- adrenérgicos inyectados
sistémicamente, que tenian efecto a nivel de todo el organismo, como
agentes amnésicos que interferian con la reconsolidacién. Un ano mds tarde,
el grupo de Joseph LeDoux demostré la fase de reconsolidacién en una
memoria aversiva (Nader et al., 2000a) en el cual el agente amnésico estuvo
dirigido al locus principal implicado en el procesamiento y almacenaje de las
memorias aversivas: la amigdala basolateral. Este tratamiento localizado,

demostré6 de manera inequivoca la existencia de la reconsolidacion al
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bloquear especificamente la sintesis proteica en esta estructura, luego de la
reactivacion de la memoria. De esta manera, sus experimentos marcaron un
punto de inflexion a partir del cual la fase de reconsolidacién se convirtié en
un area de intensa investigacion en las neurociencias. Desde entonces ha sido
demostrada en una gran variedad de especies como roedores, pollos, peces,
caracoles de agua dulce, cangrejos, entre otros y en diferentes tipos de
memoria, incluyendo memorias motoras en el humano (Forcato et al., 2007;
Anokhin et al., 2002; Eisenberg et al.,, 2003; Pedreira y Maldonado, 2003;
Sangha et al., 2003; Walker et al., 2003).

Desde su inicio el término reconsolidacion se tomé como una segunda
instancia de consolidacion (Przybyslawski y Sara, 1997; Przybyslawski et al.,
1999; Nader et al., 2000a). Actualmente es entendida como un fenémeno que
si bien recapitula dicho proceso, presenta diferencias en algunos mecanismos
y cinéticas. Estas diferencias pueden deberse a que en la consolidacién se
estabiliza una nueva traza y en la reconsolidacién se reestabiliza una traza
mnésica previamente formada (Dudai 2004; Alberini, 2005; Forcato et al.,
2011).

En suma, la presencia de un recordatorio puede desencadenar procesos
conceptualmente diferentes que son inherentes: la reactivacién, que consiste
en el pasaje de la memoria de un estado inactivo a un estado activo; la
labilizacién, entendida como la desestabilizacion de la traza mnésica y la
reestabilizacion de la memoria como la reconsolidacién propiamente dicha.
Como veremos en esta Tesis, no cualquier recordatorio es suficiente para

desencadenar estos procesos.

1.4.3 Extincion

En el apartado anterior vimos que la presentacion de un recordatorio como
el EC sin la presentacion de El desencadena el fenémeno de reconsolidacién.
Sin embargo se ha probado (Pedreira et al., 2003) que esto sélo sucede si la
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presentacién del EC es breve. Si el mismo EC es presentado en repetidos
eventos o por un tiempo prolongado, la resultante comportamental es el
decaimiento en la respuesta condicionada. Este proceso determina la
extincion de la memoria (Pavlov, 1927; Falls et al. 1992; Rescorla 2001; Santini

et al. 2001; Myers y Davis 2002) en lugar de la reconsolidacién.

Mientras que algunos autores han propuesto que la extincién de la
memoria estd determinada por una destruccién o borrado de la asociacién
original «kEC-El» (Rescorla y Wagner 1972; McClelland 1985), actualmente, la
vision mas extendida del fenédmeno propone que la extincién supone una
nueva asociacién «EC-no El» adquirida como consecuencia de la exposicién al
EC sin reforzar y que toma el control del comportamiento (Brooks y Bouton
1994; Myers y Davis 2002) en lugar de la pérdida u “olvido” de la asociacién
original. En otras palabras, no se trataria de un desaprendizaje sino de un

nuevo aprendizaje, producto de una nueva experiencia.

Esta “persistencia silenciosa” de la memoria original puede evidenciarse por
distintos fendémenos comportamentales, considerados caracteristicas
diagnésticas inherentes a la extinciéon (Bouton 2002; Myers y Davis 2002) tales

como:

(a) la Recuperacion espontdnea: la respuesta condicionada original puede
recuperarse pasado cierto tiempo desde que la extincién tuvo lugar sin ningln

entrenamiento adicional (Pavlov, 1927).

(b) la Readquisicién y ahorro (saving): cuando se realiza el entrenamiento
original luego de haber extinguido la memoria (reentrenamiento) se requiere
un menor nimero de ensayos para expresarlo nuevamente (“ahorro” de
entrenamiento). Entonces se pone en evidencia una Ffacilitacion del
aprendizaje producto de una persistencia en el sistema de esta memoria

original tras la extinciéon (Bouton 1993).

() la Reinstalacion (reinstatement): luego de la extincion del
condicionamiento, la sola presentacion del El (que al no estar asociado al EC

pierde valor predictivo y por lo tanto no opera como reentrenamiento), puede
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restaurar o reinstalar parcialmente la respuesta al EC (Rescorla y Heth 1975).

Si se considera los momentos de entrenamiento o evaluacién, como
distintos contextos temporales, este ultimo aspecto puede explicar también la

recuperaciéon espontdnea (Bouton 1988, 1993, 2002).

Finalmente, si se impide selectivamente la consolidacién de la memoria de
extincion, sin afectar su adquisiciéon, mediante la administracion de agentes
amnésicos como los ya descriptos, al evaluar la memoria
comportamentalmente puede observarse la retenciéon de la memoria original
(Falls et al. 1992; Pedreira y Maldonado 2003). Este hecho provee evidencia de
que la memoria original permanece intacta, a pesar de la adquisicion de la

memoria de extincion.

A nivel de mecanismos celulares y moleculares, la Fformacién y
consolidacién de la memoria de extincién son fenémenos menos estudiados
que los de la adquisicién y consolidaciéon de la memoria original. No obstante,
varios trabajos han mostrado ciertas coincidencias en los eventos celulares y
moleculares que subyacen estos dos procesos (e.g. Lu et al. 2001; Santini et al.
2001), en concordancia con la idea de que la extincidon es un nuevo aprendizaje
asociativo (Pavlov 1927; Berman y Dudai 2001; Myers y Davis 2002). Sin
embargo, otros trabajos muestran diferencias entre los mecanismos de
consolidacién y reconsolidacién y los de extincién, cuestionando parcialmente
la hipotesis del nuevo aprendizaje (lin et al., 2003; de la Fuente et al., 2011;
Tronson et al., 2011)

.5 BASES CELULARES Y MOLECULARES DE LA MEMORIA

En 1894, Santiago Ramén y Cajal (revisado en Kandel, 2001) propuso una
teoria para el almacenaje de la memoria, basada en que la misma se guarda en
conexiones entre las neuronas existentes. Esta idea fue olvidada por casi un
siglo, pero en el ano 1970 comenzaron a publicarse evidencias claras de que el

aprendizaje resulta de cambios en la fuerza de las conexiones sindpticas entre
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neuronas interconectadas (Castellucci et al., 1970; Kupfermann et al., 1970;
revisado en Kandel, 2001). La plasticidad sindptica emergié entonces como un
mecanismo fundamental en el almacenaje de informacién en el sistema
nervioso, un mecanismo que involucra la propia arquitectura celular,

molecular y estructural de las neuronas.

Actualmente es ampliamente aceptado que durante el aprendizaje ocurren
cambios reversibles en la transmisién sinaptica que deben ser estabilizados o
consolidados para que una memoria persista. Los mecanismos celulares y
moleculares subyacentes a la formacién de la memoria en general y de las
memorias de miedo en particular, han sido ampliamente estudiados. Los
cambios temporarios y reversibles hacen referencia a las MCT, mientras que

los cambios persistentes a las MLT.

En 1949, Donald Hebb postulé un modelo en el cual las MCT y las MLT se
encontraban en serie, de esta manera, la consolidaciéon de la primera daria
lugar a la segunda, planteando asi una relacion de dependencia entre ambas
representaciones. Aunque en correspondencia con esta hipétesis ha sido
demostrado en repetidas ocasiones que el bloqueo de la MCT impide también
a la MLT (Gibbs y Ng 1984), hoy se conocen farmacos capaces de impedir
selectivamente una sin afectar a la otra (Emptage y Carew 1993; Izquierdo et
al. 1998), lo que abogaria por dos procesos en paralelo, es decir, dos
representaciones independientes. Mds alld de tener periodos de duracion
distintos, estas memorias se diferencian también por los mecanismos
subyacentes. Es por esto que en muchos casos las memorias de largo,
intermedio y corto término se definen gquidndose por los procesos

involucrados y no por su persistencia en el tiempo.

Se sabe que en general las MCT se sostienen gracias a la actividad
reverberante o repetitiva en ciertos circuitos neuronales y que es importante
la activacion de segundos mensajeros como Ca*™ y AMPc (revisado en Swealtt,
2003). Estas cascadas de sefalizacién activan proteinas quinasas que generan
modificaciones covalentes en proteinas preexistentes. Se postula entonces

que, como producto de un patréon especifico de estimulaciéon se inducen
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modificaciones post-transcripcionales rapidas, entre las cuales se encuentran
la modulacién de canales idnicos, la afinidad de receptores post-sinapticos, la
sintesis y movilizacién de vesiculas sinapticas a la zona activa de liberacién,
entre otras. Estos mecanismos afectan directamente la eficacia sinaptica
aumentando o disminuyendo la habilidad de la neurona presinaptica de liberar
neurotransmisor o afectando la sensibilidad al neurotransmisor de la neurona

post-sindptica (Dudai 2002a).

No obstante, los cambios moleculares son transitorios y por ende,
insuficientes para explicar por si solos la naturaleza persistente de la
memoria. En otras palabras, el reciclado de proteinas suele ser mas rapido de
lo que duran las MLT. El interrogante que surge entonces es ;Cudles son los
cambios necesarios para que una MLT persista en el tiempo? Es interesante
destacar que no es la actividad recurrente de los circuitos lo que perdura, sino

la capacidad de ser reactivados aln en ausencia del estimulo que lo originé.

1.5.1 Memoria de largo término y el factor de transcripcion NF-kB

Algunos modelos experimentales han servido para probar que algunos
cambios en el patréon de expresién génica son necesarios para producir
alteraciones fisioldgicas y morfolégicas de largo término en las terminales
sindpticas asi como en procesos de sinaptogénesis (Montarolo et al.1986,
Castellucci et al.1989, Glanzman et al.1990). Se postula que tales procesos de
plasticidad neuronal que llevan a la reorganizacién de los contactos sinapticos
de las neuronas involucradas constituyen los mecanismos celulares basicos

que dan sustento a la formacién de la MLT.

La regulacién de la expresién génica ha sido postulada como un proceso
critico en la formacion de memorias a largo término, asi como también
durante la reactivacion de memorias ya formadas (Agranoff 1967, Goelet et
al.1986, Duvarci et al.2008).

Uno de los mecanismos moleculares que participan en procesos de
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plasticidad sinaptica y memoria, inicialmente descriptos por nuestro grupo en
el modelo de memoria contexto-senal (MCS) de Neohelice, es la activacién del
factor de transcripcion NF-kB (Freudenthal et al., 2000; Merlo et al., 2005;
Freudenthal et al., 2005; Boccia et al., 2007; Miller y Sweatt 2006; revisado en
Romano et al., 2006 y en Meffert y Baltimore, 2005). En el sistema nervioso
central, los factores de transcripcion de la fFamilia REL/ NF-kappa B se asocian
a varias funciones como por ejemplo, respuesta a agresiones (isquemia,
excitotoxicidad y trauma) (Yu et al., 1999; Blondeau et al., 2001; Shen et al.,
2002), regulacién de la apoptosis (Kucharczak et al., 2003), desordenes
neurodegenerativos (Barger et al., 1995; O'Neill y Kaltschmidt, 1997; Mattson
y Camandola, 2001), desarrollo y crecimiento (Gutierrez et al., 2005).

Algunas vias de transduccion de senales asociadas a receptores de
neurotransmisores como el glutamato, TNFa, ligando de Fas, factor de
crecimiento nervioso (NGF) y la forma secretada de la proteina precursora del
B-amiloide (APP) también son capaces de activar a estos factores de
transcripcién. La activacion y translocaciéon al nicleo de NF-kB es parte de los
mecanismos de reqgulacién de la expresién génica que tienen lugar durante la
formacién de la memoria, tanto en vertebrados como en invertebrados
(Meffert y Baltimore, 2005; Romano et al., 2006a y 2006b). Se ha demostrado
asi que la activacion de estos factores de transcripcion es un elemento comun
en la consolidacion y reconsolidacién, tanto en vertebrados como en
invertebrados, en base a lo cual ha sido postulado como un mecanismo basico
de plasticidad neuronal (Merlo y Romano, 2005; Boccia et al., 2007; de la
Fuente et al., 2011).

1.5.2 Memoria de largo término y degradacion de proteinas

La plasticidad de largo término implica no sé6lo cambios funcionales en la
fuerza sindptica sino también cambios estructurales en la forma y tamano de

las sinapsis, asi como la conectividad fisica de las redes. Dicha modificacién de
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las sinapsis depende de eventos de sintesis y degradacién de proteinas de

manera coordinada (Bingol y Schuman, 2005; Yiy Ehlers, 2007).

La primer evidencia de una conexién entre la degradacién de proteinas y el
aprendizaje y la plasticidad sindptica se encontré en Aplysia, donde la
estimulacion repetida de neuronas sensoriales con serotonina induce una
forma de plasticidad sinaptica llamada facilitacién de largo término (LTF, por
sus siglas en inglés) (Hegde et al., 1993). LTF depende de la activacion de la
quinasa A (PKA), la cual necesita de la degradacién mediada por el
proteasoma de la subunidad reguladora negativa R. En la memoria contexto
senal del cangejo Neohelice y en la evitacion inhibitoria en ratas se ha
observado que la degradacion de IkB, la proteina inhibidora de NF-kB, por
parte del proteasoma es necesaria para la consolidacién de la memoria (Merlo
y Romano, 2006; Lépez-Salon 2001)

En particular, se ha propuesto que el sistema de degradacion de proteinas
dependiente del sistema ubiquitina-proteasoma (UPS del inglés ubiquitin
proteasome system) de tipo 26S es necesario para dar lugar a cambios
plasticos en las conexiones sindpticas tanto en modelos de vertebrados coémo
de invertebrados (Chain et al., 1999b; Hegde et al., 1997; Lopez-Salon et al.,
2001). Basicamente, se considera que la degradacion de elementos negativos
que controlan y limitan la plasticidad neuronal es un paso necesario en los
procesos de memoria. Asimismo, la extincién de las memorias de miedo asi
como la consolidacién y reconsolidacion de memorias espaciales también
dependen de la actividad del proteasoma (Artinian et al., 2008; Lee et al.,,
2008).
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo general de esta Tesis fue estudiar mecanismos moleculares
implicados en los procesos de labilizacion y reconsolidaciéon de la memoria y
su funcionalidad. En este sentido nos propusimos comparar su conservacion
en términos evolutivos entre dos modelos de memoria asociativa, uno en el
cangrejo Neohelice granulata (antes llamado Chasmagnathus granulatus) y el

otro en el ratén Mus musculus.

Objetivos especificos:

A continuacién presentamos de manera general los objetivos e hipétesis de
esta tesis que serdn desarrollados detalladamente en cada uno de los

capitulos correspondientes.

1) Desarrollar un paradigma pavloviano en cangrejo Neohelice de modo de
poder comparar los resultados obtenidos en esta memoria asociativa
contextual en crustdceos con los encontrados en un paradigma asociativo
contextual en ratén. La hipétesis que subyace es que Neohelice granulata es

capaz de establecer asociaciones contextuales de tipo pavloviano.

2) Relacionado con el objetivo anterior, planteamos la hipotesis que afirma
que la transcripcién génica dependiente de NF-kB es necesaria para la
consolidacién y reconsolidacién de la memoria asociativa contextual de tipo

pavloviano en Neohelice granulata.

3) El efecto sobre la retencion de la memoria de la inhibicion de NF-kB en el
proceso de reconsolidacion servird como herramienta para evidenciar que
este proceso ha tenido lugar. Esto nos permitird estudiar las caracteristicas
que debe cumplir un recordatorio de modo de desencadenar la labilizacién de

la memoria y su consecuente reestabilizacién. De esta manera pondremos a
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prueba la hipotesis que establece que no todo recordatorio es capaz de

desencadenar el proceso de labilizacion-reconsolidacion.

4) Partiendo de la hipotesis que postula que la labilizaciéon implica
degradaciéon de proteinas dependiente de proteasoma, nos propusimos
estudiar el efecto de la inhibiciéon del sistema ubiquitina-proteasoma en el
proceso de labilizacién de la memoria. Este estudio se realizé en forma
comparativa entre los modelos de memoria asociativa contextual de tipo
pavloviano en cangrejo y en el condicionamiento de miedo contextual en

raton.

5) Teniendo en cuenta que el proceso de reconsolidacion implica poner en
juego una memoria ya consolidada, nos preguntamos cudl seria el valor
adaptativo de dicho mecanismo. La hipétesis que planteamos es que tendria

una funcionalidad en el fortalecimiento de determinadas memorias.
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Figura I1.1

A B

Figura Il.1: A) y B) Fotografias del cangrejo Neohélice granulata en su ambiente natural. C) Fotografia
de una ria de San Clemente del Tuyl donde se capturan los cangrejos D) Fotografia de un cangrejo
Neohélice granulata capturado por una gaviota cangrejera.
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Materiales y Métodos

Los experimentos de esta tesis se realizaron en dos modelos animales: el

cangrejo Neohelice granulata (Figura 11.1) y el ratén Mus masculus (Figura 11.3)

II.1 Neohelice granulata

I1.1.1 Sujetos experimentales

En el laboratorio de Neurobiologia de la Memoria (FCEN-UBA, IFIByNE-
CONICET) se realizan desde el ano 1986 estudios comportamentales y
mecanisticos sobre procesos mnésicos, utilizando al cangrejo Neohelice
granulata (previamente denominado como Chasmagnathus granulatus) como
animal experimental (Figura II.1). Neohelice tiene todas las facilidades de
experimentacion atribuidas a un sistema simple, pero presenta ademas otras
ventajas, como la posibilidad de ser capturado durante todo el afo; su facil
mantenimiento en el laboratorio; la constancia de su respuesta de escape
ante un estimulo de peligro, base del paradigma de aprendizaje utilizado; y el
hecho de carecer de una barrera hemato-encefalica endotelial, lo que permite
detectar, en muchos casos, el efecto de drogas inyectadas por via sistémica en
bajas dosis (Maldonado et al.1997, Romano et al. 2006a). Para entender el
diseno de los experimentos comportamentales en este modelo, es relevante
destacar ciertas caracteristicas de la biologia y habitat de la especie. La
clasificacién taxondémica de esta especie la ubica dentro del Phylum
Arthropoda, subphylum Crustacea, clase Malacostraca, Orden Decapoda,
familia Varunidae. Posee habitos semiterrestres, pasa gran parte del tiempo
fuera del agua, dentro de cuevas que cava en el barro (Figura 11.1.B) las cuales
forman extensos “cangrejales” que pueden ocupar cientos de hectareas
(Figura 11.1.C). Es una especie propia de la costa del Atlantico Sur: su

distribuciéon geografica va desde Rio de Janeiro hasta el golfo de San Matias
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en las costas patagodnicas argentinas, ubicandose en zonas de transicion de
agua dulce y salada (Spivak 1997). Su régimen alimentario es variable de
acuerdo a las zonas, pero estda mayormente compuesto por sedimentos con
restos de pequenos invertebrados y vegetales (Alberti et al. 2008, Gutierrez e
Iribarne 2004). Por otro lado, su principal predador es la gaviota cangrejera
(Figura 11.1.D) (Berén 2003), lo cual constituye un dato fundamental, dado que
los estimulos que pasan por encima del horizonte visual son interpretados por

el animal como potencialmente peligrosos (Zeil y Zanker 1997).

Para la realizacion de los experimentos, se emplearon ejemplares machos
adultos, con un tamano de largo lateral del caparazén comprendido entre 2,6
y 2,9 cmy un peso medio de (17 * 0,2)g. Los cangrejos fueron recolectados en
aguas salobres de menos de un metro de profundidad en las rias de San
Clemente del Tuyd, Argentina; y transportados al laboratorio donde fueron
alojados en cubas plasticas (35 x 45 x 20 cm) con una profundidad de agua
marina de 2 cm a una densidad de 20 cangrejos por recipiente. El agua
utilizada en las cubas y durante los experimentos fue preparada con sal
marina Marinex (Winex-Germany) (salinidad 10-14 %., pH 7,4-7,6). La
habitacion de permanencia de los cangrejos (cangrejario) se mantuvo con un
periodo de 12hs luz: 12hs oscuridad (Luz de 8 a 20hs). La temperatura se
mantuvo dentro del rango 22-24°C. Los experimentos fueron realizados
dentro de la primera semana de llegada de los animales y cada cangrejo fue
utilizado sélo una vez. Durante la permanencia en el laboratorio, los animales

fueron mantenidos con cambios periddicos del agua cada 48hs.
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Figura I1.2

A

Equipo experimental

Memoria contexto sefal
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Figura I1.2: Equipo experimental. (A) Configuracién luminica del actémetro. El mismo cuenta con dos
fuentes de iluminacién, una inferior 1 y otra superior 2 . (B) Panel superior: esquema de un ensayo
del protocolo de MCS. El dispositivo se encuentra iluminado superiormente durante todo el
experimento. En los grupos entrenados, el estimulo visual de peligro es presentado cada 171 seg.
Panel inferior: Esquema de un ensayo del nuevo paradigma de CPC. El dispositivo es iluminado
desde la fuente luminica inferior antes del comienzo de cada experimento y durante los intervalos
entre presentaciones del EC (caja marrén). La iluminacién superior conforma el EC (caja naranja). El
mismo tiene una duraciéon de 27 seg. En los grupos entrenados, el El (guién negro), tiene una
duracién de 9 seg, y es presentado durante los Gltimos 9 segundos del EC. De esta manera el EC co-
termina con el El.
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I1.1.2 Dispositivo experimental

El dispositivo experimental utilizado, el actémetro (Figura II.2), consiste en
un contenedor plastico de color naranja, en forma semiesférica, con piso
circular plano donde se colocan 50ml de agua marina, alli se alojan los
cangrejos individualmente. En la parte superior hay una pantalla opaca de
forma rectangular (25 x 7,5cm) que se mueve horizontalmente sobre el animal
operada por un motor controlado por una computadora. Cada ciclo de
estimulacién dura 2,5 segundos y consiste en el desplazamiento de la pantalla,
con una trayectoria de ida y vuelta, formando un angulo de 90° cada vez. Por
encima de la pantalla hay una lamparita de 5 W que permite iluminar de forma
indirecta el dispositivo (condicién (2) en la Figura 11.2.A), asi el pasaje de la
pantalla genera en el animal, la percepciéon de un objeto trasladandose por
sobre él, significando un estimulo visual de peligro (EVP). La base circular
plana del recipiente tiene externamente adosados 4 micré6fonos, capaces de
registrar las vibraciones producidas en el contenedor. Estas vibraciones,
transducidas a senales eléctricas, son recogidas por una computadora que las

integray las convierte en unidades numéricas arbitrarias, entre cero y 6000.

Debajo del contenedor plastico se encuentran una ldmpara que permiten
cambiar la iluminacién del actémetro de manera inferior (condicién (1) en la
Figura Il.2.A).

La sala experimental posee 40 actémetros aislados entre si por panelesy el
experimentador puede registrar la respuesta de 40 animales de forma
simultdnea. La misma computadora de registro es utilizada para programar las
secuencias y duracion de los ensayos, asi como los intervalos entre los

mismos, para los 40 actémetros.
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11.1.3 Procedimiento experimental

Cada actémetro fue llenado inicialmente con 50 ml de agua marina y luego
se coloco al azar un cangrejo por dispositivo, previa evaluacién del estado
general del animal. Esta evaluacién consistié en una breve maniobra dando
vuelta al animal sobre su lado dorsal, verificando la recuperaciéon de su
postura en forma inmediata. En caso contrario, el animal era descartado como
sujeto experimental. Este procedimiento permitié tener una idea del estado
general de los animales y descartar aquellos cuyas condiciones no eran
optimas para el experimento. No mas del 10% de los animales fueron

descartados.

I1.1.4 Grupos experimentales

Las sesiones de entrenamiento fueron precedidas por 10 minutos de
adaptacién en el actoémetro iluminado desde abajo. Una sesion de
entrenamiento estandar consistié en 15 ensayos con o sin presentacién del
estimulo visual de peligro (EVP = El) dependiendo del tratamiento aplicado a
cada grupo de animales. Cada presentacion del EVP consistié en dos ciclos de
pasaje de la figura sobre el actémetro cuya duracion fue de 2,5seg, con 2seg
de intervalo entre ciclos de modo que la duracién total de la presentacion del
El fue de 9 segundos. Todos los animales recibieron una primera presentacion
del EVP como ensayo pre-entrenamiento de manera de poder determinar si el
nivel de respuesta inicial era igual para todos los grupos. Cada ensayo dur6 27
segundos con iluminacion superior (EC) y durante los ultimos 9 segundos se
presenté el EVP. El intervalo entre EVPs (IEE) fue de 171 segundos. Sin

embargo, el intervalo entre cada EC fue de 153 segundos en los cuales los
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actémetros se encontraban con iluminacién inferior provocando un cambio
virtual en las caracteristicas del entorno (Figura I1.2). Los animales control, que
solo recibieron una presentacién del EVP, permanecieron el mismo tiempo en
los actémetros con el cambio de iluminacion en simultdneo con los
entrenados, pero sin las posteriores presentaciones del EVP. Inmediatamente
luego de cada sesion todos los cangrejos Fueron retirados de los actometros y
colocados en contenedores cilindricos plasticos individuales con agua hasta

una profundidad de 0,5 cm.

Durante la sesién de reexposicion, los animales fueron colocados en los
actémetros durante 5 minutos con la iluminacién inferior y en el caso del
protocolo de reconsolidacion recibieron soélo una presentacion de la
iluminaciéon superior (27 segundos). Los casos en los que se realizé6 un
protocolo de extincién, el tiempo de permanencia de la configuracién con luz
de arriba fue mayor y se encuentra especificado en la secciéon de resultados
del capitulo Ill. En todos los casos luego de la presentacién de la luz de arriba,
se volvio a la iluminacion desde abajo y los animales fueron retirados
nuevamente a sus contenedores cilindricos plasticos individuales. Aquéllos
cangrejos que no eran reexpuestos, eran colocados en los actémetros con la
iluminacién inferior pero no recibian el cambio a la iluminacién superior en
ningdn momento, de esta manera, todos los grupos de animales fueron
manipulados de la misma manera. Cuando correspondia, la presentacién del
EVP durante la reexposicion ocurrié en los Gltimos 9 seg de la iluminacién

superior, al igual que durante la sesion de entrenamiento y evaluacién.

La evaluacion de la memoria se realizd colocando a los cangrejos
nuevamente en los actémetros durante 10 minutos con iluminacién inferior y
luego todos los animales recibieron un ensayo (cambio a iluminacién superior
y presentaciéon del EVP). El nivel de respuesta medida corresponde a la

integracién de los 9seg que dura la presentacién del estimulo visual de
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peligro.

11.1.5 Andlisis estadistico

Los resultados del estudio comportamental fueron analizados utilizando
andlisis de la varianza general de un factor (ANOVA) con una tasa de error =
0,05, de acuerdo con el método estandar (Howell 1987). La retencién de la
memoria se determina operacionalmente como la presencia de diferencias
significativas entre la respuesta de un grupo entrenado y la de su respectivo
contro durante la sesién de evaluaciéon La ausencia de esta diferencia es
indicativo de una falta en la retenciéon de la memoria. En el caso en el que se
presentd un protocolo de extincién, la falta de retencién fue considerada

memoria de extincion.

Con el objetivo de determinar efectos inespecificos en el nivel de
respuesta, debidos a las drogas o la manipulacién de los animales, realizamos
comparaciones entre los grupos control que recibieron diferentes
tratamientos. En general, el andlisis estadistico incluyé tres comparaciones
planeadas a priori, cada par CT-EN y la comparacién entre los dos grupos CT,
utilizando comparaciones planeadas de Cuadrados Minimos con una tasa de
error por comparacién <0,05 (Rosenthal and Rosnow 1985; Howell 1987). En
cada experimento realizamos una prediccion basada en el disefo
experimental. En la primer comparacién, era esperable una diferencia entre el
CT y EN debido a una reduccién en el nivel de respuesta de este ultimo
inducida por el entrenamiento (este grupo recibié un protocolo de
entrenamiento fuerte sin otro tratamiento). Por el contrario, en la segunda
comparacion, si la relaciéon temporal entre el estimulo cambiaba o la droga
impedia la retencion, no se esperaban diferencias entre el par CT-EN.

Finalmente, mientras la manipulacion comportamental o la droga no afectara
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el nivel de respuesta per sé en la sesion de evaluacion, entonces no se

esperaban diferencias en la comparacién entre grupos controles.

Se utilizaron entre 30 y 40 animales por grupo para cada experimento

(detallado en el epigrafe de cada figura).

Todos los valores de las respuestas se muestran como media + EEM (error
estandar de la media,), normalizados a los valores de la media de la respuesta
de un grupo control no entrenado. Los datos se analizaron usando el
programa Statistica '99 (Windows 6.1 software package; StatSoft Inc., Tulsa,
OK).

1.2 Mus musculus

11.2.1 Sujetos experimentales

Se utilizaron ratones de la cepa Balb C (Figura 11.3.A), machos, de 60-70 dias
de edad, con pesos entre 25-30 g, obtenidos del bioterio de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de La Plata y del bioterio de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Dentro del
laboratorio los animales fueron colocados de a grupos (5 animales como
maximo) en cajas especiales, provistas en su interior de viruta y con comiday
agua ad libitum. En el caso de ratones canulados, se los colocé en las cajas de
alojamiento de forma individual para evitar que se sacaran las canulas
mutuamente. Los ratones permanecieron en un cuarto en condiciones
controladas de luz-oscuridad de 12 hs (luces encendidas de 8 a 20hs) y a una
temperatura de 22 + 1°C. Los animales fueron retirados del cuarto

exclusivamente en los momentos de experimento o de cirugia.
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Los experimentos fueron realizados de acuerdo con las regulaciones de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires y
la “Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio” (Institute of
Laboratory Animal Resources. Committee on Care and Use of Laboratory
Animals, EEUU). En todos los experimentos se intenté minimizar el
sufrimiento y el nimero de los animales utilizados y ademds, mantenerlos en

condiciones apropiadas para garantizar su bienestar.

11.2.2 Condicionamiento de miedo

El modelo de memoria utilizado en esta Tesis es el de condicionamiento de
miedo (ej., Wehner y Radcliffe, 2004). Basicamente consiste en que el animal,
durante la sesién de entrenamiento, recibe una experiencia aversiva, un
choque eléctrico suave en las patas, que puede ser asociada con ciertas
caracteristicas del ambiente en el que recibe dicha experiencia (caracteristicas
del lugar en el que se encuentra). También pueden agregarse un estimulo
clave, como la presentacion de un tono, que también serd asociado a la
experiencia aversiva. Si este es el caso, puede evaluarse entonces mas de una
memoria, la memoria de condicionamiento de miedo al contexto (0 memoria
contextual), la memoria de condicionamiento de miedo al tono (o memoria de
clave), o ambas. Para disociar la memoria contextual de la memoria de clave,
esta ultima debe evaluarse en un contexto diferente al de entrenamiento. Si
solo se desea estudiar la memoria contextual, no es necesario incluir el tono
en el entrenamiento. En nuestro caso, evaluamos ambos tipos de memoria y
utilizamos la memoria de clave s6lo como control de especificidad de la accion
de la droga sobre la memoria dependiente de hipocampo (memoria
contextual). Sin embargo, los resultados referidos a la memoria de clave no se

muestran en esta Tesis.
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Figura 11.3. A) Fotografia de un ratén de la cepa Balb c. B) Fotografia de la caja de entrenamiento y
evaluaciéon de la memoria contextual. C) Esquema de entrenamiento estandar. Arriba un esquema del
ratén en el dispositivo experimental y abajo el esquema del protocolo realizado durante un

entrenamiento estandar.
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El dispositivo experimental donde se realizaron los experimentos
conductuales consistié en una caja de acrilico transparente de medidas 24.5
cm x 24.5 cm x 42 cm. La caja se encontraba a su vez dentro de otra caja de
mayor tamano, de madera blanca, con puerta lateral, por donde los animales
eran colocados de a uno para realizar la tarea. El piso de la caja acrilica
consistia en una grilla de barras de acero, paralelas entre si, de 0.3 mm de
didmetro, separadas unas de otras por una distancia de 0.8 mm. Esta grilla
estaba conectada a un dispositivo eléctrico de comando de modo de
establecer los pardmetros bdsicos caracteristicos de los estimulos utilizados,
tales como intensidad de choque eléctrico, duracion, etcétera (realizada por el
técnico Angel Vidal) (Figura 11.3.B).

Todos los animales recibieron durante dos dias previos al entrenamiento,
una sesion de manipulacion de aproximadamente 3 min. Esta sesion tiene
como objetivo que los animales se habitden tanto al experimentador como a
la sala donde se realizan los experimentos. En el caso de experimentos
farmacolégicos, en esta sesién de manipulacion los animales fueron sujetados

de la misma manera que lo serian al ser inyectados.

Las sesiones de entrenamiento estandar consistieron en colocar a cada
animal en la caja de condicionamiento (Figura I.3.B y C). Luego de dos minutos
de adaptacién, los ratones recibieron tres ensayos, con un intervalo entre
ensayos de 1 minuto. Cada ensayo contaba con una presentacién de un tono
(10 segundos, 80 dB), que co-terminaba con la presentaciéon de una descarga
eléctrica (choque eléctrico; 1 segundo, 0,5 mA). Los ratones permanecieron un
minuto mas en la caja y posteriormente fueron retirados para ser devueltos a

sus cajas de alojamiento.

El entrenamiento débil, fue similar al estdndar excepto en que los animales
reciben una sola presentacion tono-choque eléctrico, luego del cual

permanecen en la caja de entrenamiento un minuto y son retirados vy

46



Capitulo I
colocados en sus cajas de alojamiento.

La sesion de evaluacién de memoria contextual consistiéo en colocar a
los animales en la misma caja en que fueron entrenados, por un tiempo de

cinco minutos, en ausencia de tono y de choque eléctrico.

El protocolo de reconsolidacion de la memoria contextual consistié en
reexponer a los ratones al contexto de entrenamiento durante 5min. Esta
sesion de “reactivacion” es equivalente a una evaluacion de la memoria de

miedo al contexto.

Todas las sesiones fueron grabadas con una videocamara digital, para luego

ser analizados a posteriori.

La memoria fue evaluada y expresada como un porcentaje de “estado de
congelamiento” o freezing del animal, definido como ausencia de movimientos
excepto los relacionados con la respiracién y actividad cardiaca, que
usualmente suele utilizarse como medida de miedo en ratones. El freezing fue
evaluado siguiendo un procedimiento de toma de muestra instantanea que
implica establecer, cada cinco segundos, si un animal muestra un
comportamiento de freezing o no (Suzuki et al., 2004; Lee et al., 2006). En cada
evaluacién de memoria contextual se realizaron en total 60 mediciones,
mientras que en las evaluaciones de memoria de clave se realizaron 24
mediciones para determinar el freezing pre-tono, y 48 para el freezing durante

el tono.

11.2.3. Andlisis estadistico

La retencién de la memoria se determina operacionalmente como la
presencia de la RC (freezing) durante la sesion de evaluacién. Se argumenta a

favor de este tipo de analisis en lugar de la comparacién entrenamiento-
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evaluacion, puntualizando la necesidad de distinguir entre el momento de la
adquisicién de la informacion (sesién de entrenamiento) y el momento de la
evaluacion. Un hecho que justifica este tipo de comparacion es que el
comportamiento del animal puede diferir entre las dos sesiones por razones
no relacionadas con el aprendizaje, y de esta forma acentuar o mitigar

diferencias propias del fenédmeno mnésico (Rescorla, 1988).

En el paradigma utilizado, estd ampliamente aceptado que en el
entrenamiento los animales suelen responder con un nivel de freezing
relativamente bajo (tipicamente alrededor de 10% para animales entrenados;
por ejemplo ver Fischer et al., 2004; Fischer et al., 2007), mientras que la
memoria de miedo se evidencia con un nivel de freezing relativamente alto
(tipicamente entre 30-70% para animales entrenados; por ejemplo ver
(Fischer et al., 2004; Lee et al., 2004; Wiltgen et al., 2005; Lee et al., 2006;
Fischer et al., 2007; Lee, 2010).

Se utilizaron entre 9 y 10 animales por grupo para cada experimento

(detallado en el epigrafe de cada figura).

Los datos comportamentales se presentan como media del porcentaje de
freezing + EEM (error estdndar de la media). Los experimentos se analizaron
utilizando un ANOVA de una via, seguido de una prueba post hoc de Newman-—

Keuls para comparaciones multiples, por cada sesion del experimento.

I1.2.4 Cirugia e infusion de drogas

Los animales utilizados en experimentos farmacolégicos se sometieron a
una cirugia en la que se les implantaron de manera permanente canulas quia,
ubicadas a 1 mm en direccion dorsal a la zona de interés; en esta Tesis, dicha

zona fue el hipocampo dorsal, por lo que el implante fue bilateral. La cirugia
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Figura 11.4

Figura 11.4. (A) Esquema representativo de un corte coronal de cerebro de ratén a 1,94mm posterior
al Bregma. La region coloreada en rosado es la formacion hipocampal. Ambos laterales del mismo
fueron las areas elegidas para colocar las canulas utilizadas para la administracion intrahipocampal de
la droga. ML y DV indican los ejes medial-lateral y dorsal-ventral, respectivamente. Arriba a la
izquierda: vista sagital donde se muestra la altura a la que se realizé el corte coronal (esquemas
modificados del Atlas de cerebro de ratén de Paxinos y Franklin 2001). (B) Panel izquierdo: detalle de
la figura vista en (A) mostrando la zona donde fue colocada la canula (cilindro lila). Panel de la
derecha: imagen obtenida con microscopio 6ptico (40X) en la que se observa la posicién de la canula
guia en uno de los hipocampos (coloracién con Violeta de Cresilo).
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se realiz6 en animales profundamente anestesiados con una mezcla de
ketamina (Brouwer S.A., CABA, ARG; concentracion 5% P/V, 70 pl por animal) y
clorhidrato de xilacina (Richmond S.A., CABA, ARG; concentracion 20 mg/ml,
10 pl por animal). Las coordenadas utilizadas fueron A-1,9, L+ 1,2, V 1,2 mm
segun el atlas de Franklin y Paxinos (Franklin y Paxinos, 2001) (Figura I1.4).
Luego de realizar las perforaciones en las posiciones indicadas, y de colocar
las canulas guia (23 G, 8 mm de largo), las mismas fueron Ffijadas, en primer
lugar con pegamento “La Gotita®" (Akapol S.A., Buenos Aires, ARG), y luego
con acrilico dental HydroC (Dentsply, Buenos Aires, ARG). Los experimentos
fueron realizados cinco dias luego de la cirugia, para lograr la completa
recuperacién del animal. La administracion de drogas se realizé a distintos
tiempos durante el experimento, sin anestesia. El dispositivo de inyeccion
consistia en una aguja 30 G de 9 mm (1 mm mas larga que la canula guia),
conectada a una jeringa Hamilton de 5 pl por una tubuladura de didmetro
pequeno. Inicialmente este dispositivo fue llenado con agua destilada, y una
burbuja de aire fue succionada hacia la aguja de inyeccién, de manera de
separar fisicamente el agua de la droga a inyectar. Luego de la burbuja, se
incorporé la droga o el vehiculo (VHC). La visualizacion de la burbuja de aire
permitié la inspeccion del proceso de inyecciéon. Durante la inyeccién, se
sujet6 delicada pero firmemente a los animales, para disminuir el estrés. La
aguja de inyeccion fue introducida en la cdnula gquia; el proceso tomoé
alrededor de 2,5min y las inyecciones se realizaron manualmente. La aguja se
retiré6 60seg después de finalizada la inyeccion, para evitar reflujo y asegurar
la difusion de la droga. El volumen inyectado en cada hemi-hipocampo fue de
0,5pl. Se utilizaron distintos dispositivos para la administracién de la drogay el
VHC.

Para verificar que las drogas administradas hayan sido dirigidas
efectivamente a las zonas de interés, luego de los protocolos conductuales se

infundié tinta china negra a los animales, quienes se sacrificaron
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posteriormente por dislocacion cervical. Para verificar la posicion de las
canulas, los cerebros se cortaron con hoja de afeitar (Gillette®) y se analizaron
bajo lupa. La posicién mas ventral de la canula fue superpuesta en mapas de
cortes coronales (Franklin y Paxinos, 2001). Se descartaron los datos de
animales con canulas fuera del lugar (aunque fuese en un solo hipocampo). En
la mayoria de los experimentos obtuvimos una eficiencia de inyeccién mayor
al 95%.

[1.3 DROGAS

En ambos modelos animales las drogas fueron disueltas en dimetilsulféxido
(DMSO0), utilizado como vehiculo. En el caso de los cangrejos, la inyeccion fue
realizada por el lado derecho de la membrana cefalotorasica dorsal. Se utilizd
una aguja de 4mm de largo para asegurar que la inyeccién fuera realizada en
el saco pericardico. Las inyecciones en ratones fueron en el hipocampo como

se explico en la secciéon /1.2.3.

Se utilizé la droga Sulfasalazina [2,4-hydroxy ((4-((2-pyridinylamino)
sulfonyl) phenyl) azo) benzoic acid] (SSZ; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU;
S0833) para inhibir NF-kB, en una dosis de 1,2ug/gr de animal (5mM) en
cangrejo (Merlo et al., 2002) y 1ug por hipocampo (2,5 mM) en ratén (Boccia et
al,, 2007). Utilizamos MG132 (N-CBZ-LEU-LEU-LEU-AL) (Sigma-Aldrich). En
cangrejo la dosis utilizada fue de 750 yM (2,38 pg/animal) y en ratén
0,05ug/hipocampo y 0,15ug/hipocampo. En el cangrejo se utilizdé (+)-
Bicucullina (BIC) (Fluka analytical), un antagonista competitivo del receptor
GABA,, administrado a una dosis final de 2,69ug/gr de animal (Carbé Tano et
al,, 2009). También utilizamos sélo en el cangrejo MK801 [(+)-5-methyl-
10,11-dihydro-5H- ibenzo[a,d] cyclohepten-5,10-imine] (Sigma Co) en una

dosis de 0,6pg/gr de animal. En el ratén ademas se utilizé la droga FK506
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(Sigma-Aldrich; F4679, en esta Tesis serd denominada como “FK”) que inhibe a
la Fosfatasa calcineurina (CaN), administrada a una concentracién de 10ug por
hipocampo (de la Fuente 2013 en preparacién), disuelta en dimetilsulféxido
(Lin et al., 2003¢).
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Capitulo 1l

Desarrollo de una tarea de condicionamiento contextual en

Neohelice granulata

1.1 INTRODUCCION

En el primer capitulo discutimos sobre los conceptos de aprendizaje y
memoria, y como la asociacién entre un contexto determinado y un estimulo
apetitivo o aversivo, tiene un alto valor adaptativo para el animal en cuanto a
su capacidad de realizar predicciones que desencadenen respuestas

adecuadas a cada episodio.

El reconocimiento de un contexto particular implica un complejo
procesamiento de la informacién desde diferentes modalidades sensoriales
que son almacenadas todas juntas en una representacién completa. Esta
habilidad ha sido muy bien caracterizada en mamiferos (Anagnostaras et al.,
2001), en los cuales las areas integrativas y asociativas como el l6bulo
temporal, el cual incluye la Formacién hipocampal, estdn en parte dedicadas al
reconocimiento y la representacién contextual. En insectos, se ha postulado
que los corpora pedunculata juegan un papel similar en la integracién
multimodal de la informacién y contextualizacién sensorial (Liu et al., 1999;
Strausfeld et al., 1998). En los crustiaceos, como el cangrejo Neohelice
granulata, el procesamiento de la informacién contextual es necesario para la
formacion de memorias contextuales asociativas. En este modelo de
aprendizaje contextual, la presentacion reiterada de un estimulo visual de
peligro (EVP), provoca un decaimiento en la respuesta de escape que habia
sido desencadenada en el inicio de la presentacién de dicho estimulo (Lozada
et al., 1990). La memoria de largo término se manifiesta en la sesiéon de
evaluacion por una respuesta significativamente mas baja debida,
principalmente, a un cambio comportamental de la estrategia de escape a una
respuesta de congelamiento (en inglés freezing) (Pereyra et al., 2000). En este
paradigma se ha descripto que un entrenamiento masivo (por ejemplo, 300
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ensayos con 4seg de intervalo entre ensayos, IEE) induce una habituaciéon no
asociativa que no aparece en el primer ensayo de evaluacion pero si en los
ensayos subsiguientes, llamados fase de reentrenamiento de la sesion de
evaluacién. Por el contrario, un protocolo de entrenamiento espaciado (por
ejemplo, 15 ensayos con 171seg de IEE), induce la formacién de una memoria
dependiente del contexto que es en su naturaleza asociativa, llamada
memoria contexto sefnal (MCS), que aparece en el primer ensayo de
evaluacién y se mantiene en la fase de reentrenamiento. Una caracteristica
universal de la formacién de la MLT es su dependencia de la sintesis de
macromoléculas (Alberini, 2008). Se ha encontrado que la memoria de largo
término en Neohelice es sensible a los inhibidores de sintesis de proteinas
como la cicloheximida aplicada durante las primeras horas luego del
entrenamiento, asi como también a inhibidores de la sintesis de ARNm como
la actinomicina D (Pedreira et al., 1996, 1995a). Otra caracteristica general de
la MLT es que pueden ser facilitadas durante su consolidacion por la
administracién de drogas que aumentan la actividad neuronal excitatoria. La
administracién de un antagonista de los receptores GABAérgicos del tipo A
(bicuculina) luego de un protocolo de entrenamiento débil es capaz de inducir
la Facilitacién de una MLT en el cangrejo Neohelice (Carbo Tano et al., 2009).

Independientemente de que los mecanismos que subyacen a la MCS en el
cangrejo han sido muy bien caracterizados, existen dudas sobre su naturaleza
asociativa. Como mencionamos anteriormente, la asociacion en el paradigma
de MCS de la presentacién del EVP y el contexto es expresada no sélo en el
primer ensayo de la evaluacién, sino también en la fase de reentrenamiento
(Pedreira et al., 1998). Dicha retencion de la memoria expresada en el primer
ensayo sugiere que el animal reconoce las caracteristicas del contexto y
ejecuta la respuesta de freezing aun durante la primera presentacion del
estimulo. Este hecho es indicativo de que el aprendizaje depende del contexto
de entrenamiento y existen evidencias que apoyan la naturaleza asociativa de
este aprendizaje. Efectivamente, en la memoria contexto-sefal se cumplen

algunas caracteristicas de la asociacién, como inhibicién latente y extincion

53



Capitulo I

(Hepp et al., 2009; Hermitte et al., 1999; Pedreira et al., 1995b; Perez-Cuesta
et al., 2007; Tomsic et al., 1998). Sin embargo, las caracteristicas contextuales
son presentadas de una manera invariable que resulta en un estimulo con bajo
cardcter predictor. En consecuencia, no es posible encontrar una respuesta de
freezing que se anticipe a la llegada del EVP, es decir en respuesta a la
reexposicion al contexto. Por tanto, las diferencias encontradas entre los
grupos control y entrenado, aparecen sélo en la primera presentacién de los
animales al estimulo aversivo. Estd claro que en un condicionamiento
pavloviano la respuesta anticipatoria es esperada en la sesiéon de evaluacion
cuando se presenta el EC sin la presentacion del El. En el condicionamiento
pavloviano contextual (CPC), la respuesta condicionada (RC) ocurre cuando el
animal es reexpuesto al contexto de entrenamiento. Por esta razén, el
aprendizaje contextual asociativo en el cangrejo podria ser interpretado tanto
como una habituacién asociativa, en los términos de la teoria de Wagner
(Wagner, A. R, 1984), como un condicionamiento atipico en el cual el

aprendizaje sélo es expresado cuando se presenta el El.

Durante el transcurso de esta Tesis y junto con el Licenciado Martin Carbé
Tano, desarrollamos un protocolo del tipo CPC en el cual las caracteristicas
del contexto fueron cambiadas de tal manera que fueran contingentes con el
El y le otorguen un mayor valor predictivo al EC. Entonces, para cada ensayo
de entrenamiento, caracteristicas particulares del contexto Ffueron
presentadas de forma discreta mediante un cambio de iluminacién y su
presentaciéon terminé simultdneamente con el El. Usando este protocolo,
describimos la consolidacion, la reconsolidacién (ver capitulo IV) y la extincion
de esta memoria y evaluamos la presencia de una respuesta anticipatoria
consistente. Este nuevo paradigma resulta funcional a la hora de buscar
sustratos neuronales de la representacion del contexto porque permite una
presentaciéon fasica del mismo (Sztarker y Tomsic, 2011). Mds aun, el
acercamiento del nuevo paradigma a un condicionamiento pavloviano permite
realizar estudios comparativos con paradigmas que utilizan mamiferos como

modelo y revelar si los componentes a nivel molecular son compartidos.
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Figura III.1
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Figura Ill.1. (A) Disefio experimental. El protocolo para MCS es presentado en el panel de arriba. El
protocolo para CPC es presentado en el panel de abajo. El guién negro sobre el final de cada caja
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[11.2 RESULTADOS

lI.2.1 El entrenamiento de condicionamiento pavloviano induce una robusta

retencion de la memoria

Como discutimos en el Capitulo I, un aprendizaje asociativo consiste en la
presentacién contingente de un EC con un El. Por lo tanto, desarrollamos un
protocolo de estas caracteristicas en el cangrejo Neohelice granulata. Un
trabajo previo realizado en nuestro laboratorio demostré que el cambio de
iluminacion del dispositivo experimental era interpretado por el animal como
un cambio en el contexto (Pérez-Cuesta y Maldonado, 2009). Teniendo en
cuenta este antecedente, introdujimos este cambio de iluminacién en cada
ensayo de entrenamiento. El mismo consistio en iluminar al dispositivo
experimental desde abajo durante los primeros 10min y en cada IEE y 18seg
antes de cada presentacion del EVP, realizar un cambio a una iluminacién
desde arriba que se mantenia durante los 9seg que duraba el mismo. De esta
manera el EC termina al mismo tiempo que el El, en contraposicién con el
protocolo anterior en el cual la iluminacién superior estaba presente durante
toda la sesién de entrenamiento. Asi, el primer experimento consistié en

comparar ambos protocolos.

En la figura lll.1.A se muestra el disefio experimental. En el dia 1 un grupo
de animales fue entrenado con 15 ensayos con iluminacién superior (EN-MCS).
Un grupo control permanecié el mismo tiempo en el dispositivo experimental
con iluminaciéon superior sin la presentaciéon del estimulo visual de peligro (CT-
MCS). Otro grupo entrenado con 15 ensayos al cual se le cambié desde
iluminacién inferior a superior 18seg antes de la presentacién del EVP (EN-
CPQ) y otro grupo control al cual se le realizé el cambio de iluminacién pero no
se le presentd el EVP (CT-CPC). Luego de 24hs (dia 2) los cuatro grupos fueron
evaluados con 6 ensayos iguales a los que recibieron durante la sesién de

55



Capitulo I

entrenamiento.

Es importante aclarar que a lo largo de esta tesis todos los grupos control
recibieron una presentacion del estimulo visual de peligro al mismo tiempo
que el primer ensayo de entrenamiento de los grupos control. De esta manera
pudimos determinar aquéllos animales que no respondian y utilizarlo como
criterio de eliminacién. El criterio implica que todos los animales deben

responder a la primera presentacion del estimulo visual de peligro.

Todos los resultados de este capitulo se presentan como respuestas medias

+/- el desvio estandar normalizado con respecto al grupo control.

El ANOVA de medidas repetidas no mostré diferencias significativas entre
los grupos entrenados durante la sesién de entrenamiento (Figura Il.1B,
F176=0.05; p: NS) ni interaccién entre grupo y entrenamiento (Fi4100=0.4; p: NS)
Sin embargo, si se encontraron diferencias significativas entre el primero y el
Ultimo ensayo (F14,100=31.43; p<0,05; E1-CSM vs. E15-CSM: p<0,05 y E1-CPC vs.
E15-CPC: p<0.05), indicativo de que los animales entrenados realizaron un
cambio del comportamiento desde una respuesta de escape a una de freezing
durante el entrenamiento. Durante el primer ensayo de la sesiéon de
evaluacion, tanto en el protocolo MCS como en el CPC, los grupos entrenados
mostraron niveles de respuesta significativamente menores que sus
respectivos controles (Figuras Ill.1C y D) (Fs:16=17.9; p<0,05; CT-CSM vs. EN-
CSM: p<0,05 y CT-CPC vs. EN-CPC: p<0,05). Esto indica que ambos protocolos
son capaces de inducir una MLT significativa. Sin embargo, encontramos
diferencias entre ambos protocolos en la fase de reentrenamiento (entre los
ensayos 2 y 6 de la evaluaciéon). El protocolo CPC resulta en diferencias
significativas entre el grupo control y entrenado en la media de valor del
bloque acumulado del ensayo 2 al 6 (Figuras IIl.1D). Contrariamente, no
encontramos diferencias en ese bloque entre el grupo control y el grupo
entrenado, cuando se utilizé el protocolo de MCS. (Figura lll.1 C, F3116=7.7;
p<0,05; CT-CSM vs. EN-CSM: p:NS y CT-CPC vs. EN-CPC: p<0,05).

Los resultados de esta seccion indican que el protocolo CPC induce una

fuerte MLT, la cual le permite al animal mostrar una mayor retencién de la
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Figura II1.2

A ) ) B Dia 1 - 12 Ensayo de
Dia 1 Dia 2 entrenamiento
| e o 2500- *
Pareado | CT ™= —_— 3 T
P) - 24hs — = 2000
EN __ mm __ o 1
x 15 x6 ‘é 15001
Dia 1 Dia 2 & 10004
= [ 3
No pareado| CT ®=sw —_— T 500
(NP) EN — mm 24hs [ z ,|[CT
[ ] m i
EREE L P NP
C Dia 1 - Entrenamiento Dia 1 - Entrenamiento
EN-P EN-NP
*
@ 20007 | w 800- *
3 T |
=
© 1500 Z 600
2 2
2 2
31000 2 4001
[J] [J]
o4 i o
(] (]
Z 500 © 200
(] [J]
= >
z i p
0 T T T T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T T T T T T 1
1234567 8 9101112131415 1234567 8 9101112131415
Ensayos Ensayos
D Dia 2 - Evaluacién Dia 2 - Evaluacion
120 120
g 100 S 100
o b < ]
E 2
[} ]
= 80- = 80
< &
) (1]
wv . 4 -
g 60 § 60
5 40 2 40
. ¢
hel (]
o 20 > 201
2 ]
z 2
0 - 0 -

Ensayos Ensayos

Figura IIl.2. (A) Disefio experimental. El protocolo para P es presentado en el panel de arriba. El
protocolo para NP es presentado en el panel de abajo. El guién negro sobre el final de cada caja
representa un El. (B) Nivel de respuesta media al primer ensayo de entrenamiento. (C) A la izquierda
se muestran las curvas de entrenamiento para cada ensayo para el grupo EN-P. A la derecha las
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curvas de evaluacion para los grupos CT-P/EN-P durante los 6 ensayos de evaluacion. A la derecha las

curvas de evaluacion Para los grupos CT-NP/EN-NP durante los 6 ensayos de evaluacion.
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memoria durante toda la sesién de testeo con respecto al protocolo de MCS

en el cual no se cambia el contexto.

lll.2.2 El entrenamiento de condicionamiento pavloviano induce una

asociacion especifica entre el contexto y el estimulo visual de peligro

El siguiente experimento fue realizado con el objetivo de establecer si el
protocolo de entrenamiento CPC implica una asociacion entre las claves

contextuales presentes en el entrenamiento y el estimulo visual de peligro.

El experimento consistié en 2 pares de grupos: un grupo fue entrenado
usando el protocolo CPC (grupo P, pareado), mientras que el otro fue
entrenado con el mismo patrén de cambio de luces, pero el estimulo aversivo
fue presentado durante la mitad de la iluminacién inferior (grupo NP, no
pareado). Cada par contenia su respectivo control al cual se le realizaron los
cambios de iluminacién sin la presentacion del estimulo visual de peligro. De
esta manera, el segundo par de grupos representa la condicién estrictamente
no pareada. 24 hs luego del entrenamiento, la memoria de todos los grupos

fue evaluada con 6 ensayos del protocolo CPC (Figura Il1.2.A).

Los resultados del entrenamiento muestran que hay diferencias
significativas durante el primer ensayo entre los pares pareado y no pareado,
con un nivel significativamente menor en el no pareado (Figura IIl.2.B,
F3116=3.36; p<0,05; CT-P vs. CT-NP: p<0,05 y EN-P vs. EN-NP: p:NS). Estas
diferencias son atribuidas a que en la condicién de iluminacién inferior el
estimulo visual de peligro fue menos saliente para el grupo no pareado. Sin
embargo, independientemente del bajo nivel de respuesta, pudo detectarse
una curva de adquisicion del aprendizaje (Figura I11.2.C, F14100=11.92; p<0,05;
E1-P vs. E15-P: p<0,05 y E1-NP vs. E15-P: p:NS). Mas aln, en trabajos
anteriores de nuestro laboratorio, Tomsic y colaboradores (Tomsic et al., 1991)
demostraron que este animal es capaz de formar una MLT aln sin mostrar

ningun tipo de respuesta medible durante el entrenamiento. Esto fue logrado
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bajo el efecto del GABA, administrado previo a un entrenamiento de 15
ensayos. La conclusién principal de este trabajo fue que la ejecucién de la

respuesta no es una condicion necesaria para la adquisicion de esta memoria.

Volviendo a nuestro experimento, el par P mostré diferencias significativas
entre el grupo control y el entrenado en el primer ensayo de la sesion de
evaluaciéon, mientras que no se encontraron diferencias en el par NP
(Fs,116=3.36; p<0,05; CT-P vs. EN-P: p<0,05 y CT-NP vs. EN-NP: p:NS). Sin
embargo, en la fase de reentrenamiento, ambos pares de grupos mostraron
diferencias significativas entre los grupos entrenados y controles (Figura
[11.2.D, F3116=3.46; p<0,05; CT-P vs. EN-P: p<0,05 y CT-NP vs. EN-NP: p<0,05).
Estos resultados indican que, aunque ambos protocolos inducen una retencion
de la memoria durante la fase de reentrenamiento, sélo la condicién pareada
fue capaz de inducir retencién en el primer ensayo de evaluacion. Una posible
interpretacion para este resultado es que la asociacién entre el contexto dado
por la iluminacién superior y el El puede ser establecida para este par de
grupos y la presencia del EC predispone al animal a una baja respuesta al El en
el primer ensayo. Contrariamente, en el grupo no pareado, el contexto de
iluminacién superior no predice la llegada del El. Sin embargo, la retencién en
este ultimo grupo pudo ser manifestada durante los ensayos 2 al 6, lo cual
sugiere un componente no asociativo de esta memoria (habituacién),
expresada como una rdpida reduccién en la respuesta de escape por los
sucesivos ensayos, indicativo de reaprendizaje (saving, en la literatura inglesa;
Pedreira et al., 1998).

I.2.3 Importancia de la relacion temporal entre estimulos en el

condicionamiento contextual

El diseno experimental utilizado para los experimentos anteriores fue del
tipo forward (del inglés, hacia adelante), en el cual el EC fue presentado antes

del El y permanecié hasta que la presentacion del El finalizé. Generalmente
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este diseno es utilizado para generar la mayor asociaciéon entre estimulos
(Hall, G, 1994). Un protocolo no efectivo o menos efectivo implica un inicio
sincrénico de ambos estimulos, de esta manera el El permanece solo por un
cierto tiempo mientras el EC audn continta (Hawkins et al., 1986). Para
comparar la efectividad entre ambos protocolos y de esta manera sequir
evaluando las caracteristicas asociativas del nuevo protocolo, realizamos el

experimento que se describe a continuacion.

Se incluyeron dos pares de grupos. En uno de los pares, un grupo fue
entrenado con el protocolo CPC que implica la presentacién forward (EN-F), y
el otro par, un grupo fue entrenado usando el mismo cambio de iluminacién
pero con diferente esquema de presentacion del estimulo aversivo. Para este
grupo, el El fue presentado durante los primeros 9seg del contexto de
iluminacion superior (EN-S; presentacion simultdnea) y durante los altimos
18seg el EC permanecié solo. Ambos pares de grupos contaron con su
respectivo control el cual sélo fue sometido al cambio de iluminacién con una
Unica presentacién del estimulo visual de peligro. Luego de 24hs todos los
grupos fueron evaluados con 6 ensayos en la configuracion del tipo CPC
(Figura 111.3.A).

Respecto al entrenamiento, no se encontraron diferencias entre los grupos
entrenados con los distintos protocolos (Figura I1I1.3.B, F3116=3,41; P<0.05),
pero hubo diferencias entre el primer y el Gltimo ensayo para cada par de
grupos (Fi4,100=38,08; P<0.001, E1-F vs. E15-F: P<0.001 y E1-S vs. E15-S:
P<0.001). La ausencia de diferencia entre ambos tipos de entrenamiento
puede ser explicada teniendo en cuenta que durante la adquisicién la
disminucién de los niveles de respuesta estd determinada fundamentalmente
por un proceso no asociativo independiente del contexto y exclusivamente
dependiente del estimulo aversivo (Romano et al., 1991; Sudrez et al., 2010).
Durante la sesién de evaluacién (Figura 111.3.C), se encontraron diferencias
significativas entre el grupo control y el entrenado en el primer ensayo para el
par F, pero no para el par S (Fs116=3,41; p<0,05; CT-F vs. EN-F: p<0,05 y CT-S vs.

EN-S: p:NS). Sin embargo, en la fase de reentrenamiento, ambos pares de
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grupos mostraron diferencias significativas (Fs116=3,69; p<0,05; CT-F vs. EN-F:
p<0,05 y CT-S vs. EN-S: p<0,05). La retencion encontrada durante el
reentrenamiento puede ser atribuida al componente no asociativo del
proceso de aprendizaje (Maldonado et al., 1997). Mas adn, sélo la condicién
forward fue capaz de inducir retencién al primer ensayo de evaluacién, en el
cual el componente asociativo de la memoria es expresado Gnicamente, sin la
interferencia del proceso de reentrenamiento que se desencadena en los
siguientes ensayos. El protocolo CPC fue mas efectivo que el simultaneo en el
establecimiento de la asociacién entre el contexto de iluminacién superiory el
estimulo visual de peligro. De esta manera, la presencia del contexto antes de
la presentacion del El, le permite al animal realizar la respuesta de
congelamiento en el primer ensayo de evaluacion. Contrariamente, el mismo
contexto de iluminacién superior no es capaz de predecir la llegada del
estimulo visual de peligro si el comienzo de ambos estimulos ocurre de
manera simultanea. Por lo tanto, los animales escapan en el primer ensayo de
la evaluacién. En resumen, el paradigma CPC comparte la propiedad de la
relacion temporal entre los estimulos con la mayoria de las tareas de

condicionamiento.

1Il.2.4 La tarea de condicionamiento desarrollada es una asociacion contextual

y no una asociacion de clave

En los experimentos mostrados en las secciones anteriores demostramos
que la condicién pareada, y no la estrictamente no-pareada, y que la condiciéon
forward, y no la presentacién simultdnea de los estimulos, induce una
retencion de largo término. Estos resultados sugieren el establecimiento de
una asociacion entre el contexto de iluminacién superior y el estimulo visual
de peligro. La luz desde arriba se presenta en cada ensayo durante el
entrenamiento y posee un alto valor predictivo ya que antecede la llegada del
El. En estas circunstancias, la iluminacién superior podria ser interpretada

como clave y no como contexto. Sin embargo, como mencionamos
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anteriormente, el animal es capaz de establecer una asociacion multimodal
entre el contexto y el estimulo visual de peligro. Por lo tanto seria posible que
en el protocolo CPC la conjuncién de las claves contextuales con la luz desde
arriba represente el EC. Entonces, para caracterizar el proceso de aprendizaje
generado por el protocolo de entrenamiento CPC, examinamos si la MLT se
expresaba sélo cuando la iluminacién superior ocurria en el mismo contexto o
era capaz de generalizarse a otros contextos con el mismo tipo de iluminacién.

A continuacién describimos el experimento realizado.

Nuevamente utilizamos dos pares de grupos control y entrenado. En este
caso un grupo fue entrenado con el protocolo CPC en el dispositivo
experimental usual, contenedor naranja (mismo contexto, MC) y el otro grupo
fue entrenado con el mismo protocolo pero en un contexto diferente,
contenedor con rayas blancas y negras (contexto diferente, CD). Ambos pares
contaron con un grupo control, al cual no se le presenté el estimulo visual de
peligro pero con la misma exposicion a los contextos de luz. Previamente, se
ha establecido que esta diferencia visual es suficientemente saliente para el
cangrejo en las condiciones de entrenamiento habituales como para
diferencias ambos contextos (Tomsic et al., 1998; Pedreira et al., 2002). A 24hs
del entrenamiento la memoria de todos los grupos fue evaluada con 6
ensayos en el contexto habitual de paredes naranja y sin bandas (Figura
[1.4.A).

Los resultados de la sesion de evaluaciéon se encuentran en la figura 111.4.B.
El par CT-MC /EN-MC mostré diferencias significativas en el primer ensayo.
Estas diferencias se debieron al bajo nivel de repuesta del grupo entrenado
comparado con el grupo control. Por el contrario, el par CT-CD / EN-CD no
mostré diferencias entre los grupos debido a que el grupo entrenado
presentd el mismo nivel de respuesta que el grupo control (Fs116=3,89; p<0,05;
CT-SC vs. EN-SC: p<0,05 y CT-DC vs. EN-DC: p: NS). Mas audn, en la fase de
reentrenamiento el par CT-MC/EN-MC mostré las diferencias esperadas para
el blogue de los ensayo 2 al 6, mientras que estas diferencias no estuvieron
presentes en el par CT-CD/EN-CD (F3,116=3,69; p<0,05; CT-SC vs. EN-SC: p<0,05
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y CT-DC vs. EN-DC: p: NS).

Los resultados de este experimento indican que la memoria CPC es
contexto especifica, independientemente de que la iluminacién presentada en
ambos contextos haya sido la misma. Esto indica que el contexto de
iluminacion superior acta como parte del EC y no como una clave por en si
misma. En este caso, la luz de arriba podria funcionar como un indicador de
ocasion (occasion setter, en la literatura inglesa) (Brembs y Wiener, 2006;
Holland, P. C., 1983).

I11.2.5 El proceso de extincion en la memoria de condicionamiento pavloviano

El proceso de extincidon es una caracteristica universal de los aprendizajes
asociativos. En la MCS del cangrejo Neohelice se encontré que la extincién
ocurre cuando los animales son reexpuestos en forma prolongada al contexto
de entrenamiento. La memoria de extincion fue inducida utilizando
exposiciones continuas o discretas al contexto de entrenamiento. Para que la
extincién tenga lugar, las exposiciones debian alcanzar un minimo de entre 1y
2 hs de duracién (Hepp et al., 2009; Pedreira y Maldonado, 2003). Esta nueva
memoria era de cardcter temporal. A medida que pasaba el tiempo, ocurria
una recuperacion espontdnea de la memoria original (Merlo y Romano, 2008;
Hepp et al.,, 2009). Teniendo en cuenta la estructura del EC en el nuevo
paradigma, optamos por utilizar para el protocolo de extincién ensayos que
consistian en el cambio de iluminacién por un tiempo total de reexposicion de
2hs.

En el dia 1, dos pares de grupos CT y EN recibieron un protocolo de
entrenamiento CPC. Al dia siguiente, un par de grupos recibié una sesién de
extincion (Extinguido, E). Esta sesidon consistié en la presentacién de 15
ensayos de cambio de iluminacién en la cual cada ensayo duraba mas que el
tradicional, de modo tal de asegurarse una reexposicion de 2hs en la

iluminacién superior. El otro par de grupos fue sometido al mismo esquema
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de iluminacion, pero en un contexto diferente (No extinguido, NoE) (Figura
[11.5.A).

La memoria fue evaluada con una Unica presentacién del estimulo visual de
peligro. Como puede verse en el grafico de la izquierda de la figura 1I.5.B, sélo
el par NoE muestra retencién de la memoria dada la diferencia en el nivel de
respuesta entre el grupo CT y EN, mientras que en el par E no hay diferencias
entre los grupos, indicando que la sesion de 2hs fue efectiva para inducir la
extinciéon (Fs116=3,18; p<0,05; CT-NoE vs. EN-NoE: p<0,05and CT-E vs. EN-E2: p:
NS). Para confirmar que la falta de retencién de la memoria se debia a un
proceso de extincion, evaluamos la existencia de recuperacion espontanea de
la memoria original evaluando a los cangrejos con 6 ensayos luego de 48hs
desde la primera sesién de evaluacién. La recuperacién espontidnea fue
descripta previamente en el protocolo de entrenamiento MCS (Merlo vy
Romano, 2008; Hepp et al, 2009). En este experimento encontramos
retencion de la memoria para ambos pares de grupos (Figura IIl.5.B derecha),
indicando que la memoria de extincién decay6é durante esos dos dias y la
memoria original pudo volver a expresarse (Fs116=3,36; p<0,05; CT-NOE vs. EN-
NoE: p<0,05y CT-E2 vs. EN-E2: p<0,05).

l.2.6 Dependencia de la sintesis de proteinas en la consolidacion de la

memoria de condicionamiento pavloviano

Una caracteristica universal de las memorias que perduran por al menos un
dia es su dependencia de la sintesis de proteinas durante la consolidacién.
Para evaluar si la memoria CPC es dependiente de la sintesis de proteinas,
realizamos un experimento utilizando los mismos dos pares de grupos que en
las secciones anteriores. Inmediatamente luego del entrenamiento, un par de
grupos fue inyectado con solucién vehiculo (VHC) y el otro par fue inyectado
con 40ug/animal del inhibidor de la traduccién, cicloheximida (CHX). Esta dosis

es comUunmente usada en nuestro laboratorio para inducir efectos amnésicos
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(ej: Pérez-Cuesta y Maldonado, 2009). Un dia luego del entrenamiento, los
animales fueron evaluados con un ensayo, como se realiza usualmente en los

experimentos farmacolégicos (Figura 111.6.A).

En la figura 111.6.B se muestran los resultados para el ensayo de evaluacion
de la memoria. Como era de esperar, la comparaciéon entre los grupos CTy EN
inyectados con VHC presenté diferencias significativas, lo cual indica
retencion de la memoria. Contrariamente, el par inyectado con CHX no mostré
diferencias significativas, indicando un efecto amnésico de la droga
(Fs116=3,93; p<0,05; CT-VHC vs. EN-VHC: p<0,05 y CT-CHX vs. EN-CHX: p: NS).
Estos resultados indican que la memoria CPC es dependiente de la sintesis

proteica.

I.l2.7 Un antagonista del receptor GABA. facilita la consolidacion de la

memoria de condicionamiento pavloviano

Otra caracteristica general de la MLT es que puede ser facilitada por la
administracion de drogas que incrementan la actividad excitatoria neuronal.
Trabajos previos de nuestro laboratorio encontraron que la bicuculing, un
antagonista de los receptores del tipo GABA,, induce una facilitacién de la
MLT en el cangrejo Neohelice (Carbo Tano et al.,, 2009). Con el objetivo de
analizar si también era posible de facilitar la memoria CPC con este

antagonista, realizamos el experimento que se describe a continuacion.

Entrenamos dos pares de grupos CT-EN de animales con un protocolo de
entrenamiento débil que consisti6 en 4 ensayos. Luego administramos
2,69ug/g de bicuculina (BIC) a un par CT-EN mientras el otro par recibié una
inyeccion de vehiculo (VHC). Un dia después del entrenamiento los animales

fueron evaluados con un ensayo (Figura II.7.A).

Los resultados de la sesién de evaluacion se muestran en la Figura II.7.B.
No hubieron diferencias entre los grupos CT y EN inyectados con VHC, como

se esperaba luego de un protocolo de entrenamiento débil. Sin embargo,
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encontramos diferencias significativas entre los grupos CT y EN inyectados
con bicuculing, indicando que la consolidacién de la memoria pudo ser
facilitada (Fs116=2,96; p<0,05; CT-VHC vs. EN-VHC: p:NS y CT-BIC vs. EN-BIC:
p<0,05).

111.2.8 El condicionamiento pavloviano induce una respuesta anticipatoria

Una vez que el condicionamiento pavloviano se ha establecido, la
presentacion del EC predice la ocurrencia del El e induce una respuesta
condicionada (respuesta anticipatoria). La RC es esperada cuando el animal es
reexpuesto al contexto de entrenamiento. Sin embargo, utilizando el
entrenamiento de MCS nunca se pudo establecer una respuesta anticipatoria
durante la re-exposicion al contexto. Basados en la contingencia
aparentemente mas fuerte establecida por el paradigma CPC en comparacién
con el tradicional, esta serie de experimentos tiene como objetivo analizar si
la respuesta anticipatoria es expresada en este nuevo aprendizaje cuando el
animal es expuesto al contexto de entrenamiento. En el siguiente
experimento exploramos la posible presencia de una respuesta de freezing
cuando aparece el contexto de iluminacién superior. Un par CT-EN recibi6é un
entrenamiento de 15 ensayos y al dia siguiente evaluamos la memoria con dos
ensayos de cambio de iluminacion. El primer ensayo consistié en presentar el
cambio de iluminacién sin el estimulo visual de peligro mientras que en el
segundo ensayo se presentd el estimulo aversivo (Figura I11.8.A, diagrama de la
izquierda). El primer ensayo fue dividido en 5 bloques (b1-b5) de 9seg cada
uno. El primer bloque corresponde a los ultimos 9seg de la actividad basica
iluminado desde abajo. Los bloques 2 al 4 corresponden a los 27seg totales de
iluminacion desde arriba y el Ultimo bloque corresponde a los primeros 9seg
del intervalo entre ensayos iluminado desde abajo. En el segundo ensayo se
analizaron los 9seg durante la presentaciéon del estimulo visual de peligro

(Figura 111.8.A, diagrama de la derecha).
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Los resultados se muestran en la figura 111.8.B. Durante el primer bloque
(b1) de exposicién a iluminacién inferior no hubo diferencias entre los grupos
CT y EN (F15=0,4; p=0,5). Sin embargo, luego del cambio de iluminacién, la
actividad del grupo entrenado cayé marcadamente a niveles mas bajos,
indicando que la mayoria de los animales realizé6 una respuesta de freezing
(b2) (F15s=5.54; p<0,05). Esta diferencia en la actividad sugiere una respuesta
anticipatoria al EC (contexto de iluminacion superior). Durante los primeros
9seg del intervalo entre ensayos con la iluminacién inferior (b5), nuevamente
los animales muestran el mismo nivel de actividad para ambos grupos
(F158=1,72; p:NS). Finalmente, en el sequndo ensayo se midi6 la respuesta de
escape al estimulo visual de peligro y se encontraron las diferencias esperadas
entre ambos grupos (F1ss=8,34; p<0,05). Considerando que el b2 incluye el
cambio de iluminacién, pareceria ser el mejor indicador de la respuesta

anticipatoria (Figura I11.8.B panel derecho)

I11.2.9 La respuesta anticipatoria de la memoria de corto término es expresada

en periodos mayores a 2hs.

En estudios previos que utilizaban el protocolo tradicional de MCS, la
retencion de corto término de la respuesta al estimulo visual de peligro fue
atribuida al componente no asociativo de la memoria. Tal proceso induce una
reduccién general en la respuesta que no es especifica del estimulo o de las
caracteristicas del contexto (Romano et al., 1991). El siguiente experimento
tuvo como objetivo evaluar la presencia de una memoria de corto término
(MCT) inducida por el protocolo de entrenamiento CPC. A su vez, nos
interesaba abordar la posible diferencia entre un freezing anticipatorio como
expresién de una memoria asociativa y de un freezing en respuesta al El como

expresion de una memoria no asociativa.

En este caso, nuevamente utilizamos los dos pares CT-EN entrenados con

15 ensayos y evaluados con 2 ensayos a las 2hs o a las 4hs. La evaluacion
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Figura I11.9
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consistié en los mismos 2 ensayos explicados en la seccién anterior, uno sin la
presentaciéon del estimulo visual de peligro y el otro con el estimulo aversivo
(Figura lll.9.A).

Los resultados se muestran en la Figura 111.9.B. Cuando analizamos la
respuesta al cambio de iluminacion durante el b2 del primer ensayo,
encontramos diferencias a las 4hs pero no a las 2hs (Fs116=3,24; p<0,05; 2hs
p:NS y 4hs p<0,05). El seqgundo ensayo mostré diferencias significativas entre
los grupos CT y EN tanto a las 2hs como a las 4hs (Fs116=5,65; p<0,05; 2hs
p<0,05 y 4hs p<0,05). Como conclusién de este experimento podemos decir
que a las 2hs la memoria asociativa no esta completamente consolidada y por
lo tanto, no puede ser expresada. La respuesta de freezing al El que se
observoé a las 2hs podria ser atribuida al componente no asociativo. Por el
contrario, 4hs luego del entrenamiento, ambos componentes de la memoria

estan presentes y son expresados.

111.3 DISCUSION

En este capitulo nos propusimos desarrollar una tarea de condicionamiento
contextual en el cangrejo Neohelice. Esta tarea nos permitioé realizar estudios
comparativos sobre los mecanismos de resonsolidacién de la memoria
asociativa contextual con otros grupos de organismos. De esta manera,
obtuvimos evidencias que indican que el cangrejo Neohelice establece una
asociacion entre un contexto particular y un estimulo aversivo, llamado
estimulo visual de peligro (El). Inicialmente encontramos que dicha asociacion
ocurre sélo si los estimulos son presentados de manera pareada (Figura II1.2).
Un diseno estrictamente no pareado no desencadena una respuesta de
freezing (respuesta condicionada) cuando se presenta el El, indicando que el
estimulo aversivo no estd asociado con las caracteristicas generales del
dispositivo experimental, sino con los rasgos particulares del contexto de

iluminacion superior. Este resultado nos permite descartar la interpretacion
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de una habituacién en lugar de una asociacién dado que el disefio no pareado
no mostré retencion de la memoria, aunque recibieron un entrenamiento

fuerte de presentacion reiterada del estimulo de peligro.

Como es caracteristico en el condicionamiento pavloviano, el diseno de
inicio de la presentacion del estimulo aversivo de manera simultanea con el
contexto de iluminacién superior (Figura Il.3) no mostré retencién de la
memoria en el primer ensayo de evaluacién. Sin embargo, encontramos una
disminucién significativa en la respuesta de los animales entrenados entre los
ensayos 2 y 6. Esto es indicativo de que bajo la condiciéon simultdnea no se
establece una asociacion entre el contexto y el El, pero que la presentacion
repetida del El induce una habituacién que puede ser expresada durante la
fase de reentrenamiento. Mas aln, encontramos que la respuesta de freezing
adquirida durante el entrenamiento no es expresada cuando se cambian las
caracteristicas relevantes del contexto (Contenedor rayado vs. contenedor
liso) durante la evaluacion (Figura Ill.4). En tales condiciones, no hubo
retencion de la memoria a pesar de una iluminaciéon idéntica en ambos
contextos. Estos resultados estdn a favor de estudios previos que
demostraron que los cangrejos perciben al mismo contexto bajo distintas
condiciones de iluminacién como ambientes diferentes (Hepp et al., 2009;
Pérez-Cuesta y Maldonado, 2009). Esta diferencia en la percepcion indica que
la iluminacién superior no estd actuando como una clave asociada al El por si
misma, sino que la combinacién de la iluminacion con determinadas
caracteristicas del contexto es lo que define el EC en este nuevo paradigma.
A su vez, trabajos previos indican que una luz puntual puede ser capaz de
funcionar en el cangrejo como un EC para inducir un condicionamiento de la
respuesta cardiaca (Burnovicz y Hermitte, 2010). A diferencia del trabajo
mencionado, en el caso del CPC no hay una luz focal sino una iluminacién

general difusa.

Como dijimos anteriormente, en el protocolo tradicional la iluminacion
superior estaba presente durante toda la sesidon de entrenamiento lo cual le

otorgaba un bajo valor predictor al EC y no era posible encontrar una
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respuesta anticipatoria. Contrariamente, con el nuevo paradigma
encontramos una clara respuesta anticipatoria luego del cambio de
iluminacién inferior a superior durante el primer ensayo de evaluacién (Figura
[11.8). De esta manera, en el nuevo protocolo encontramos una fuerte relacién
entre estimulos (EC-El) que se reflejé tanto en establecer la contingencia
(Figura 111.3) como en la relacién temporal requerida por los estimulos para

desarrollar el condicionamiento (Figura I11.4).

Durante el entrenamiento, los cangrejos fueron expuestos a dos
condiciones contextuales, pero sélo una fue presentada de manera pareada
con el El. Nosotros interpretamos esas diferencias en el diseno como
condicionamientos diferenciales. El contexto de iluminacién superior puede
ser considerado como EC+ (reforzado) y el contexto de iluminacién inferior
como EC (no reforzado). La falta de respuesta anticipatoria durante la
presentacion de la iluminacién inferior (bloque 1 en la Figura 111.8.B) es un dato

a favor de dicha interpretacion.

Encontramos caracteristicas de la memoria en el protocolo de CPC que son
comunes a otras memorias de aprendizajes asociativos tanto a nivel
comportamental como de mecanismos. Inicialmente encontramos MCT que se
expresa 2hs luego del entrenamiento (Figura IIl.9). Notablemente, esta
memoria no se expresa con la presentacién del EC, pero si con la presentacién
de El. Contrariamente, 4hs luego del entrenamiento pudo observarse una
respuesta de freezing tanto con la presentacién del EC como con la del El.
Nosotros postulamos que inicialmente se expresa una MCT no asociativa y
luego, una vez que la consolidacion de esta memoria estd completa, la MCT es
reemplazada por una MLT asociativa. Son necesarios otros experimentos para
evaluar si la memoria expresada a las 4hs posee distintas caracteristicas que la
memoria expresada 24hs luego del entrenamiento. En este sentido, trabajos
previos con este modelo indicaron que la retencién de corto término (a menos
de 2 hs) puede ser expresada por un mecanismo inespecifico dependiente de

opioides (Romano et al., 1991).

Una caracteristica universal de las MLT es su dependencia de la sintesis
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proteica durante las primeras horas luego del entrenamiento. Como era de
esperar, la consolidacion de la memoria de CPC fue sensible a la cicloheximida
cuando se administré inmediatamente después del entrenamiento (Figura
[11.6). Mas aun, fue posible facilitar la memoria de CPC durante la consolidacién
con la administracion del antagonista GABAérgico bicuculina (Figura IIL.7).
Trabajos anteriores con este antagonista demostraron efectos facilitadores de
la memoria en diferentes especies, incluyendo al cangrejo Neohelice (Carbo
Tano et al., 2009).

Como otras memorias asociativas, encontramos que la memoria de CPC
experimenté un proceso de extinciéon cuando los cangrejos fueron expuestos
al contexto de iluminacién superior un dia luego del entrenamiento (Figura
[1.5). La extincion fue alcanzada sélo cuando la exposicién al contexto fue por
2hs, similar a lo observado en el protocolo tradicional (Hepp et al., 2009;
Pedreira et al., 2004).

El desarrollo de este nuevo paradigma es una herramienta importante a la
hora de buscar sustratos neuronales que codifiquen para la representacion
del contexto debido a la posibilidad de una presentacién discreta del mismo
(Sztarker y Tomsic, 2011). Mas aun, como veremos en los préximos capitulos
de esta Tesis, el ajuste de este nuevo paradigma a la definicién de
condicionamiento pavloviano, permite estudios comparativos con otros

paradigmas que pueden compartir componentes a nivel moleculary celular.
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Capitulo IV

El papel de NF-kB en la memoria de condicionamiento

pavloviano contextual en Neohelice granulata

IV.1 INTRODUCCION

Originalmente descubierto en linfocitos, el factor de transcripcion NF-kB es
conocido desde hace tiempo por estar presente también en el sistema
nervioso central de mamiferos. Se trata de proteinas altamente conservadas
evolutivamente cuya familia en mamiferos consiste en cinco miembros: Rel B,
c-Rel, p65 (Rel A), p50 y p52; los ultimos dos son producto del clivaje
proteolitico de precursores mas grandes, p105 y p100, respectivamente.
Todos los miembros pueden formar tanto homodimeros como heterodimeros,
salvo Rel B que sélo puede formar heterodimeros. El término NF-kB
comunmente se utiliza en la literatura para hacer mencién a la combinacion
p50-p65, una de las mas estudiadas y la mas abundante en la mayoria de las
células (Kaltschmidt et al., 2005; Meffert y Baltimore, 2005).

El Factor de transcripcion NF-kB esta involucrado en la respuesta inmune de
vertebrados (Korner et al., 1989), en isquemia y estrés oxidativo (O'Neill y
Kaltschmidt, 1997) y unos pocos reportes lo asociaban con la plasticidad
neuronal (Meberg et al., 1996; Unlap y Jope, 1995). En nuestro laboratorio se
realizaron los primeros estudios que determinaron que el Ffactor de
transcripcién NF-kB tiene un rol importante en la formacion de la memoria.
Estos estudios permitieron determinar la existencia de NF-kB en el cangrejo
Neohelice granulatay la importancia de su actividad durante la formacion de la
memoria (Freudenthal et al., 1998; Freudenthal y Romano, 2000)

El Factor de transcripcién NF-kB se encuentra inactivo fuera del nucleo por
la presencia de un inhibidor especifico llamado IkB que, cuando se encuentra

unido a NF-kB, ocluye su secuencia sefal de localizacién nuclear. Senales
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Figura IV.1
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especificas permiten que kB sea fosforilado en dos de sus serinas por una
quinasa denominada IKK que lleva a la protedlisis del inhibidor por el
proteasoma (DiDonato et al., 1996).

La sulfasalazina (SSZ) es utilizada cominmente como anti inflamatorio y su
accion fue originalmente atribuida a la inhibicion de la ciclooxigenasa.
Posteriormente, se describié que la SSZ inhibe a la quinasa IKK y por lo tanto
impide la activacion de NF-kB con su consecuente translocacion a nucleo
(Figura IV.1) (Wahl et al., 1998; Weber et al., 2000). Experimentos de nuestro
laboratorio utilizando la droga indometacina, otro inhibidor de la
ciclooxigenasa pero no de IKK, prueban que los efectos observados de la SSZ
sobre la memoria se deben a su accién sobre NF-kB y no sobre la
ciclooxigenasa (Merlo et al., 2002; Freudenthal et al., 2005; Boccia et al., 2007).

Los estudios realizados en nuestro laboratorio sobre la consolidacién de la
memoria en el cangrejo Neohelice granulata determinaron una doble
activacion de NF-kB a 0 y 6hs luego del entrenamiento (Freudenthal y
Romano, 2000). La administracion de sulfasalazina en animales naive
disminuye los niveles de activacion de NF-kB a 30 y 45min y luego de 1hr se
restablecen a los niveles basales de actividad. La administracion de la droga
10min antes de la sesién de entrenamiento o 5hs luego del mismo, impide la

consolidacién de la memoria (Merlo et al., 2002).

Con respecto al rol de NF-kB en el proceso de reconsolidacién de la
memoria, en nuestro laboratorio se pudo determinar por la técnica de EMSA
que la actividad de NF-kB aumenta inmediatamente luego de la reexposicion
al contexto de entrenamiento pero no se observa un aumento si el
entrenamiento utilizado es débil o la reexposicion es a un contexto diferente.
Asimismo, la administracion del inhibidor sulfasalazina 20min antes de la
reexposicion al contexto disminuye la actividad de NF-kB e impide la

reconsolidacién de la memoria (Merlo et al., 2005).

Los estudios realizados en la tarea de evitacién inhibitoria en ratén,
mostraron una diferencia en la cinética de activacién del Ffactor de

transcripcién durante la consolidacién con respecto a la del cangrejo, ya que la
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actividad aumenta a los 45min luego del entrenamiento y a las 2hs ya se
encuentra en los niveles basales (Freudenthal et al., 2005). En relacién a los
estudios realizados durante la reconsolidacion en ratén, se encontré que la
activacién de NF-kB en el hipocampo ocurre 15min luego de la reactivacion de
la memoria y que dicha activaciéon es necesaria para reconsolidar la memoria
de evitacién inhibitoria y de condicionamiento de miedo (Boccia et al., 2007;
de la Fuente et al., 2011). Ademas, en este Ultimo modelo se encontré que la
inhibicién de IKKa luego de la reactivacion impide la reconsolidacion de la

memoria (Lubin y Sweatt, 2007).

Los objetivos de este capitulo estan orientados, por un lado, a seguir
caracterizando la memoria de condicionamiento contextual. Por el otro, dado
que en esta Tesis nos centramos en el proceso de reconsolidacién, utilizamos
la activaciéon de la via IKK-NF-kB como un mecanismo necesario para la

reconsolidacién e indicativo de que dicho proceso esta teniendo lugar.

Por lo tanto, el primer objetivo de este capitulo fue evaluar si este factor de
transcripcién estd involucrado en la consolidaciéon y reconsolidacion de la

memoria de condicionamiento contextual pavloviano.

En un segundo objetivo, quisimos caracterizar el proceso de
reconsolidacién en el nuevo paradigma. De esta manera, una vez establecida
la participacion de este Factor de transcripcién durante la reconsolidacion de
la memoria, utilizaremos el inhibidor para determinar las caracteristicas del
recordatorio que son capaces de desencadenar el proceso de labilizacién y

reconsolidacion.
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Figura IV.2
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Figura IV.2: La inhibicion de NF-kB impide la consolidacién de la memoria de CPC. (A) Protocolo
Experimental. En el Dia 1 dos pares de grupos controles (CT) y entrenados (TR) recibieron 15
presentaciones del cambio de iluminaciéon. A los grupos entrenados ademas se les presenté el
estimulo visual de peligro. Un par de grupos control y entrenado fue inyectado con vehiculo (VHC) y
el otro par de grupos fue inyectado con sulfasalazina (SSZ). Las inyecciones fueron administradas
inmediatamente antes del entrenamiento. En el Dia 2 los animales fueron colocados en los
actémetros y se les presentd el cambio de iluminacién con el estimulo visual de peligro a todos los
grupos. (B) Sesion de evaluacién. Respuesta media +/- E.E.M en el dia 2, normalizado con respecto al
grupo control inyectado con vehiculo. *: p<0,05. n=30
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IV.2 RESULTADOS

IV.2.1 Efecto de la inhibicion de NF-kB durante la consolidacién de la memoria

de condicionamiento contextual en Neohelice

En primer lugar nos propusimos evaluar el efecto de la inhibicién del factor
de transcripciéon NF-kB durante la consolidacién de la memoria de CPC. El
experimento consté de cuatro grupos. Un grupo entrenado con 15 ensayos e
inyectado con vehiculo (TR-VHC), un grupo control, al cual se le presenté el
cambio de iluminacién sin la presentacion del estimulo visual de peligro y fue
inyectado con vehiculo (CT-VHC), otro grupo entrenado con 15 ensayos e
inyectado con el inhibidor de NF-kB SSZ (TR-SSZ) y otro grupo control
inyectado con SSZ (CT-SSZ). Las inyecciones se realizaron inmediatamente
antes del entrenamiento. Luego del entrenamiento los animales
permanecieron en contenedores aislados en cajoneras hasta el dia siguiente,
cuando se realizé la sesién de evaluacién de la memoria (Figura IV.2.A).
Durante la sesién de evaluacion, todos los animales recibieron la presentacién

del estimulo visual de peligro.

En la Figura IV.2.B se muestran los resultados obtenidos el dia de la
evaluacion de la memoria. Como puede observarse, los animales del grupo
entrenado e inyectado con vehiculo, mostraron diferencias significativas con
respecto a su grupo control, indicando retenciéon de la memoria de CPC. Sin
embargo, los animales entrenados e inyectados con SSZ, no mostraron
diferencias con su respectivo control, evidenciando ausencia de memoria
(F3116=3,25; p<0,05; CT-VHC vs. EN-VHC: p<0,05 y CT-SSZ vs. EN-SSZ: p:NS). Por
lo tanto, la inhibicion del Ffactor de transcripcion NF-kB previa al
entrenamiento impide la consolidacién de esta memoria de una manera

similar a la MCS.

74



Figura IV.3
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Figura IV.3: La inhibicion de NF-kB impide la reconsolidacion de la memoria. (A) Protocolo
Experimental. En el Dia 1 dos pares de grupos controles (CT) y entrenados (TR) recibieron 15
presentaciones del cambio de iluminaciéon. A los grupos entrenados ademas se les presenté el
estimulo visual de peligro. En el Dia 2, un par de grupos control y entrenado fue inyectado con
vehiculo (VHC) y el otro par de grupos fue inyectado con sulfasalazina (SSZ) y 20 minutos luego
fueron reexpuestos al contexto de entrenamiento. En el Dia 3 los animales fueron colocados en los
actémetros y se les presenté el cambio de iluminacién con el estimulo visual de peligro a todos los
grupos. (B) Sesion de evaluacién. Respuesta media +/- E.E.M en el dia 3, normalizado con respecto al
grupo control inyectado con vehiculo. *: p<0,05. n=30
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IV.2.2 Efecto de la inhibicion de NK-kB durante la reconsolidacion de la

memoria en el paradigma de CPC

En segundo lugar, tuvimos como objetivo evaluar el efecto de la inhibicion
del factor de transcripcion NF-kB durante la reconsolidacién de la memoria. En
el paradigma clasico de MCS, la Fforma normalmente utilizada de
desencadenar el proceso de reconsolidaciéon consiste en la re-exposicién al
contexto de entrenamiento durante 5min. Esto permite que los animales
evoquen la memoria adquirida el dia anterior y se induzca la labilizacién de la
memoria. De esta manera, la memoria se vuelve susceptible a agentes
amnésicos. En el nuevo paradigma de condicionamiento contextual, los
animales permanecen 5min en el contexto con la iluminacién inferior y sélo se
le presenta la iluminacién superior durante 27seg, el mismo tiempo que dura
un ensayo de entrenamiento. En ambos paradigmas, la reactivacién carece de

la presentacién del estimulo visual de peligro.

El experimento consisti6 en cuatro grupos de animales, dos grupos
entrenados y dos grupos controles. En el dia 1, a los animales entrenados se
les presentd conjuntamente con el estimulo visual de peligro y los animales
control permanecieron en los actometros y se les presentd el cambio de
iluminacién. En el dia 2, un par de grupos control/entrenado fue inyectado con
vehiculo (CT-VHC/TR-VHC), mientras que el otro par de grupos fue inyectado
con sulfasalazina (CT-SSZ/TR-SSZ). Luego de 20 minutos de la inyeccién, todos
los animales fueron reexpuestos al contexto de entrenamiento y se les
presentd un sélo cambio de luz durante 27 seg. En el dia 3 se realizé la
evaluacién de la memoria (Figura IV.3.A). La Figura IV.3.B corresponde a los
resultados obtenidos durante la sesion de evaluacion. Como puede
observarse, el grupo entrenado e inyectado con vehiculo muestra retencion
de la memoria, dado que existen diferencias significativas con respecto al
control, mientras que el grupo inyectado con SSZ no muestra diferencias
significativas con respecto al control, indicando ausencia de retencién
(Fs116=2,73; p<0,05; CT-VHC vs. EN-VHC: p<0,05 y CT-SSZ vs. EN-SSZ: p:NS).
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Estos resultados indican que la inyeccién de SSZ 20min antes de la
reexposicion al contexto de entrenamiento impide la reconsolidacién de la
memoria. Como dijimos anteriormente, resultados previos del laboratorio
indicaban que el aumento de actividad del factor de transcripcion NF-kB
ocurria inmediatamente luego de la reexposicion al contexto y dicha actividad
disminuia si se inyectaba SSZ 20min antes de la reexposicion (Merlo et al.,
2005). Nuestros resultados estarian indicando que en el nuevo paradigma la
cinética de activacién de NF-kB seria similar al paradigma clasico y por tanto,

la ventana de accién de la droga es también similar.

IV.2.3 ;Qué caracteristicas debe cumplir el recordatorio para que labilice la

memoria?

La siguiente seccion estd orientada a entender cuales son las caracteristicas
que debe tener el recordatorio para ser capaz de desencadenar el proceso de

labilizaciéon y reconsolidacién de la memoria.

El objetivo del siguiente experimento fue determinar si la sola reexposicion
al contexto de entrenamiento en ausencia de iluminacién superior es capaz de
desencadenar el proceso de labilizacién y reconsolidacién. Como vimos en la
seccion anterior, la inhibicion de NF-kB por sulfasalazina impide la
reconsolidaciéon de la memoria. La forma de visualizar que el proceso de
reconsolidacién de la memoria estd teniendo lugar es interfiriéndolo y
evaluando la retencién a largo término después de la reactivacién. Este punto
es importante a tener en cuenta dado que el proceso de consolidacion de la
memoria puede ser evidenciado por la presencia de retencién de la memoria a
largo término. Sin embargo, si el animal reconsolida, la retencion de la

memoria permanece intacta.

Nuevamente partimos de cuatro grupos, dos grupos entrenados con 15
ensayos y dos grupos controles. En el dia 2, un par de grupos
control/entrenado fue inyectado con vehiculo (CT-VHC/TR-VHC) y el otro par
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Figura IV.4: La inhibicion de NF-kB no tiene efecto si la reconsolidacion de la memoria no se
desencadena. (A) Protocolo Experimental. En el Dia 1 dos pares de grupos controles (CT) y
entrenados (TR) recibieron 15 presentaciones del cambio de iluminacién. A los grupos entrenados
ademas se les presentd el estimulo visual de peligro. En el Dia 2, un par de grupos control y
entrenado fue inyectado con vehiculo (VHC) y el otro par de grupos fue inyectado con sulfasalazina
(SSZ) y 20 minutos luego fueron reexpuestos al contexto de entrenamiento sin la presentacion de la
iluminacion superior. En el Dia 3 los animales fueron colocados en los actémetros y se les presenté el
cambio de iluminacién con el estimulo visual de peligro a todos los grupos. (B) Sesién de evaluacién.
Respuesta media +/- E.E.M en el dia 3, normalizado con respecto al grupo control inyectado con
vehiculo. *: p<0,05. n=30
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fue inyectado con sulfasalazina (CT-SSZ/TR-SSZ). Luego de 20 minutos los
animales fueron colocados en los actémetros con la iluminacién inferior y en
ningin momento se los iluminé con la luz superior. Al dia siguiente la memoria
fue evaluada con la presentacion del estimulo visual de peligro
conjuntamente con los ultimos segundos de la iluminacién superior, de la
misma manera que en entrenamiento (Figura IV.4.A). La Figura IV.4.B muestra
los resultados obtenidos en la sesion de evaluacion de la memoria durante el
dia 3. Tanto el grupo entrenado inyectado con vehiculo como el grupo
entrenado inyectado con sulfasalazina, muestran retencién de la memoria
(F3116=7,79; p<0,05; CT-VHC vs. EN-VHC: p<0,05y CT-SSZ vs. EN-SSZ: p<0,05).
Por lo tanto, la inhibicién de NF-kB previa a la reexposiciéon al contexto
iluminado desde abajo, no tiene efecto. Teniendo en cuenta el resultado
anterior en el cual la inhibicién de NF-kB impide la reconsolidacién de la
memoria, podriamos concluir que en este caso tampoco tiene lugar la
reconsolidacion y por lo tanto, no seria necesaria la activacién de NF-kB. Por
otro lado, podemos afirmar que el proceso de labilizaciéon-reconsolidacién es
especifico de la evocacion de la memoria, que sélo tiene lugar cuando se
presenta la iluminacién desde arriba y se reconoce el contexto asociado al
EVP.

En trabajos previos realizados con el aprendizaje contexto-senal se observo
que la labilizaciéon-reconsolidacién de la memoria no se desencadena si se
presenta el EVP al final de la reexposicion al contexto (Pedreira et al., 2004). Si
bien hay excepciones, en otros modelos de memoria también se observé que
la reexposicion reforzada no induce este proceso. Siguiendo con el objetivo
de estudiar cudles son las caracteristicas del recordatorio que permiten que el
proceso de reconsolidacion tenga lugar, realizamos un experimento para
evaluar si en el nuevo paradigma ocurria lo mismo. Para esto contamos con
cuatro grupos de animales, dos grupos entrenados con 15 ensayos y dos
grupos controles. En el dia 2, un par de grupos entrenado/control fue
inyectado con vehiculo (CT-VHC/TR-VHC) y otro par inyectado con
sulfazalazina (CT-VHC/TR-VHC). Luego de 20 minutos los animales fueron
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Figura IV.5: La inhibicién de NF-kB no tiene efecto si se presenta el estimulo visual de peligro al final
de la reexposicidon. (A) Protocolo Experimental. En el Dia 1 dos pares de grupos controles (CT) y
entrenados (TR) recibieron 15 presentaciones del cambio de iluminaciéon. A los grupos entrenados
ademas se les presentd el estimulo visual de peligro. En el Dia 2, un par de grupos control y
entrenado fue inyectado con vehiculo (VHC) y el otro par de grupos fue inyectado con sulfasalazina
(SSZ) y 20 minutos luego fueron reexpuestos al contexto de entrenamiento y se les presenté el
estimulo visual de peligro. En el Dia 3 los animales fueron colocados en los actémetros y se les
presenté el cambio de iluminacién con el estimulo visual de peligro a todos los grupos. (B) Sesién de

evaluacién. Respuesta media +/- E.E.M en el dia 3, normalizado con respecto al grupo control
inyectado con vehiculo. *: p<0,05. n=30
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reexpuestos al contexto de entrenamiento, se les presenté el cambio de
iluminacion y el estimulo visual de peligro al final de la reexposicién. Luego de
24hs los animales fueron colocados nuevamente en los actémetros para
evaluar la memoria (Figura IV.5.A). En la Figura IV.5.B se muestran los
resultados obtenidos durante la sesién de evaluacién de la memoria en el dia
3. Como era esperado, tanto los animales entrenados e inyectados con
vehiculo, como los animales entrenados en inyectados con sulfasalazing,
muestran retenciéon de la memoria (Fs3:16=3,69; p<0,05; CT-VHC vs. EN-VHC:
p<0,05 y CT-SSZ vs. EN-SSZ: p<0.05). Por lo tanto, en este nuevo aprendizaje
también ocurre que la labilizaciéon-reconsolidacion de la memoria no se

desencadena si se presenta el El durante la reexposicién al contexto.

IV.3 DISCUSION

Como dijimos en la introduccién, los primeros trabajos que determinaron
un rol del Factor de transcripcion NF-kB en la formacién de la memoria fueron
realizados en el cangrejo Neohelice granulata (Freudenthal y Romano, 2000).
Sin embargo, el paradigma utilizado en dichos trabajos fue el clasico. Por ello
resulté interesante preguntarse si dicho factor de transcripcion también
jugaba un rol en la formacion de la memoria en el nuevo paradigma de
condicionamiento pavloviano. En vista de los resultados observados, podemos
concluir que el Factor de transcripcion NF-kB estd involucrado en la
consolidacién de la memoria en este nuevo paradigma, ya que su inhibicion
previa al entrenamiento produce un efecto amnésico (Figura IV.2). A su vez,
dicho factor de transcripcién también estd involucrado en la reconsolidacién
de la memoria de condicionamiento pavloviano puesto que la administracion
del inhibidor SSZ previa a la reexposicion al contexto de entrenamiento
produce un efecto amnésico al evaluar la memoria en el dia 3 (Figura IV.3).
Ambos resultados coinciden con lo observado previamente en nuestro
laboratorio (Merlo et al., 2002, 2005).
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El sequndo objetivo de este capitulo fue establecer las caracteristicas que
debia cumplir el recordatorio para desencadenar el proceso de

reconsolidacién en este nuevo paradigma.

La administracion de SSZ previa a la reexposicion al contexto de
entrenamiento tiene un efecto amnésico. Sin embargo, como discutimos en el
capitulo anterior, en este caso el contexto de entrenamiento estd conformado
por las caracteristicas especificas del contexto junto con la iluminaciéon desde
arriba y ambos conforman el EC. Por esta razén resulté pertinente
preguntarnos cudl de estas caracteristicas era necesaria para labilizar la
memoria y desencadenar el proceso de reconsolidacién. Dado que la
administracién de SSZ previa a la reexposicion al contexto sin la presentacion
de la iluminacién superior no tuvo un efecto amnésico, podemos concluir que
solo las caracteristicas intrinsecas del contexto no son suficientes para
labilizar la memoria. Mas aun, es necesaria la presentacién del contexto de
iluminacion superior para desencadenar un proceso de labilizaciéon-
reconsolidacién. De esta manera, si la memoria no se labiliza y por lo tanto no
es disrumpible, la inhibicién del factor de transcripcion NF-kB no tiene

consecuencias sobre esa memoria.

En coincidencia con lo visto anteriormente en el paradigma clasico, la
presentacién del El al final de la reactivacion de la memoria cancela el proceso
de labilizacién (Pedreira et al., 2004). Nuevamente se observa que, aunque se
impide la activacién del factor de transcripcion NF-kB, la memoria no se ve
afectada dado que la presentacién del refuerzo impide que la memoria se

vuelva labil y por lo tanto vulnerable a este tratamiento de inhibicién.
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Capitulo V

e o s

Efecto paradoéjico de la inhibicion del proteasoma en la

consolidacion y reconsolidacion de la memoria

V.1 INTRODUCCION

Una idea que subyace a los mecanismos neuronales que dan lugar a la
formacion de las memorias de largo término es que deberia existir una
reorganizacion de los contactos sinapticos (Kandel 2001). Para dar lugar a este
proceso serian necesarios cambios en los patrones de expresion génica y la
expresién de novo de proteinas, asi como también un rearreglo de proteinas
preexistentes asociado con el fortalecimiento de contactos sinapticos
especificos (Kandel 2001). En algunos casos se ha demostrado que la
degradacién de proteinas inhibitorias preexistentes es un paso fundamental
para inducir estas modificaciones sindpticas. En particular, se ha propuesto
que el sistema de degradacién de proteinas dependiente del sistema
ubiquitina-proteasoma (UPS, del inglés ubiquitin proteasome system) de tipo
26S es necesario para dar lugar a cambios plasticos en las conexiones
sindpticas tanto en modelos de vertebrados cémo de invertebrados (Chain et
al., 1999b; Hegde et al., 1997; Lopez-Salon et al., 2001)

En particular, la expresion de la enzima ubiquitin hidroxilasa esta
relacionada con la degradacién de la subunidad regulatoria (R) de la proteina
quinasa dependiente de cAMP (PKA) en la plasticidad sindptica en Aplysia
(Upadhya et al., 2004). Esta subunidad R es un pseudosustrato que inhibe la
actividad de la subunidad catalitica (C). De esta manera, la degradacién de la
subunidad R permite la actividad de la subunidad C de manera perdurable e
independiente de AMPc. Mas aun, el uso de lactacistina 6 Z-LLL-H (Na-
benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-leucyl-L-leucinal; MG132), inhibidores especificos
de la actividad del sistema de proteasoma 26S, interfiere con la formacién de
la Facilitacion de largo término (LTF, del inglés long-term Ffacilitation) en
Aplysia. Este bloqueo es prevenido con la inyeccién de subunidades cataliticas
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C de PKA, sugiriendo que la actividad del proteasoma 26S es necesario para
inclinar el balance de actividad de PKA hacia una modalidad de actividad
catalitica sostenida en el tiempo (Chain et al., 19993, 1999b).

El UPS también es critico para la consolidacién de la memoria en
vertebrados. En roedores, la inyeccién bilateral del inhibidor de proteasoma
lactacistina en la region CA1 del hipocampo, bloquea la formacién de la
memoria de largo término en el paradigma de evitacion inhibitoria de un sélo
ensayo (Lopez-Salon et al, 2001). Consistente con el requerimiento de
degradacién mediada por el UPS, los niveles de proteinas sinapticas
ubiquitinadas en el hipocampo aumenta luego del entrenamiento (Lopez-
Salon et al.,, 2001). Entre las proteinas degradadas durante la consolidacién,
los autores no encontraron degradacion de la subunidad R de la proteina PKA,

pero si de la proteina inhibidora de NF-kB, | kappa B (IkB).

En el Capitulo IV se demostré6 que en el nuevo paradigma de
condicionamiento pavloviano en el cangrejo Neohelice |la activacion de NF-kB
es un mecanismo necesario para la formacion de la memoria de largo término.
Ma3s aun, la participacion de este factor de transcripcion en el procesamiento
de la traza mnésica aparece como una caracteristica evolutivamente
conservada, siendo también un proceso necesario para la formacion de
memorias de evitacién inhibitoria (Freudenthal et al.,, 2005), espaciales
(Meffert et al.,, 2003) y de condicionamiento de miedo en ratones (de la
Fuente et al,, 2011) y para la potenciacion del sobresalto por miedo en ratas
(Yeh et al., 2002). El sistema de degradaciéon dependiente del proteasoma 26S
constituye un mecanismo central en el proceso de activacién de NF-kB. En
respuesta a estimulos especificos y por medio de una cascada de activacion de
proteina-quinasas, la activacion de IKK lleva a la fosforilacion vy
ubiquitinizacion de la proteina IkB. Esta modificacién postranscripcional hace
que el UPS reconozca y degrade al inhibidor de NF-kB, permitiendo que se
transloque al nlcleo y pueda cumplir su funciéon como factor de transcripcion.
La inhibicion del UPS con drogas como el MG132 bloquea la degradaciéon de

IKB, que aun en su estado ubiquitinizado retiene en el citoplasma al complejo
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NF-kB/IKB en su estado inactivo (Roff et al., 1996).

Trabajos realizados en nuestro laboratorio en el paradigma de memoria
contexto senal en el cangrejo Neohelice granulata demostraron que el efecto
amnésico producido por la inhibicion del UPS estd asociado con la inhibicién
de NF-kB durante la consolidacién de la memoria (Merlo and Romano, 2008).
En un paradigma de memoria espacial, se encontré que la degradacién de
proteinas por el UPS es requerida durante la consolidaciéon en el hipocampo
de ratones (Artinian et al., 2008).

La modificacién de las conexiones sinapticas por medio de la actividad es
esencial para las funciones cerebrales de aprendizaje y la memoria. La
depresién de largo término (LTD) asi como también la potenciacién de largo
término (LTP), dos formas opuestas de plasticidad neuronal asociadas a la
memoria de largo término en vias glutamatérgicas, pueden ser bloqueadas
por la inhibicion del UPS (Colledge et al., 2003; Ehlers, 2003; Hou et al., 2006;
Karpova et al., 2006).

Como vimos en el capitulo I, una vez que una memoria es consolidada
puede volverse nuevamente labil si se presenta un recordatorio. La
reactivacion de la memoria original y la subsecuente labilizacién dispara un
proceso de reestabilizacién de la memoria similar, pero no igual, al observado

durante la consolidacién tanto a nivel celular como molecular.

Como vimos en los capitulos | y lll, un precepto clasico en el campo de la
neurobiologia de la memoria es el pasaje de la memoria desde una fase labil a
otra estable y duradera (Miiller and Pilzecker, 1900). Sin embargo, como se
menciondé anteriormente, un gran ndmero de evidencias experimentales
desafiaron el aspecto irreversible de esta hipétesis (Boccia et al., 2007; Kida et
al., 2002; Mactutus et al., 1979; Misanin et al., 1968; Nader et al., 2000;
Pedreira et al.,, 2002; Sara, 2000; Sekiguchi et al., 1997) Este fenémeno
[lamado reconsolidacion estd presente en diferentes tipos de aprendizajes y
en diversas lineas filogenéticamente distantes entre los cuales se encuentran

los moluscos, crustaceos, aves, roedores y humanos (Dudai, 2006). En el caso
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del aprendizaje asociativo, la memoria es usualmente reactivada por la
presentacién del EC sin el El. En los modelos de asociacién al contexto, la
presentacién del EC consiste en la reexposicion del animal al contexto de
entrenamiento. La reactivacién de la memoria por el EC puede desencadenar
dos mecanismos aparentemente antagoénicos dependiendo de la duracién de
la reexposicion: reconsolidacién o extincion, como Ffue inicialmente

caracterizado en cangrejos (Pedreira and Maldonado, 2003).

El rol del UPS en la reconsolidacién es controversial. En memorias
espaciales en ratones, la inhibicion de la degradacion de proteinas
dependiente de proteasoma en el hipocampo durante la reconsolidacion
impide la memoria de largo término post-reactivada (Artinian et al., 2008). Sin
embargo, en el modelo de condicionamiento de miedo no tuvo efecto ni en el
hipocampo (Lee et al., 2008) ni en la amigdala (Jarome et al.,, 2011).
Recientemente, fueron reportados resultados similares en sensibilizacién y
facilitacion de Aplysia (Lee et al., 2012). Curiosamente, dicha inhibicién
bloquea la accién amnésica de los inhibidores de sintesis proteica. Este ultimo
descubrimiento fue interpretado como una accion especifica de los
inhibidores del UPS en la labilizacién de la memoria, sugiriendo que el bloqueo
de la traduccién ya no resulta amnésico porque la memoria no puede volverse
labil luego de la evocacién como resultado de la inhibicién del proteasoma. Sin
embargo, existe otra interpretacion en términos del balance entre sintesis y
degradacién de elementos positivos y negativos de la plasticidad neuronal,
como se encontré en el caso de la potenciaciéon de largo término (LTP, del
inglés long.term potentiation) (Fonseca et al.,, 2006). En este trabajo, la
inhibicién farmacolégica de tanto el UPS como de la sintesis de proteinas
impide la expresién de la fase tardia del LTP. Sin embargo, cuando la
degradacién y la sintesis de proteinas son inhibidas al mismo tiempo, el LTP no
se ve afectado. Este resultado sugiere que el LTP y quizas otras formas de
plasticidad y memoria, requieren en parte la accién combinada de
degradacién y sintesis de proteinas de plasticidad. En lo que respecta al

reprocesamiento de la memoria luego de la evocacion, es concebible que el
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balance entre la degradacion y la sintesis de algunas proteinas claves sea
determinante en los procesos de labilizacién-reconsolidacion. Dicha
interpretacion podria explicar los resultados obtenidos en el modelo de
condicionamiento de miedo en ratones y en Aplysia en los cuales la inhibicion
simultanea del UPSy de la traduccién no tiene efecto en la reconsolidacién. En
este caso, la degradacién de proteinas podria no ser critica para la
reconsolidacion pero cuando se lainhibe, la sintesis de nuevas proteinas ya no
es requerida debido a que las proteinas preexistentes no degradadas son

suficientes para sostener el proceso de plasticidad.

Para evaluar estas interpretaciones alternativas, es necesario interferir la
reconsolidacién con otras drogas que no sean inhibidores de la sintesis de
proteinas. Si los inhibidores del UPS son capaces de bloquear los efectos
amnésicos o facilitadores de dichas drogas sobre la memoria, entonces se
podria confirmar el rol de la degradacién de proteinas en la labilizacién de la

memoria mas alla de sus efectos sobre el balance entre sintesis y degradacion.

V.2 RESULTADOS

V.2.1 Rol del proteasoma en la consolidacion de la memoria en el

condicionamiento pavloviano contextual

Resultados previos obtenidos en el laboratorio mostraron que la inhibicion
de proteasoma disminuye los niveles de NF-kB e impide la consolidacién de la
memoria. Nosotros nos preguntamos si en el nuevo paradigma desarrollado
en esta Tesis la inhibicién del proteasoma tiene un rol similar en la

consolidacion de la memoria.

Entonces, nos propusimos evaluar el efecto de inhibir al UPS con MG132
durante la consolidaciéon de la memoria. El experimento constdé de cuatro

grupos. Un grupo entrenado con 15 ensayos e inyectado con vehiculo (EN-
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Figura V.1: La inhibicion del proteasoma impide la consolidacién de la memoria de CPC. (A) Protocolo
Experimental. En el Dia 1 dos pares de grupos controles (CT) y entrenados (EN) recibieron 15
presentaciones del cambio de iluminacion. A los grupos entrenados ademas se les presentd el
estimulo visual de peligro. Un par de grupos control y entrenado fue inyectado con vehiculo (VHC) y
el otro par de grupos fue inyectado con MG132. Las inyecciones fueron administradas
inmediatamente antes del entrenamiento. En el Dia 2 los animales fueron colocados en los
actémetros y se les presenté el cambio de iluminacién con el estimulo visual de peligro a todos los
grupos. (B) Sesion de evaluacion. Respuesta media +/- E.E.M en el dia 2, normalizado con respecto al
grupo control inyectado con vehiculo. *: p<0,05. n=30
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VHC), un grupo control, al cual se le presenté en cambio de iluminacién sin la
presentacién del estimulo visual de peligro e inyectado con vehiculo (CT-VHC),
otro grupo entrenado con 15 ensayos pero inyectado con el inhibidor de
proteasoma, MG132 (EN-MG132), y otro grupo control inyectado con MG132
(CT-MG132). Las inyecciones se realizaron inmediatamente antes del
entrenamiento. Luego del entrenamiento los animales permanecieron en
contenedores aislados en cajoneras hasta el dia siguiente, cuando se realizé la
sesion de evaluacion de la memoria (Figura V.1.A). En la Figura V.1.B se
muestran los resultados obtenidos durante el dia de la evaluacién. Como
puede verse, los animales entrenados e inyectados con vehiculo mostraron
diferencias significativas con respecto a su control, indicando retencién de la
memoria. Sin embargo, los animales entrenados e inyectados con MG132 no
mostraron diferencias con respecto a su control (Fs116=3,35; p<0,05; CT-VHC
vs. EN-VHC: p<0,05 y CT-MG132 vs. EN-MG132: p:NS). Estos resultados indican
que la inhibicion del proteasoma impide la consolidacién de la memoria.

Resultados previos obtenidos en el laboratorio utilizando la técnica de
retardo de la movilidad electroforética (EMSA, por sus siglas en inglés)
muestran que la administracion de MG 132 previo al entrenamiento disminuye
los niveles de actividad de NF-kB (Merlo and Romano, 2008). De esta manera,
podemos suponer que el efecto amnésico del inhibidor de proteasoma es
debido, al menos en parte, al bloqueo de la activacién de NF-kB. Este punto es
clave para entender la paradoja que se planteara en las proximas secciones.
Sin embrago, es importante aclarar que el proteasoma degrada otras
proteinas que pueden estar involucradas en el proceso de formacién de

memoria, pero que nosotros no hemos evaluado.
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Figura V.2. La inhibicién del proteasoma no afecta la memoria cuando se lo administra durante la
reconsolidacién. (A) Protocolo Experimental. En el Dia 1, dos pares de grupos controles (CT) y
entrenados (EN) recibieron 15 presentaciones del cambio de iluminacién. A los grupos entrenados
ademas se les presentd el estimulo visual de peligro. En el Dia 2, un par de grupos control y
entrenado fue inyectado con vehiculo (VHC) y el otro par de grupos fue inyectado con MG132 y luego
de 20 min fueron reexpuestos al contexto de entrenamiento. En el Dia 3, los animales fueron
colocados en los actdémetros y se les presentd el cambio de iluminacién con el estimulo visual de
peligro a todos los grupos. (B) Sesién de evaluacién. Respuesta media +/- E.E.M en el dia 3,
normalizado con respecto al grupo control inyectado con vehiculo. *: p<0,05. n=40
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V.2.2 Aparece la paradoja — Rol del proteasoma durante la reconsolidacion de

la memoria.

Una vez probado el efecto amnésico de inhibir al proteasoma durante la
consolidacién de la memoria, nos propusimos ver el efecto de su inhibicion
durante el proceso de reconsolidacion. En este experimento utilizamos los
mismos cuatro grupos de animales que en la seccién anterior, dos pares CT-EN
entrenados con 15 ensayos en el dia 1. En el dia 2, un par CT-EN fue inyectado
con VHCy el otro con MG 132 20 min antes de la reexposicion al contexto de

entrenamiento. Los cuatro grupos fueron evaluados en el dia 3 (Figura V.2.A).

Como puede verse en la figura V.2.B, ambos grupos entrenados tienen
niveles de respuesta significativamente menores que sus respectivos
controles, es decir que muestran retencién de la memoria (F3,156=4,13;
p<0,05; CT-VHC vs. EN-VHC: p<0,05 y CT-MG132 vs. EN-MG132: p<0,05). Este
resultado es paradéjico. Como se dijo anteriormente, la activacién de NF-kB es
bloqueada por la inhibicién del proteasoma, por lo tanto era de esperar que al
bloquear a este factor de transcripcion durante la reconsolidacion, dicho
proceso se veria afectado, encontrandose un efecto amnésico al administrar
MG132. Asimismo, en la seccién anterior vimos que la inhibicién del

proteasoma durante la consolidacién resulta en un efecto amnésico.

A partir de este conjunto de resultados se plantean algunas posibilidades.
La primera es que el MG132 impide la evocacion de la memoria, por tanto, si la
memoria no fuera evocada, no podria pasar a un estado labil y no se
desencadenaria el proceso de reconsolidacién, como ya vimos (Figura VI.3).
Otra posibilidad estaria vinculada a que la administracion de MG132 esté
fuera de la ventana temporal durante la cual tiene efecto en la
reconsolidacién. Por altimo, se ha planteado que el rol del proteasoma
durante la consolidacion de la memoria estaria vinculado a la degradacién de
proteinas inhibitorias criticas. Dicha degradacion seria necesaria para permitir

que sucedan los mecanismos moleculares que daran lugar a la formacién de
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Figura V.3
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Figura V.3. La inhibicion del proteasoma no impide la evocacion de la memoria. (A) Protocolo
Experimental. En el Dia 1 dos pares de grupos controles (CT) y entrenados (EN) recibieron 15
presentaciones del cambio de iluminacién. A los grupos entrenados ademas se les presentd el
estimulo visual de peligro. Un par de grupos control y entrenado fue inyectado con vehiculo (VHC) y
el otro par de grupos fue inyectado con MG132. Las inyecciones fueron administradas
inmediatamente antes de la evaluacion. En el Dia 2, un par de grupos control y entrenado fue
inyectado con vehiculo (VHC) y el otro par de grupos fue inyectado con MG132. Las inyecciones
fueron administradas 10 min antes de ser colocados en los actdmetros y se les presenté el cambio de
iluminaciéon con el estimulo visual de peligro a todos los grupos. (B) Sesién de evaluacidn. Respuesta

media +/- E.E.M en el dia 2, normalizado con respecto al grupo control inyectado con vehiculo. *:
p<0,05. n=30



Capitulo V

una memoria duradera. Sin embargo, no seria esta la Unica funcién del UPS. Si
durante el proceso de reconsolidacién también es necesario degradar
proteinas inhibitorias para que tengan lugar los mecanismos moleculares que
permitiran la reestabilizaciéon de la memoria, entonces el inhibidor deberia ser
amnésico también durante la reconsolidacién. Por el contrario, se ha
planteado que una vez que la traza mnésica es reactivada se desencadenan
mecanismos vinculados a la desestabilizacién de la memoria que la vuelven
dbil. Por lo tanto, planteamos aqui la hipétesis que la inhibicion del
proteasoma impide que el proceso de labilizacién de la memoria ocurra. Si la
labilizaciéon no tiene lugar, no seria necesario reestabilizar la traza mnésica ni
tampoco la actividad de NF-kB. Se discutirdn estas posibilidades en las

siguientes secciones.

V.2.3 Rol del proteasoma durante la evocacion de la memoria

En la seccion anterior se plantearon distintas posibilidades acerca de la
falta de efecto de la inhibicién de proteasoma durante la reconsolidacién. En
esta secciéon se abordara la primera de las posibilidades: si el MG 132 impide la
evocacion de la memoria, entonces esa memoria no se pondrd en juego y por
lo tanto no habrd un efecto amnésico por la inhibicién del proteasoma. El
experimento conté con los mismos cuatro grupos que en el experimento de la
seccion V.1. En el primer dia se entrené a los animales y en el segundo dia se

inyecté MG132 20min antes de la sesion de evaluacion (Figura V.3.A).

Como puede observarse en la figura V.3.B, el grupo entrenado e inyectado
con MG 132 tiene un nivel de respuesta significativamente menor que el
grupo control inyectado con MG 132, indicando retencion de la memoria
(Fs,116=3,81; p<0,05; CT-VHC vs. EN-VHC: p<0,05 y CT-MG132 vs. EN-MG132:
p<0,05). Por lo tanto, la inhibicién de proteasoma con MG 132 no impide la
evocacion de la memoria dado que los animales pueden expresar esa memoria

bajo el efecto de la droga.
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Figura V.4
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Figura V.4. La inhibicién del proteasoma impide el efecto amnésico de la SSZ sobre la reconsolidacion
de la memoria. (A) Protocolo Experimental. En el Dia 1 dos pares de grupos controles (CT) y
entrenados (EN) recibieron 15 presentaciones del cambio de iluminacién. A los grupos entrenados
ademas se les presentd el estimulo visual de peligro. En el Dia 2 un par de grupos control y
entrenado fue inyectado con vehiculo (VHC) y el otro par de grupos fue coinyectado con MG132 y
SSZ, y luego de 20 min fueron reexpuestos al contexto de entrenamiento. En el Dia 3, los animales
fueron colocados en los actémetros y se les presenté el cambio de iluminacién con el estimulo visual
de peligro a todos los grupos. (B) Sesion de evaluacion. Respuesta media +/- E.E.M en el dia 3,
normalizado con respecto al grupo control inyectado con vehiculo. *: p<0,05. n=30



Capitulo V

V.2.4 La inhibicion del proteasoma impide el efecto amnésico de la

sulfasalazina.

En esta seccion se abordardn las otras dos posibilidades planteadas en la
seccion V.2. Una, vinculada a la ventana temporal de la administraciéon del
inhibidor de proteasoma y su funcionamiento, y la otra vinculada al rol del
proteasoma durante la labilizaciéon de la memoria. Se disend un experimento
que constaba con los mismos cuatro grupos empleados anteriormente. En el
primer dia se entrené a los animales. Al dia siguiente un par de grupos control
y entrenado fue inyectado con VHCy el otro par fue inyectado con el in<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>