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Estudio de la modulacion de la fase de reconsolidacion de la
memoria declarativa en humanos.

Resumen

El redescubrimiento de la reconsolidacién de la memoria desafié la clasica
visién de las memorias fijas al mostrar que una memoria ya consolidada puede
volverse labil y susceptible a interferencia por agentes amnésicos. La teoria de la
modulacion endégena de la memoria propone que sistemas moduladores extrinsecos
a los procesos de memoria actuarian sobre estos determinando el almacenamiento de
la informacion.

La administraciéon de un estresor leve o de una bebida con alta concentracion
de azucar permitié facilitar una memoria declarativa (una lista de 5 pares de silaba
clave-silaba respuesta) luego de que esta fuera olvidada, durante la fase de
reconsolidacién.

Puesto que ni el recordatorio ni los estimulos facilitadores empleados implican
un re-entrenamiento de los sujetos, se descarta que el olvido se haya producido como
consecuencia de la pérdida de la informaciéon. Controles especificos del proceso de
reconsolidacion permitieron probar que el acceso a la informacion olvidada es
necesario para que el efecto facilitador ocurra, lo que descarta la falta de acceso a la
informacién como un mecanismo para el olvido. Se propone un modelo alternativo a la

clasica dicotomia "almacenamiento/acceso" para explicar este fendmeno.

Palabras clave: Reconsolidacion, Memoria declarativa, Modulacién de la memoria,

Facilitacién, Expresién de la memoria.
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Study of the modulation of the reconsolidation phase of human
declarative memory

Abstract

The rediscovery of memory reconsolidation challenged the classical concept of
fixed memories by showing that a consolidated memory can become labile again and
susceptible to interference by amnesic agents. The theory of endogenous modulation
of memory proposes that extrinsic modulatory systems would act on memory systems,
determining the storage of information.

The administration of a mild stressor or a sweet drink can enhance declarative
memory (association between five cue-syllables and their respective response-
syllables) during reconsolidation, after forgetting had occurred.

Since neither the reminder nor the facilitatory stimuli used involve retraining of
the subjects, it is discarded that forgetting is the result of a loss of information. Specific
controls over the reconsolidation process allowed proving that access to forgotten
information is necessary for the occurrence of the facilitatory effect. That discards a
deficit in access to information as a mechanism of forgetting. A new model, alternative

to the classical "storage/access" dichotomy, is proposed to explain this phenomenon.

Keywords: Reconsolidation, Declarative memory, Memory modulation, Facilitation,

Memory expression.
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Estudio de la Modulacion de la fase de reconsolidacion de la
memoria declarativa en humanos

Cuando uno se encuentra con un titulo de tesis doctoral de 2 renglones y 4
modificadores indirectos puede quedarse pasmado y pensar en la alta especificidad del
tema que se trata. En este caso es asi, pero el tema que engloba y abraza al resto es el
de la Memoria. Por esta razén, el punto de partida es qué entendemos por memoria,
luego nos ocuparemos de explicar el por qué de los otros modificadores indirectos: la
eleccion de la fase de reconsolidaciéon de la memoria, el modelo animal humano, el

tipo de memoria y por qué estudiar la modulacién.

¢éQué es la Memoria?

El concepto de lo que llamamos memoria nunca navegd en las tranquilas aguas
del consenso. Una muestra de esto se puede corroborar en el paper escrito por Yadin
Dudai publicado en el afno 1992, donde se recopilan 21 definiciones de memoria
diferentes, desde las mas poéticas, pasando por las comportamentales, llegando hasta
las mas modernas que incluyen el nivel molecular.

Es que el estudio de la memoria puede dividirse en distintos niveles: molecular,
celular, circuitos, cerebro y comportamiento.

Una manera de presentar el concepto de Memoria que toma en cuenta los
distintos niveles es la de Kandel (2000): “La Memoria es comprendida como una
representacidon interna de una experiencia comportamental, codificada espacio-
temporalmente en circuitos neuronales mediante cambios en las propiedades
reactivas de las neuronas, que pueden guiar el comportamiento”.

Nada de este concepto estd librado al azar, cabe aclarar que no todas las
representaciones internas que guian el comportamiento son memorias, algunas
representaciones son innatas, estan codificadas genéticamente y pueden expresarse

aun en ausencia de aprendizaje. Por otro lado, las representaciones internas que si
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corresponden a memorias no siempre van a redundar en un comportamiento
observable, por eso se habla de un cambio potencial en el comportamiento.

Una vez planteado el concepto de memoria como la retencién en el tiempo de
una experiencia comportamental, es valido preguntarse en qué medida este
mecanismo puede resultar una ventaja para el animal.

Si pensamos en una situacién hipotética critica para la supervivencia del animal,
como ser, recordar donde habita un predador o dénde encontrar alimento, el valor
adaptativo de la memoria resulta evidente. Utilizar la informacién del pasado para
predecir el futuro le otorga al animal una ventaja adaptativa.

Algo que quizas no resulta tan evidente pero si es digno de mencion es que la
memoria construye nuestra identidad. Todo lo que sabemos acerca del mundo y de
nosotros mismos reside en nuestra memoria, nuestras habilidades conscientes e

inconscientes, asi como también nuestros planes y suefios. Somos nuestra memoria.

Tipos de Memoria: Una posible taxonomia de las memorias.

Hasta mediados del siglo pasado la mayoria de los investigadores no creian que
las distintas funciones mnésicas podian estar localizadas en distintas regiones del
cerebro, sino que se pensaba que la memoria estaba ampliamente distribuida en el
cerebro, sin recaer en ninguna estructura cerebral en particular.

Uno de los primeros en poner en evidencia localizaciones de procesos mnésicos
en el cerebro humano fue Wilder Penfield, quien comenzé a estimular el l6bulo
temporal de pacientes epilépticos, logrando inducir la evocacién de una
representaciéon mnésica(Penfield, 1952). Sus estudios fueron continuados por Brenda
Milner, quien a través de sus investigaciones sobre los efectos de ablacidn bilateral de
hipocampo y regiones adyacentes del I6bulo temporal en pacientes con epilepsia
temporal, permitid comprender mejor la funcion que desempefian los l|ébulos
temporales en la memoria.

Uno de los casos mas paradigmaticos que proveyd una de las primeras
evidencias sugiriendo que el hipocampo era necesario para formacién de nuevas

memorias fue el caso de Henry Molaison. Henry sufria frecuentes ataques epilépticos,
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que no mejoraban con los tratamientos farmacoldgicos tradicionales (Milner, 1959).
Para poder superar estas crisis HM se somete a una remocion bilateral del hipocampo.
Inmediatamente después de su intervencién, H.M. sufri6 un devastador déficit de
memoria, perdié la capacidad de formar memorias a largo término pero conservaba
recuerdos de acontecimientos de su vida de afios anteriores a la intervencion.
Inicialmente Milner supuso que la deficiencia estaba confinada a la adquisicién de
nuevas memorias de largo término pero luego vio que el cuadro era mas complicado.
Descubrié que podia aprender nuevas memorias motoras y mejorar la memoria
perceptual. H.M y otros pacientes con lesiones similares temporo-bilaterales podian
aprender diversas tareas que tenian dos caracteristicas en comun: eran todas tareas
automaticas o con un componente grande de automatizaciéon, habitos o tareas que no
requieren comparacion ni evaluacién, ni conciencia de que se hacen o se aprenden. A
este tipo de memoria se la denominé memoria implicita o no-declarativa (Squire,
1987; Schacter, 1992). Por el contrario, la memoria que se sugiere que depende de la
integridad hipocampal se la denominé memoria explicita o declarativa (Schacter,
1987; Squire, 1992) e incluye todos los tipos de memoria que implican en el hombre un
proceso consciente (Figura 1).

La memoria explicita o declarativa es una forma de memoria consciente por la
que se recuerdan personas, lugares, eventos, etc. Esta forma de memoria esta
principalmente bien desarrollada en mamiferos y su existencia nos resulta evidente en
humanos, ya que es la memoria que evocamos para referirnos y ser concientes de
episodios del pasado. En casos de retencion de la memoria explicita, el sujeto puede
ser indagado directamente preguntandole por el evento pasado.

En el afio 1972, Endel Tulving propuso una distincién en la memoria declarativa
entre memoria semdntica y episddica. La memoria semdantica se refiere al
conocimiento de las palabras y de su significado, de los conceptos, de sus relaciones,
de las reglas para su utilizacién, asi como al conocimiento general acerca del mundo
cuando tal conocimiento no esta ligado al contexto espacio-temporal de su
adquisicion. En cambio, la memoria episddica contiene informacién de
acontecimientos contextuados, acotados espacial y temporalmente. El hecho mismo

de su adquisicién por parte del sujeto, el momento y circunstancia en las se adquirié la
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informacidn es un ingrediente esencial de este tipo de memoria; por tanto, la memoria
episddica tiene siempre una referencia autobiografica.

Entre los aspectos mas importantes de la codificacion de las memorias
episodicas figuran las caracteristicas perceptuales del suceso; no solo recordamos la
palabra, sino si estaba impresa o si fue pronunciada o si la emitid una voz de hombre o
de mujer. La memoria semantica es mds abstracta y no registra propiedades
perceptuales de la informacion incorporada. El conocimiento del significado de las

III

palabras “perro” y “animal” o “manzana” y “fruta”, asi como el conocimiento de sus
relaciones “el perro es un animal” o “la manzana es una fruta” son contenidos de la
memoria semantica. Por el contrario, si al terminar la lectura de este Capitulo se
recuerda que se presentdé como ejemplo la palabra “perro” tal conocimiento
corresponde a la memoria episédica (Tulving, 1972; Schacter y Tulving, 1982; Tulving,
2002).

En la presente tesis trabajaremos con un tipo de memoria declarativa, que
podria ser considerada episddica (Forcato et al, 2010).

La complejidad de los procesos declarativos ha llevado tradicionalmente desde
un punto de vista humano a denominarlos como procesos de orden superior, y ha
conducido a subestimar el poder y la riqueza de otras formas de memoria no
declarativas o implicitas (Menzel, 2001). Estas son memorias de las cuales no somos
consientes hasta que se evidencian, por ejemplo por la presencia de habilidades
motoras adquiridas. Un tipico ejemplo seria aprender a andar en bicicleta.

La memoria no declarativa comprende formas de memoria asociativa, en las
gue el animal aprende la relacion entre dos estimulos en el caso de un
condicionamiento cldsico, o entre un estimulo y un comportamiento en el caso de un
condicionamiento operante; y memorias no asociativas como son la sensibilizacién y la
habituacion en las que el animal aprende las propiedades de un unico estimulo
aumentando o disminuyendo respectivamente la respuesta ante ellos. La adquisicidn
de la memoria no declarativa puede ocurrir sin ser conscientes de ello. En general son
adquiridas por repeticion y se evidencian de manera automatica sin un proceso
deliberado de evocacién.

Por ejemplo la representacién consciente un estimulo, como ser un ndmero de

teléfono, puede persistir un tiempo muy breve en un sustrato fonoldgico (“memoria
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de trabajo”, cuando “nos repetimos” dicho numero), pero luego de varias repeticiones

puede integrarse a una amplia red de conceptos sobre el mundo (“memoria

", uz

semantica”: “éste es el nimero de teléfono de mi amigo”).

MEMORIA

[ De trabajo ] [ Largo Término ]

Explicita o
declarativa

Implicita o no
declarativa

Perceptual

Procedural ]
Mem. asociativa ]

[
[ Semantica (reglas) ] [ Episddica (eventos) ] {
[

Condicionmiento ]

Figura 1. Una posible taxonomia de las memorias.

Para poder realizar predicciones sobre el futuro el animal necesita evaluar la
presencia de uno o mas estimulos y la posible contingencia entre estos. El aprendizaje
no asociativo consiste en aprender acerca de estimulos Unicos, su existencia y
caracteristicas (memoria no asociativa). De esta manera, ante una futura ocurrencia
del estimulo, se podran realizar predicciones sobre su comportamiento o sus
consecuencias tanto en el medio como sobre el sujeto que aprendié. Un ejemplo de
este tipo de aprendizaje es el caso de la habituacion, que se caracteriza por la
disminucién de la probabilidad o de la intensidad de respuesta ante la presentacién
repetida de un estimulo determinado (Tomsic et al., 2009).

El aprendizaje asociativo se trata de evaluar la relacion entre 2 o mads
estimulos, su posible contingencia y por ende le va a permitir al animal realizar
predicciones no sélo sobre el comportamiento de dichos estimulos sino de la posible
ocurrencia de uno dada la ocurrencia del otro (memoria asociativa). El

condicionamiento cldsico, definido en primera instancia por Ivan Pavlov en 1927, se
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trata justamente de un aprendizaje asociativo entre 2 estimulos. Los experimentos
fundacionales de Pavlov, hoy convertidos en un clasico, fueron cruciales para el avance
en el conocimiento de los procesos neurobioldgicos. En estos experimentos Pavlov
encontrd que, si un estimulo inicialmente neutro (como puede ser el timbre de una
campana para un perro) se presenta en forma repetida y contingente a un estimulo
relevante (como ser carne) se genera una asociacién entre dichos estimulos de manera
que la presencia del primero va predecir la aparicién del segundo. El primer estimulo
se va “cargando” de poder sefalizante de la aparicidon del segundo estimulo. Tal es asi
qgue, luego del condicionamiento, al presentar Unicamente el estimulo neutro (CS:
conditioned stimulus, el ahora estimulo condicionado) se va a producir la respuesta (la
salivacion en el caso del perro de Pavlov) que antes generaba el estimulo relevante o
incondicionado (US: unconditioned stimulus). Lo que antes era una respuesta
incondicionada, generada por el estimulo incondicionado ahora es generada por el
estimulo condicionado o neutro.

Otro tipo de aprendizaje, cualitativamente distinto, fue descripto por Burrhus
Skinner en 1957. Skinner describié por primera vez lo que se conoce como
condicionamiento operante o instrumental, en el que el individuo, en lugar de
aprender que el CS predice la llegada del US, aprende que él mismo debe llevar a cabo
una accién para que ocurra algo particular (por ejemplo, recibir una recompensa o
evitar un castigo). Entonces, la asociacion establecida es una relacion de contingencia
entre su accidon (respuesta operante) y la consecuencia de ésta. Este tipo de
condicionamiento representa un ejemplo de coémo un animal aprende el efecto de su
propio accionar.

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

y de sus distintas fases, mecanismos y sustratos biolégicos.
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Las Fases de la memoria

La “vida” de una memoria puede separarse en fases: adquisicion,
consolidacion, retencion, evocacion, reconsolidacion y olvido.

La adquisicidon es la etapa donde una experiencia nueva es codificada en una
representacion interna inicialmente de manera temporal. La segunda etapa,
denominada consolidacidn, constituye un periodo de estabilizacion que permite a la
memoria subsistir en el tiempo (Dudai, 2004). Tipicamente esta fase requiere de la
expresion génica y de la sintesis proteica (Davis y Squire, 1984; Goelet et al., 1986).

Las memorias pueden durar desde segundos a dias, o incluso toda la vida de un
individuo, dependiendo de la fuerza y frecuencia del estimulo que les dio origen y de la
relevancia de la informacién que codifican. Distinguimos entonces las memorias de
corto término (MCT), de las memorias de largo término (MLT). La primera no depende
de sintesis de proteinas y dura desde segundos a horas, la segunda si depende de
sintesis de proteinas y activacion de genes y puede durar horas a toda la vida (Figura
2). Existe un gran debate en cuanto a si las MLT se forman en base a las MCT, es decir,
si su formacién ocurre en serie o en paralelo, y existen evidencias que apoyan ambas
hipotesis. 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 (Sweatt, 2003)].

Estas cascadas de sefializacion activan proteinas quinasas que generan
modificaciones covalentes en proteinas preexistentes. Por su parte, las MLT necesitan
de mecanismos celulares diferentes que generan modificaciones celulares mas
duraderas, por ejemplo transcripcidn génica y traduccion de proteinas, que pueden
provenir tanto de la traduccion de ARNm (ARNm, acido ribonucleico mensajero)
preexistentes (caso de memorias de duracién intermedia), o de la traduccion de ARNm
recién transcriptos (Montarolo et al, 1986; Pedreira et al, 1996). Estos cambios
perdurables podrian valerse de algunas de las modificaciones transitorias generadas en

las MCT (Goelet et al., 1986).
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Memoria de corto plazo
(segundos ~ horas)

Memoria de largo plazo
(horas ~ meses)

Memoria de muy largo plazo
(meses ~ anos)

Fuerza de la Memoria

Tiempo (log)

Figura 2. Tipos de memoria.

Memorias de corto Plazo (segundos a horas), memorias de largo Plazo (horas a meses) y
memorias de muy largo Plazo (meses a afos). El ultimo tipo de memoria puede durar toda la
vida y parece involucrar interacciones de sistemas cerebrales en organizar y estabilizar

conexiones distribuidas (modificado de McGaugh, 2000).

Retencion o persistencia consiste justamente en la persistencia en el tiempo de
la informacidon aprendida. La hipdtesis es que la memoria persiste como una
representacion interna en conexiones neuronales y puede ser expresada (o no) en
forma comportamental (Eichenbaum, 2007, Roediger et al., 2007). ComUnmente se
utiliza “almacenamiento” para referirse a la persistencia de la memoria, aunque esta
metdafora sencilla no es un término muy adecuado (Eichenbaum 2007). La persistencia
de la memoria es un proceso activo (Bekinschtein et al. 2007, 2008) y dindmico (Inda et
al. 2011).

La evocacidn consiste en recuperar la informacién almacenada, a través de la
cual somos capaces de evidenciar la existencia de la memoria (Sara y Hars, 2006). El
acceso a los “residuos” de la experiencia pasada no siempre se manifiesta en una
experiencia consciente (Roediger, 2007). Hoy dia se acepta que la evocacion de una

memoria podria alivianar el olvido, volverla vulnerable y fortalecerla. La forma en que
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codifiquemos nuevas memorias va a estar determinada por nuestras experiencias
previas, la evocacién de éstas va a influir en cémo percibimos e interpretamos la nueva
informacién.

Olvido (Forgetting) Luego de la adquisicion de una memoria, su expresién
puede ir decayendo con el paso del tiempo. En general la curva que relaciona la
performance en una dada tarea y el paso del tiempo, esta negativamente acelerada,
con una caida abrupta a tiempos menores. En estudios modernos sobre el tema, ya no
se asume necesariamente que el forgetting esta asociado a una pérdida de la
informacién almacenada, también puede explicarse como de un problema de acceso a
la misma (Davis 2007, Loftus 2007, Rubin 2007, Wixted 2007). Wixted concibe al olvido
como la imposibilidad de evocar una memoria ya consolidada a medida que pasa el
tiempo, a pesar de utilizar las mismas claves en sesiones de testeo diferidas en el
tiempo. Algunos estudios mostraron “dramaticas” recuperaciones de la memoria,
aparentemente olvidada, cambiando las claves de los recordatorios utilizadas para
evocar (Wixted 2007). Asi, los mecanismos que generalmente se discuten en Teorias
del olvido incluyen cambios en la naturaleza de la traza mnésica, interferencia con una
experiencia anterior o posterior y cambio de contexto entre el entrenamiento y el

testeo y claves para la evocacidn insuficientes o inadecuadas (Bouton 1993).

En resumidas cuentas, la formacién de un trazo mnésico persistente va a pasar
por una etapa inicial inestable para luego consolidarse como una memoria de largo
término. La ventana temporal inicial de inestabilidad permite la interferencia del trazo
mnésico por drogas, injuria cerebral o manipulaciones comportamentales.

La formacidon de nuevas memorias en mamiferos depende del hipocampo,
gradualmente hay un cambio hacia areas corticales (Dudai 2004; Squire 1995). Este
proceso de reorganizacién toma semanas, meses y hasta afios. Por muchos afios se
considerd que una memoria era fija e inmutable luego de de la fase de consolidacién
(McGaugh 2000), hipdétesis que dominé el campo de la neurociencia hasta final del
siglo XX (Sara 2000, Nader 2003, Nader & Hardt, 2009). Si lo observamos desde una
perspectiva evolutiva la estabilidad de la memoria es esencial para poder reconocer los
estimulos predictores de un dado premio o castigo. Sin embargo, dado que los

estimulos sefalizantes no conservan para siempre su poder predictivo sino que
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pueden cambiar, la plasticidad de una memoria de largo término resulta coherente y
fundamental. Los primeros experimentos que desafiaban la inmutabilidad de la
memoria habian sido realizados a fines de la década del '60 por el grupo de Donald
Lewis (Lewis, 1979; Misanin, 1968), sin embargo estos resultados fueron ignorados
hasta fines del siglo pasado. En estos estudios, luego de consolidada una memoria de
miedo en ratas, se las exponia a un recordatorio seguido de un electroshock convulsivo
(ESC). Las ratas expuestas Unicamente al ESC no mostraban deterioro de la memoria
de miedo, en comparacidon con las que tenian el recordatorio y el ESC, cuya
performance de memoria se veia deteriorada. Esa vuelta a la fragilidad de la memoria,
revelaba una nueva oportunidad para la plasticidad, es lo que luego se denomind fase

de reconsolidacion de la memoria (Sara 2000, Dudai 2009) y es un eje en esta Tesis.

La piedra fundamental, descubrimiento de la consolidacion

Corria el afio 1900 y Georg Miller y Alfons Pilzecker realizaron el siguiente
experimento: a un grupo de voluntarios se le presentd una lista de doce silabas (lista A)
montada sobre un tambor rotatorio. Esta lista se pasd 8 veces, girando el tambor.
Inmediatamente después a ese grupo se le dio a aprender otra lista distinta, la lista X
(también de 12 silabas y 8 veces presentada). Pasados 6 minutos se evalué la memoria
para la lista A.

A un segundo grupo se le pasé la lista inicial (Lista B) y luego se la evalud, sin
interferencia de una segunda lista (figura 3A). Cuando evaluaron cudanto recordaba cada
grupo de la lista inicial notaron que el grupo que recibié una segunda lista recordaba
menos la primera. Es decir, existia una cantidad de tiempo critico para la formacién de la
memoria; si se interrumpia este proceso, la memoria se veia perjudicada. La teoria de
consolidacion comenzaba a tomar forma. Miller y Pilzecker realizaron el mismo
experimento pero, en vez de una segunda lista, mostraron una serie de paisajes y

sorprendentemente llegaron al mismo resultado que antes: consolidar la memoria lleva

su tiempo. (Figura 3B)
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LISTA A EVALUACION
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48%
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Fotos de paisajes

LISTA A EVALUACION

24%
respuestias
cofrectas

56%
respuestas
cofrectas

& rmin

Figura 3. Disefio experimental de los experimentos realizados por Miiller y Pilzecker.

A) una lista de 12 silabas era montada en un tambor rotatorio y leida en voz alta. Los sujetos
recibian 8 ensayos de entrenamiento de la lista A seguido por 8 ensayos de la lista X. La
retencidn era evaluada a los 6 min y comparada con la retencién de unan tercera lista B. La
retencion de la lista A era menor que la lista B. B) Luego del aprendizaje de la lista A se les
presentaba a los sujetos fotos de paisajes, a los 6 minutos se volvia a evaluar la lista A,
mostrando una performance menor que el grupo que no recibia las fotografias. Material no

relacionado al original podria interferir el proceso (modificado de Lechner et al., 1999).
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Experimentos con ESC (electroshock convulsivo) en humanos mostraron que se
generaba amnesia de los eventos recientes pero se conservaban los recuerdos mas
lejanos (Squire et al. 1975, 1976). Las experiencias que ya habian consolidado, que ya
habian superado la ventana temporal de susceptibilidad a agentes de interferencia,
salian indemnes. Esta hipotesis fue corroborada en multiples paradigmas y en especies
muy diversas incluyendo invertebrados como el pulpo Octupus vulgaris (Maldonado
1968), o el cangrejo Neohelice granulata (Pedreira et al. 1995, 1996). El pasaje de una
memoria fragil a una memoria duradera, consolidada, no era instantdneo. ¢Por qué se
necesitaba tiempo para consolidar una memoria? ¢Se trataba de una limitacion fisica de
los componentes neuronales?

McGaugh propuso en la década del 70 del siglo pasado la teoria de la modulacion de
la consolidacidon por los sistemas enddgenos. Esta teoria propone que durante la
ventana temporal de consolidacién se le da tiempo a los sistemas modulatorios
enddégenos activados por la experiencia relevante a actuar sobre la memoria,
modificando su fuerza (McGaugh 1966, Gold et al. 1976). Se considera entonces que el
sistema que modula es extrinseco a la formacion del trazo mnésico en si, es decir, actua
en paralelo a la formacion de la memoria, modulando su fuerza, pero no representa en
si mismo el trazo.

Por el contrario sistema intrinseco se refiere a las representaciones
fisicoquimicas en estructuras neuroanatomicas donde la informacion es almacenada
(trazos mnésicos). El sistema extrinseco se refiere a las vias que influencian la
construccion de los trazos mnésicos mediante la liberacion de neurotransmisores,
neuromoduladores, y otros neuromensajeros. Dicho de otra forma, el almacenado de
la memoria es regulado por dreas del cerebro que no son los sitios donde se construye
(Mishkin, 1982). Se observé que tratamientos luego del aprendizaje (post
entrenamiento) afectaban la memoria en moluscos, peces, insectos, primates, pajaros
y roedores (Duncan 1949, Cherkin, 1969; Agranoff, 1980; Menzel 1983; Kandel, 2001).

Que la fuerza de la memoria sea afectada por la experiencia, por ejemplo
aumentando la memoria de un evento estresante, le otorga al animal ventaja
adaptativa. Las experiencias de alto contenido emocional son, por lo general, mejor
recordadas. Se observé que las hormonas liberadas durante un episodio de stress

(adrenalina y cortisol) actuan modulando la memoria (Cahill, 1998).
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La primera piedra o la piedra del escandalo: reconsolidacion

Habia pasado casi un siglo del surgimiento de la teoria de la consolidaciéon y
practicamente toda la comunidad cientifica adheria a la teoria: “la memoria pasa por
un estado inicial fragil para luego consolidarse”, quedando en un estado fijo. Y como
suele suceder, empezd a haber experimentos que la contradecian: mostraban que
memorias reactivadas podian volverse fragiles, labiles, nuevamente por lo que el
dogma se empezd a resquebrajar (DeVietti y Kirkpatrick 1976, Judge y Quartermain
1982, Lewis 1979, Sara y Hars 2006, Riccio et al. 2006).

A fines del siglo pasado el grupo de Susan Sara mostréo que la memoria
consolidada de una discriminacién espacial, se reactivaba luego de la presentacién de
un recordatorio y se volvia labil, fragil nuevamente. Asi, la memoria podia ser alterada
si se administraba luego de la reactivacidon antagonistas o agonistas de los receptores
de NMDA o de los receptores B-adrenérgicos (Przybyslawski & Sara, 1997; 1999; Sara
2000). La capacidad de reactivar una memoria y que ésta vuelva al estado fragil,
susceptible a agentes amnésicos se denomind reconsolidacion.

La controversia no se hizo esperar, la idea de poner en riesgo una memoria
consolidada era dificil de explicar. Es por ello que empezd la buisqueda de un posible
rol funcional de esta nueva fase de la memoria, asi como también comenzaron a

delinearse las condiciones paramétricas de la reconsolidacion.

Condiciones del recordatorio. El componente mismatch.

Conocer y entender las condiciones necesarias del recordatorio para que se
desencadene la reconsolidaciéon de la memoria es esencial para comprender el proceso
(Dudai, 2012; Nader y Einarsson, 2010; Pedreira y Romano, 2013). Algunas de estas
condiciones son la duracion del recordatorio, que debe ser corto para que no gatille
extincion en vez de reconsolidacién (Dudai, 2012; Eisenberg and Dudai, 2004; Pedreira

y Maldonado, 2003) y la edad de la memoria, puesto que las memorias mas viejas
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parecen hacerse resistentes a la labilizacion (Inda et al. 2011). La condicion de que
haya un Mismatch, por ejemplo un desencuentro entre la expectativa de ocurrencia de
un cierto estimulo incondicionado (US) luego de la aparicion de un estimulo
condicionado (CS), resulta fundamental tanto para la comprensidon de la fase de
reconsolidacion como para entender la relevancia de los resultados de esta tesis. El
concepto de mismatch fue abordado en la teoria de discrepancia del aprendizaje
asociativo (Rescorla, 1972), donde esa inconsistencia entre el estimulo incondicionado
predicho y el que sucede, genera un nuevo aprendizaje. La hipdtesis entonces es que la
ruptura de las expectativas estaria desencadenando el proceso de labilizacion-
reconsolidacion. Esta condicién paramétrica de los recordatorios fue demostrada por
primera vez en un modelo de memoria aversiva en el cangrejo Neohelice (Pedreira et
al. 2004), y luego en roedores (Amaral et al, 2007) y en humanos (Forcato et al., 2009;
Sevenster et al., 2012). Para ilustrar el punto, si el recordatorio cumple la expectativa
(posee refuerzo o estimulo incondicionado) la administracién de agentes amnésicos
luego de la activacién de una MLT no va a tener efecto. Es decir, no es suficiente la
presentacion de un recordatorio para iniciar el proceso, debe existir el componente de
desencuentro con la expectativa. La confirmacion de esta condicidn necesaria fue
preponderante para apoyar la hipdtesis que la reconsolidacién inicia un periodo de
labilidad donde es posible actualizar la memoria (Alberini et al., 2013; Dudai, 2012;
Nader et al., 2000; Sara, 2000). Por otra parte, experimentos recientes mostraron que
esta “vuelta a la fragilidad” podia tratarse de una oportunidad para reevaluar el
contenido de la memoria consolidada, agregando informacién, aumentando la fuerza
de ésta. La vision de una memoria de largo término plastica y dindmica era sumamente
compatible con la adaptacién del animal al medio ambiente. Si bien la mayoria de los
estudios originales en reconsolidacién mostraban que era posible disrumpir la
memoria en esta fase utilizando agentes amnésicos (Nader et al. 2000, Sara 2000b,
Dudai 2006,2009), otros estudios mostraron que podia aumentarse la performance
mediante agentes especificos, sesiones de reactivacién multiples o eventos de la vida
real (Alberini, 2007, 2011; Dudai, 2009; Gordon and Spear, 1973; Lee, 2008; Lewis,
1976; Rodriguez et al., 1999; Rodriguez et al., 1993; Rovee-Collier et al., 1980).
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Modulacién de la memoria durante la reconsolidacion.

Aunque la posibilidad de modular positivamente las memorias reactivadas se
puso en evidencia casi al tiempo que se mostraba la posibilidad de inducir amnesias
(DeVietti y Kirkpatrick 1977, DeVietti et al. 1977), la asociacién de este fendmeno con
la accion de moduladores enddgenos no se mostré hasta mucho después. Los grupos
de Rodriguez y Padilla, quienes mostraron que la glucosa y la fructosa pueden modular
positivamente una memoria reactivada y que este efecto era mediado por la accién de
estos azUcares en censores externos al cerebro, por lo que se corresponden con un
caso de modulacion extrinseca (Rodriguez et al. 1999). En el modelo de memoria en el
cangrejo Neohelice granulata, se probd que eventos de la vida real podian mejorar la
memoria si ocurrian concurrentemente con la fase de reconsolidacion (Frenkel et al.,
2005a).

La ventaja adaptativa que otorga la reconsolidacidn es evidente ya que el
medio ambiente es cambiante, los estimulos no sefializan siempre de manera idéntica.
Un estimulo que ayer predecia peligro puede cambiar parcialmente y es por eso que el
animal debe estar preparado para conservar recuerdos, pero también para
modificarlos.

Como mencionamos anteriormente, los estudios pioneros sobre
reconsolidacidon apuntaban a interferencias farmacolégicas durante esta fase, como
ser la inhibicién de sintesis de proteinas, luego si se observaba el efecto amnésico,
corroboraba la existencia misma de la fase de reconsolidacion (e.g., Nader et al., 2000).
Estos estudios farmacoldgicos realizaron un gran aporte al conocimiento de los
mecanismos neurobioldgicos de la reconsolidacidn, sin embargo, no nos proporcionan
informacién sobre cémo los eventos diarios de la vida real pueden actuar variando el
contenido de las memorias ya consolidadas.

Un candidato a ser una experiencia de la vida real que puede modificar el
contenido de la memoria es el estrés. De hecho los experimentos de modulacién en la
fase de reconsolidacion en el cangrejo Neohélice, mencionados anteriormente, fueron
realizados bajo una situacion de stress de la vida real para el cangrejo: la privacion de

agua (Frenkel et al., 2005a). En estos experimentos se mostrd que si un evento de
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stress era concomitante con la fase de reconsolidacién, entonces se observaba una
mejora en la performance en un testeo posterior.

Durante el desarrollo de esta tesis estudiaremos la posibilidad de modular
positivamente, durante la reconsolidaciéon, y por medio de intervenciones no
farmacoldgicas, que imiten situaciones de la vida real de los sujetos, una memoria
declarativa. De esta manera, buscaremos evidencias a favor de la hipdtesis de que la
fase de reconsolidacion de la memoria se encuentra evolutivamente conservada,
siendo su funcionalidad la modificacion de memorias preexistentes permitiendo a los
organismos adaptarse a un medio ambiente cambiante. Un corolario de esta hipdtesis
de funcionalidad propuesta es que no cualquier evocacidon de la memoria la hard
entrar en la fase de reconsolidacién: sélo atravesaran esta fase las memorias que
hayan sido reactivadas por un recordatorio que implique diferencias con el
entrenamiento original.

Como es facil de observar, la idea de reconsolidacién desafié interpretaciones
previas de varios efectos mnésicos, entre ellos, cdmo interpretamos las amnesias

experimentales.

Interpretacion de las amnesias experimentales

Nadie ha demostrado hasta el momento, que una memoria puede ser
efectivamente eliminada. Dos grandes marcos tedricos se han esgrimido para explicar
los casos en que la memoria se puede recuperar luego de amnesias experimentales: las
deficiencias en el almacenamiento, por las que los cambios en una representacién
interna no persisten, y las deficiencias de recuperaciéon, por las que memorias
almacenadas no estan disponibles, no se pueden expresar comportamentalmente.
Dentro de esta ultima interpretacién, la visidn mds dominante es la de que las
memorias disponibles no se expresan debido a una deficiencia en la accesibilidad a las
mismas. Asi, se ha propuesto que los agentes amnésicos podrian actuar luego del
aprendizaje interfiriendo la consolidacidon de vias de recuperacion. Dentro de esta
vision se plantea la adquisicion como la formacidon de un “archivo” de informacién

especifica acerca de la experiencia. Son necesarios dos procesos: uno de codificacidn
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de la informacion archivada, que se supone ocurriria en una escala temporal muy
breve, casi simultanea a la percepcion de la experiencia que produce el aprendizaje y
un segundo proceso de “familiarizacién” en el que se marca la informacion archivada
de manera que sea facilmente accesible (Lewis 1969, Lewis et al. 1968, Miller y Matzel
2006). De una manera semejante se ven los casos de los entrenamientos débiles
donde la experiencia proveeria de la informacion suficiente para desarrollar la
respuesta comportamental propia de lo aprendido (por ejemplo congelarse cuando se
predice un ataque de un posible predador), pero seria necesario un entrenamiento
extenso o la accion de sistemas moduladores para aumentar la probabilidad de
ocurrencia de esa respuesta en el largo término (Miller y Springer 1974). De manera
similar, muchos agentes amnésicos podrian actuar sobre la formacion de esta via de
recuperacion, de manera de hacer la informacion “archivada” inaccesible para su
recuperacion.

Estas visiones dominantes son desafiadas por casos en los que se puede
demostrar la reactivacion de la informacién de una "memoria amnésica" (Kaufman y
Bolles, 1981; Matzel et al., 1985; Morgan y Riccio, 1994; Frenkel et al., 2005a, 2010).
En particular, experimentos de nuestro laboratorio, utilizando cangrejos, mostraron
que tanto después de un entrenamiento débil, asi como de la interferencia
farmacoldgica con la consolidacién, subsiste una memoria accesible y reactivable. La
estrategia para mostrar esto, que es la que se utilizard en esta Tesis, consistid en
aplicar un agente facilitador de la memoria (un agente estresor en el caso de los
experimentos en crustaceos) luego de un recordatorio, al tiempo que se manipulaba si
el recordatorio permitia o no la labilizacidon de la memoria por medio de un mismatch
(Frenkel et al., 2005a, 2010; Caffaro et al. 2012). Puesto que para la elaboracién de la
prediccion que se frustra en la condicion del mismatch es necesario acceder a la
informacién almacenada y reactivarla, una recuperacion del efecto amnésico
dependiente del mismatch prueba que la memoria resultante del entrenamiento
fuerte o bien del tratamiento amnésico fue adquirida, persiste en el tiempo y es
accesible. La interpretacion propuesta para estos resultados es que la informacion
reactivada no pudo tomar el control del comportamiento, aun cuando estuvo

disponible para la elaboracién de una prediccidn, la evaluacién de la misma y, cuando
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el mismatch ocurre, la reelaboracién de la informaciéon almacenada (Urcelay y Miller,

2008; Frenkel et al., 2010).

Paradigma de memoria declarativa utilizado

Con el objeto de evaluar si se puede mejorar la expresion de una memoria
consolidada durante la reconsolidacién en humanos, se utilizé6 un paradigma de
aprendizaje de silabas clave-respuesta. El paradigma, basado en los experimentos
originales de Miiller y Pilzecker fue puesto a punto en nuestro laboratorio (Forcato et
al., 2007). Los voluntarios aprenden una lista de 5 pares de silabas clave con su
respectiva silaba respuesta. La aparicion de la lista de silabas, a su vez, esta asociada a
un contexto especifico determinado por una combinacién Unica de musica, luces de
colores y un paisaje de fondo. La performance de los sujetos es evaluada en funcién
del numero de respuestas correctas ante la aparicion de las silabas clave en una sesion
de testeo (el protocolo se describird con mas detalle en el capitulo siguiente). En este
paradigma se ha demostrado hasta el momento que los sujetos adquieren una
memoria que dura al menos tres dias y que puede entrar en reconsolidaciéon sélo
cuando se ocurre un mismatch. Como mencionamos en la seccién de las condiciones
del recordatorio para propiciar reconsolidacidn, es fundamental que sujeto no cumpla
la expectativa, en este paradigma se le indica al sujeto que se lo esta testeando, pero
luego de la apariciéon de la primera silaba clave, el programa se interrumpe
abruptamente sin darle tiempo a escribir la respuesta (Forcato et al. 2007). El sujeto
tiene la expectativa de completar la silaba pero la interrupcion del programa no se lo

permite, de esta forma la memoria se vuelve labil.
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Objetivo

El objetivo fundamental de esta Tesis fue evaluar la modulacion de la memoria por un

evento de la vida real, en condiciones en que la memoria no se expresa.

Objetivos particulares

-Disefiar y poner a punto un protocolo de entrenamiento débil para una memoria

declarativa.

-Evaluar la posibilidad de facilitar una memoria declarativa cuando ya no se expresa

como consecuencia de un entrenamiento débil.

-Evaluar la memoria declarativa a tiempos muy largos para evidenciar un posible

olvido.

-Estudiar la facilitacion de la memoria olvidada por un estresor leve durante la fase de

reconsolidacion.

-Estudiar la facilitacidon de la memoria por glucosa durante la fase de reconsolidacion.

-Poner a punto un protocolo de interferencia con la consolidacién de una memoria

declarativa.

-Estudiar la recuperacién de la memoria original durante la fase de reconsolidacion si

durante la consolidacion se la interfiere con otro aprendizaje.
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Capitulo Il

Materiales y Métodos
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Sujetos experimentales

En los experimentos participaron 350 voluntarios estudiantes y graduados de
la Universidad de Buenos Aires (capitulos 3 y 4) y 71 voluntarios estudiantes de
la Universidad Nacional Andres Bello (capitulo 5). Antes de su participacién firmaron
un consentimiento informado, aprobado por el Comité de ética de la Sociedad
Argentina de Investigacion Clinica (SAIC) (capitulo 3), Comité de Etica de la Universidad
Nacional Andres Bello(capitulo 5), Comité de Etica para Protocolos de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica (UBA) (capitulo 4). Cada sujeto fue asignado aleatoriamente a
un grupo experimental. Las edades de los participantes oscilaron entre los 18 a 35

anos.

Procedimiento

Cuarto Experimental

Los experimentos se llevaron a cabo en un gabinete ubicado en el subsuelo de
Ciudad Universitaria. El gabinete consta de dos ambientes continuos, el primero donde
se desarrollan las entrevistas a los sujetos experimentales y el segundo donde se
realiza el experimento de aprendizaje con la computadora. Este segundo cuarto cuenta
con de una computadora personal, un tablero de luces vy auriculares (Figura 1). El
sujeto experimental se ubica a un metro frente al monitor de una computadora vy
dispone de un teclado iluminado. Detras del monitor se encuentra el tablero de luces,

las mismas proyectan en la pared que mira el sujeto.
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Figura 1. Esquema del cuarto experimental utilizado para la investigacidn de la reconsolidacién

de la memoria declarativa en humanos.

Protocolo experimental

Los experimentos constaron de 3 sesiones: una primera de entrenamiento o

aprendizaje, segunda de reactivacién de la memoria y una tercera de testeo.

La tarea de la primera sesidn consistid en dos tipos de aprendizaje simultdneos:
uno verbal (aprendizaje de una lista de silabas) y otro de prediccion (asociacidon de una
combinacidn especifica de luz, imagen y musica a la tarea verbal). De esta manera, los
sujetos debian aprender pares de silabas asociadas y a su vez descubrir cudl era la
combinacidn correcta de estimulos que la acompafiaba. (Forcato et al.,, 2007). Dos
tipos de ensayo formaban cada tarea, los ensayos correctos (combinacion especifica
de estimulos siempre acompaiiado por la lista de silabas, Figura 2) y los ensayos falsos
(combinaciones de estimulos diferentes a la correcta nunca acompaifiados por las
silabas). Cada ensayo estuvo formado por un primer periodo en el cual se presentaba
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el contexto (periodo de contexto), pero solo los ensayos correctos eran seguidos por
un segundo periodo en el cual se presentaban los pares de silabas (periodo de silabas).

El periodo de contexto estaba formado por una secuencia fija de tres pasos
acumulativos: primero, una luz era proyectada en la pared por 5 segundos; luego, se
sumaba la presentacién de una imagen en el monitor por 5 segundos mas; y por ultimo
se sumaba la presentacidon de una musica a través de auriculares por 10 segundos. Si la
combinacién era la correcta era seguida por el periodo de silabas y el contexto
especifico persistia durante el mismo. Cada lista consistia en 5 pares de silabas que

eran presentados en orden aleatorio.

A)Entrenamiento_ B)Reactivacion C) Testeo

0oooe
DODOK

Figura 2. Disefio experimental

A) Sesidn de entrenamiento: incluye 10 ensayos correctos (contexto correcto+lista de silabas)
con 22 ensayos falsos presentados pseudo azarosamente (total 32 ensayos). Cada lista posee 5
pares constantes de combinaciones de silaba clave-silaba respuesta que aparecen en la
pantalla en forma aleatoria. Los sujetos cuentan con 5 segundos para responder cada silaba
respuesta. B) Sesidn de reactivacién posee la estructura del recordatorio que inicia la
labilizacidn-reconsolidacién de la memoria: luego del contexto correcto aparece una silaba
clave y se corta el programa sin permitir al sujeto responder la silaba-respuesta C) Sesién de

testeo: posee 3 ensayos falsos y uno correcto, donde se presenta la lista de silabas.
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Presentacion de los pares de silabas

En el caso de los contextos correctos, el mismo era seguido por el periodo de
silabas que comenzaba con la presentacidn de una silaba-clave en el lado izquierdo del
monitor y un cuadrado blanco vacio a la derecha, en donde los sujetos debian
responder con la silaba correspondiente antes de los 5 segundos. Una vez terminado
este tiempo tres situaciones eran posibles:

1) Si no escribian ninguna silaba, la respuesta correcta era mostrada en color rojo por 4
segundos; 2) si escribian una silaba incorrecta la respuesta era reemplazada por la
correcta en color rojo permaneciendo durante 4 segundos; 3) si completaban con la
silaba correcta, esta permanecia en color negro durante 4 segundos. A continuacién, el
par desaparecia e inmediatamente después, otra silaba-clave se presentaba en el
monitor, un espacio por debajo de la anterior. El proceso se repite hasta que toda la
lista se presente. Cada vez que un sujeto responde una silaba erréneamente o no
responde, se computa un error. Un ensayo correcto dura 65 segundos (20 segundos de

contexto y 45 segundos de presentacién de silabas).

Ensayo correcto: Contexto correcto (es el predictor de la aparicién de la lista), seguido
de la lista de silabas.

Cada ensayo estuvo formado por una luz roja o azul, una foto de la ciudad de
Ravello o Nueva York y una musica de jazz o una tarantela. Solo una combinacién de
estos estimulos (contexto especifico) era seguida por la lista de silabas. El contexto
especifico estuvo formado por: luz roja + imagen de Nueva York + musica de jazz y la
lista formada por 5 pares de silabas sin sentido: ITE-OBN, ASP-UQOD, FLI-AIO, NEB-FOT,

COS-GLE (silaba-clave - silaba-respuesta).

Uno de los primeros en trabajar en memorias declarativas en humanos fue
Ebbinghaus (1885). La tarea que disefid consistia en aprender listas de silabas sin
sentido formadas por tres letras (consonante-vocal-consonante). La ventaja de trabajar
con silabas sin sentido en lugar de palabras, es evitar asociaciones previas, que unas se
aprendan mejor que otras debido al grado de familiaridad que el sujeto tuviera con las

mismas, o debido al valor subjetivo que puede poseer cada palabra.
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Eleccidn de las Silabas

La eleccién de los pares de silabas sin sentido en lugar de pares de palabras fue
para evitar posibles asociaciones preexistentes en los sujetos experimentales que
pudiesen afectar el resultado del experimento. La eleccidon de las silabas estuvo guiada
por un especialista en lenguaje. El criterio de seleccién se basdé en la posible
combinacion de letras que formaran silabas respetando la estructura fonolégica del
espafiol, las silabas sugeridas fueron las siguientes, en donde V representa una vocal y
C una consonante: CCV, CCC, CVV, VVV, VVC, VCC, CVC, VCV. Dentro de estas
posibilidades se disefaron diferentes pares para utilizar en los experimentos. En lugar
de trabajar con un rotor como en los experimentos de Miiller y Pilzecker, las silabas se
presentaron en el monitor de una computadora ubicada a un metro de distancia del

sujeto experimental.

Sesion de testeo

En la tercera sesidn se evaluaron las silabas aprendidas en la sesién del dia 1.
Se realizaron 2 tipos de testeo: Excepto en los experimentos de reconocimiento
(Capitulo 4) siempre se utilizé el testeo de evocacién con clave, puesto a punto para el
paradigma (Forcato et al., 2007). Los sujetos no sabian que la ultima sesidén era un
testeo de la memoria del primer dia, llegaban al testeo pensando que iban a realizar

otra actividad con la computadora.

Testeo de evocacion con clave

La sesion de testeo esta formada por 3 ensayos falsos y uno correcto, donde se

presenta la lista de silabas, los sujetos deberdn completar con las silabas aprendidas

durante la sesion de entrenamiento (Figura 2C). Para cada par de silaba clave-silaba
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respuesta aparece la silaba clave del lado izquierdo de la pantalla y del lado derecho

un casillero vacio donde se debe completar la silaba respuesta.

Testeo de reconocimiento

En los experimentos de reconocimiento se utiliza un modo de testeo distinto:

se presenta una hoja de papel impreso con un total de 10 pares de silabas, 5 de los

cuales corresponden a los pares aprendidos en la primera sesién y 5 pares nuevos

(figura3).
CDEM
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Figura 3: Esquema de hoja de test de reconocimiento.

Las silabas pertenecientes a la lista 1 estdan marcadas en gris. Los pares estdn ubicados en
orden pseudo-random. El sujeto debe reconocer las silabas de cada par y unirlas con flechas.
La distincidn de color es solo a modo ilustrativo, no se encuentra en la hoja de testeo ofrecida

a los voluntarios.

Tipos de recordatorio

Utilizamos 2 tipos de recordatorio: el recordatorio que inicia la labilizacién-

reconsolidacién de la memoria (posee componente mistmatch, ver introduccion) y

otro que Unicamente reactiva la memoria, sin labilizarla (Forcato et al., 2009).
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Recordatorio que labiliza

El ensayo recordatorio estuvo formado por el contexto correcto, es decir, la
combinacidn de luz, imagen y musica que precedia la aparicién de la lista de silabas.
Los sujetos debian responder a través de las teclas de expectativa “SI” o “NO”, si
consideraban o no que ese contexto era el correcto y luego se presentaba una silaba-
clave. A los dos segundos aparecia en el monitor un cartel que anunciaba que la sesién
debia ser interrumpida sin permitir a los sujetos completar con la correspondiente
silaba-respuesta. Para ver una representaciéon esquemdtica de este tipo de
recordatorio, remitirse a la Figura 2B.

La presentacion de este tipo de recordatorio, posee el componente de
desencuentro (mismatching component) entre lo que el animal espera y lo que
realmente ocurre. (Pedreira 2004, Morris 2006, Forcato et al., 2009) y es crucial para

desencadenar el proceso de reconsolidacion.

Recordatorio que no labiliza

Este tipo de recordatorio estuvo formado por el contexto correcto, los sujetos
debian responder a través de las teclas de expectativa “SI” o “NO”, si consideraban o
no que ese contexto era el correcto y luego se presentaba una silaba-clave, donde se
les permitia a los sujetos completar la primera silaba respuesta. Luego aparecia en el
monitor un cartel que anunciaba que la sesién debia ser interrumpida. Este tipo de
recordatorio cumple la expectativa porque permite al sujeto realizar la accidon que
predijo (completar la primera silaba) y no inicia el proceso de labilizacion-

reconsolidacion (Forcato et al., 2009).

Moduladores

Los tratamientos moduladores tanto de la reconsolidacion como de la consolidacion se

describen en cada capitulo especifico. En el capitulo 3 la privaciéon de agua por 12 hs,

en el capitulo 4 fotos neutras y emocionales (sistema IAPS: International Affective
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Picture set (Lang et al. 2006)), en el 5 el estresor leve CPS: cold pressor stress y en el 6

una fuente rica en glucosa.

Demo

Antes del entrenamiento los sujetos recibirdn un demo formado por la presentacién
de un contexto seguido por 2 pares de silabas sin sentido (diferentes a los utilizados en

el experimento) para que los sujetos se familiaricen con la tarea que deberdn ejecutar.

Estadistica

Se utilizd andlisis de la varianza (ANOVA) de medidas repetidas. Se evaluaron los
efectos entre grupos y/o factores mediante comparaciones posteriores no-planeadas
LSD (a=0,05). Las comparaciones siempre fueron realizadas contra los respectivos
controles. En los capitulos en los que se analizaron otras variables se detalla la

estadistica utilizada.
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Capitulo Il

Entrenamientos débiles e interferencia retrograda en el

aprendizaje de una tarea declarativa.
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Introduccion

El objetivo principal de esta Tesis es evaluar la posibilidad de reactivar y
mejorar una memoria declarativa en condiciones en que dicha memoria no se expresa
durante la sesidn de reactivacion.

Por tal razén, en primera instancia se buscéd desarrollar un paradigma de
memoria declarativa de expresién débil en el largo término. La segunda instancia era
encontrar un modulador endégeno disparado por un evento de la vida real, que
pudiera actuar facilitando la memoria durante la reconsolidaciéon. De lograrse la
facilitacién sélo bajo la condicién de mistmach propiciada por un tipo de recordatorio
especifico se apoyaria la hipdtesis de que las memorias olvidadas estan almacenadas y
son accesibles pero no estarian tomando el control del comportamiento. Los
moduladores enddgenos disparados por la experiencia actuarian aumentando la
probabilidad de que una memoria almacenada y reactivable, se exprese
comportamentalmente. Con el objeto de apoyar esta hipdtesis alternativa, se propuso
también realizar un entrenamiento fuerte, es decir, que genere una memoria de largo
término, pero interrumpir la consolidacién de la memoria mediante la interferencia
con otro aprendizaje de tipo neutro. De lograrse este objetivo, la hipdtesis de trabajo
predice que esta memoria no podrd ser mejorada durante la fase de reconsolidacién
porque fue interrumpida su consolidacidn. Con este capitulo se inicia esa busqueda,
con algunos experimentos de resultados no positivos.

En el Laboratorio de Neurobiologia de la Memoria se contaba con un
paradigma de memoria declarativa, inicialmente disefiado con la intencién de
evidenciar la fase de reconsolidacion vy evaluar las condiciones paramétricas que
inician este proceso, en particular la necesidad de mistmatch. Para ello, el paradigma
se puso a punto de manera de lograr un buen nivel de expresiéon de la memoria en el
largo término (al menos 48 hs) de manera de poder facilmente evidenciar por medio
de interferencias la fase de reconsolidacion (Forcato et al. 2007). En este paradigma, la
condicién de mistmach durante la sesidon de recordatorio para que se dispare el

proceso de reconsolidacién se demostré (Forcato et al., 2009).
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Por otra parte, en experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio con un
paradigma de aprendizaje asociativo en el cangrejo Neohelice se mostré que es posible
modular positivamente una memoria olvidada durante la fase de reconsolidaciéon. Un
estresor naturalista es capaz de modular positivamente la memoria durante esta fase,
a pesar que esta memoria no se exprese en las sesiones de reactivacion. Esta falta de
expresion de la memoria en el largo término es debida a que los animales fueron
entrenados con un menor nimero de ensayos que los necesarios para generar una
memoria que si se exprese en largo término (Frenkel et al. 20052, Delorenzi 1996).

De esta manera, siguiendo el razonamiento propuesto en Frenkel et al. (2005a)
y en el capitulo Introduccidn, se podrd evaluar si la falta de performance luego de un
entrenamiento débil, se debe a una deficiencia en los mecanismos de almacenamiento
o de acceso a la traza de memoria o si, por el contrario, se debe a que a pesar de estar

consolidada, la memoria es accesible pero no se expresa comportamentalmente.

Diseino de un protocolo de entrenamiento débil

Un protocolo de entrenamiento se denomina “débil” en contraposicion a su
variante fuerte: un protocolo de entrenamiento que ha probado generar una buena
performance en un test en un tiempo posterior, en el que se considera que la memoria
ya se consolido (largo plazo) (McGaugh 2009, 2000, 1974). El protocolo de
entrenamiento débil, por lo tanto, es una variante del entrenamiento que no permite
evidenciar una significativa expresién de la memoria en el largo término, aunque si
pueden hacerlo en tiempos menores (corto plazo, ver por ej. Smal et al. 2011). Estos
protocolos son los adecuados si se desea, como en este caso, evaluar una mejora en la
performance de la memoria, que seria opacada en el protocolo de referencia por un
“efecto techo” (por ej. Breen y McGaugh 1961, Hudspeth 1964). Estos protocolos se
construyen como versiones “menos intensas” de los protocolos fuertes, lo que se
consigue o bien con la disminucién de la saliencia de alguno de los estimulos que
participan del aprendizaje, o bien con la disminucién de la cantidad de repeticiones de
los ensayos de entrenamiento y refleja la metodologia sobre la que se ha construido

buena parte de la teoria de consolidacién (McGaugh 1974). Ha de notarse que la
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memoria “débil” es el resultado de un protocolo de entrenamiento diferente al de la
memoria “fuerte”, por lo que suponer que realmente se trata de dos memorias con
diferencias sdlo cuantitativas, y no cualitativas, podria no ser del todo correcto (véase
por ejemplo Tulving 1983, Rescorla y Wagner 1972).

En el paradigma disefado por Forcato et al. (2007) para evaluar interferencias
en la memoria durante la fase de la reconsolidacién, los sujetos son entrenados en una
sola sesion experimental y testeados en sesiones sucesivas a 24 o 48 horas, la memoria
se expresa con una performance tipica del 85% de respuestas correctas (Forcato et al.
2007, 2009, 2010) si la sesién de entrenamiento consiste en 10 presentaciones de la
lista de pares de silabas asociadas a aprender (ver Capitulo Il: Materiales y Métodos).
En el siguiente experimento se evaluard el efecto de entrenar a sujetos en una tarea
similar a la utilizada por Forcato et al. pero empleando un menor nimero de ensayos
en la sesidén de entrenamiento.

En busca de un agente naturalistico, potencialmente inducible en situaciones
de la vida real, que module positivamente la memoria durante la fase de
reconsolidacion primariamente elegimos privar a los sujetos de agua. Este tratamiento
conllevaria cambios en los niveles de las angiotensinas enddgenas que sabemos que
modulan positivamente la memoria (Brazko et al, 2000). Este evento parece haber sido
conservado evolutivamente. De hecho la hipdtesis nace de experimentos previos
realizados en nuestro laboratorio, donde este hecho se evidencidé en el modelo de
memoria del cangrejo Neohelice (Frenkel 2005, 2010; Caffaro 2013).

Puesto que en crustdceos la memoria pudo ser facilitada por un proceso
causado por privacion de agua y mediado por un aumento de en la concentracion de
angiotensina (Frenkel et al. 2010), y puesto que tanto esta hormona como sus efectos
mnésicos parecen estar conservados evolutivamente, se probd un protocolo de
privacién de agua en humanos como un potencial agente facilitador de la memoria
durante la reconsolidacién.

Se realizaron 2 series de experimentos: El experimento 1: Busqueda de
paradigma de expresién débil y el experimento 2: Interferencia con la consolidacién de

la memoria después de un entrenamiento fuerte.
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MATERIALES Y METODOS

Sujetos experimentales

Participaron 48 voluntarios estudiantes para el Experimento 1 y 25 voluntarios
estudiantes para el Experimento 2, graduados de la Universidad de Buenos Aires. 6
Voluntarios (12,5%) el Experimento 1 y 4 voluntarios estudiantes para el Experimento
2 fueron excluidos del estudio debido a alguna de las siguientes razones: escribieron
en un papel y estudiaron la lista de silabas, no vieron al recordatorio en el dia 2 por no
estar atentos cuando se presentd o tomaron alcohol o drogas la noche anterior o el
mismo dia de experimento. Sus edades oscilaban entre 18 a 35 anos con una media de
23. Cada participante fue asignado a cada grupo de forma aleatoria. El procedimiento

fue igual al explicado en materiales y métodos del Capitulo II.

Procedimiento. Todos los experimentos de este Capitulo se realizaron en el

Laboratorio de Neurobiologia de la Memoria, IFIByNE-CONICET, FCEN-UBA.

Protocolo Experimental.

Experimento 1. Busqueda de paradigma de expresion débil.

Entrenamiento débil

Los experimentos se realizaron en 3 dias consecutivos. Los mismos consistieron
en una sesion de entrenamiento (dia 1) con 4 ensayos de la lista en vez de 10, una
sesidn de reactivacion (dia 2) y una sesién de evaluacién (dia 3). La privacidon de agua
empieza a la cena del dia 1 y culmina luego de la reactivacién el dia 2 (ver pag. 45:

privacién de agua).
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Entrenamiento (dia 1). En este experimento se utilizé el mismo entrenamiento basado
en el protocolo de aprendizaje de una memoria declarativa, tal como fue descripto en

el Capitulo Ill, pero 4 ensayos correctos en vez de 10.

Tipos de recordatorio (dia 2)

Recordatorio que labiliza. Aparece el contexto correcto, que predice la aparicién de la
lista de silabas, pero cuando el sujeto se propone completar la primera silaba
respuesta, el programa se corta abruptamente. Posee el componente mistmatch, que
labiliza-reconsolida la memoria. Este tipo de recordatorio fue descripto en el Capitulo

Il, Materiales y métodos (pdag. 36).

Recordatorio que no labiliza. Aparece en la pantalla el contexto que predice la
aparicién de la lista de silabas, y permite completar la primera silaba respuesta. Este

tipo de recordatorio fue descripto en el Capitulo I, Materiales y métodos (pag. 36).

Privacion de agua

La privacion de agua comienza la noche anterior a la sesion de recordatorio y
culmina inmediatamente después del recordatorio. El tiempo total de privacién de
agua es de 12 hs, debiendo ingerir una cena “seca “y pudiendo desayunar alimentos
con menos del 75% de su contenido en agua. Se le pide al voluntario una muestra de
orina, con el objetivo de medir la osmolaridad. Una vez finalizada la reactivacion se le
pregunta al voluntario cuan sediento esta (test de sed) (Shirreffs M. et al, 2004) y se

evalla la cantidad de agua que ingieren.

Sesion de evaluacion (dia 3). La sesion consistido en la presentacion de un ensayo
correcto entremezclado con 4 ensayos falsos, con un intervalo entre ensayos de 4

segundos.

44|Pagina



Grupos experimentales

Experimento 1. Busqueda de paradigma de expresion débil.

Entrenamiento débil (N total=42)

Grupo recordatorio que labiliza + privacion de agua. (n=13): Es el grupo que posee la
estructura de recordatorio que gatilla la reconsolidaciéon de la memoria, es decir, la
memoria retorna a un estado vulnerable (labil). Dia 1: sesién de entrenamiento de 4
ensayos - comienzo de privacion de agua, Dia 2: sesion recordatorio/fin de privacién de

agua, Dia 3 testeo.

Grupo recordatorio que labiliza. (n=9): Dia 1: sesién de entrenamiento de 4 ensayos,
Dia 2: sesién recordatorio, sin privacion de agua, Dia 3 testeo. Este control busca

evaluar que el recordatorio per se no mejore la performance el dia del testeo.

Grupo recordatorio que no labiliza + privacion de agua: (n=8) privacion de agua por
12 hs seguido por un recordatorio en el cual el sujeto experimental puede responder la
primer silaba-respuesta, por lo que no deberia reconsolidar la memoria aun cuando
sea posible su reactivacion (Forcato et al. 2007, 2009). Dia 1: sesidn de entrenamiento
de 4 ensayos - comienzo de privacién de agua, Dia 2: sesién recordatorio que no

labiliza/fin de privacién de agua, Dia 3: testeo.

Grupo testeo 3d (n=11): Dia 1: sesidén de entrenamiento de 4 ensayos, Dia 3: testeo.

Asi, todos los grupos poseen sesion de aprendizaje y testeo pero se diferencian
en la sesién del Dia 2, segun se trate de “grupo tratado” o de sus controles. El Grupo |
incluye la hipdtesis central de esta etapa: la memoria puede ser mejorada si,
concurrentemente a la fase de reconsolidacion, existe un evento de privacién de agua.
El grupo lll confirmaria que para que exista modulacion no alcanza con la mera
reactivacion sino que debe comenzar el proceso de reconsolidacion. Los voluntarios

participantes fueron asignados en forma aleatoria a uno de los 4 grupos.
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Resultados

Experimento 1. Entrenamiento débil

En la versidn fuerte de este paradigma se determina operacionalmente la
retencion de la memoria comparando la performance de los sujetos en la sesidn de
testeo con la performance media de los Ultimos cuatro ensayos del entrenamiento. El
uso de la media de los ultimos cuatro ensayos se justifica en cuanto que la
performance se vuelve asintética al final del entrenamiento (Forcato et al. 2007; cf. los
experimentos de los capitulos siguientes). En este caso, sin embargo, todo el
entrenamiento tiene solamente cuatro ensayos; que incluyen al primero, en el que los
sujetos estan instruidos para no responder a las silabas claves, cuyo par asociado aln
no conocen, y por lo tanto la performance debe ser necesariamente nula. Tal como era
de esperar, una prueba de ANOVA de medidas repetidas para los ensayos del
entrenamiento, excluyendo el primero, no detecta diferencias entre los tratamientos
(tratamiento x ensayo, p = 0,63; tratamiento, p = 0,91), verificando asi que se partié de
grupos homogéneos, pero si muestra un efecto significativo a lo largo de los ensayos (p
< 0,001). Esta prueba, que se realizé6 para verificar los supuestos del paradigma
(homogeneidad de grupos y cambio significativo de la performance al principio del
entrenamiento) se realizé independientemente de la evaluacién de la retencidn de la
memoria.

Para evaluar la retencion de la memoria en el test se optd por comparar la
performance de los sujetos en el test contra la del ultimo ensayo del entrenamiento.
Una prueba de ANOVA de mediadas repetidas no mostré una interaccidon entre los
tratamientos y las sesiones (F337 = 1,64; p = 0,19). Se observé un efecto significativo de
la sesion (Fy137 =22,53; p < 0,001), pero no del tratamiento efectuado en el dia 2 (F337 =
0,62). En otras palabras, la performance de los sujetos decayo significativamente en la
sesion de evaluacion el dia 3, tal como se esperaria de un entrenamiento débil. Sin

embargo, dicha caida no mostré diferencias evidentes entre el grupo que sdélo fue

46|Pagina



testeado ese dia contra cualquiera de los tratamientos realizados el segundo dia. Es

decir que no se observd una facilitacion de la reconsolidacion.
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Figura 1 Entrenamiento débil de 4 ensayos.

Todos los grupos poseen el mismo entrenamiento y testeo, difieren en la sesién de
reactivacion. Grupo Recordatorio que labiliza +privaciéon de agua (n=13): incluye 12 hs de
privacion de agua seguida por el recordatorio que promueve la reconsolidacion de la memoria.
Grupo recordatorio que labiliza (n=9): En la sesién del dia 2 se presenta Unicamente el
recordatorio que labiliza la memoria. Grupo recordatorio que no labiliza + privacién de agua:
(n=8) privacion de agua por 12 hs seguido por un recordatorio que no labiliza. Grupo testeo 3d

(n=11): Los sujetos poseen Unicamente sesidn de entrenamiento y testeo.

DISCUSION

Al disminuir el nimero de ensayos en el entrenamiento, la performance en el
test fue mucho menor a la que tipicamente produce un protocolo de entrenamiento
fuerte (alrededor de un 85% (Forcato et al. 2007, 2009, 2010), contra cerca de un 40%
obtenido en el experimento 1). Esta performance fue significativamente menor que en
el ultimo ensayo del entrenamiento. En particular, en el grupo que fue testeado
directamente al tercer dia, sin mediar ninguna manipulacién el dia 2, se observé una
caida de 2,18 (des. est. = 1,17) respuestas correctas en el ultimo ensayo del

entrenamiento a 0,82 (des. est. = 0,98) en el test. En otras palabras, tanto si se
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compara con los valores esperados para un entrenamiento fuerte como con la
performance alcanzada en el entrenamiento, los resultados obtenidos muestran que el
entrenamiento de cuatro ensayos se puede caracterizar como débil. No se observo un
efecto facilitador para el protocolo de privacion de agua. Aunque en la sesidn de test el
grupo tratado con un recordatorio que implica un mismatch seguido de privacién de
agua muestra una performance ligeramente mayor que el grupo control sin ningln
tratamiento el segundo dia; este aumento en la performance se produce de manera
similar al final de la sesidn de entrenamiento, sin ser significativo en ninguno de los

dos casos.

Experimento 2: Interferencia con la consolidacion de la memoria después de un

entrenamiento fuerte

Interferencia con una lista de fotografias

La amnesia retrégrada, la reduccién en la performance de una memoria
causada por una manipulacion posterior a la adquisicién de la misma, se ha observado
en multitud de paradigmas experimentales y ha sido uno de los pilares de la teoria de
consolidacidon (McGaugh 1966). Uno de los casos mas paradigmaticos en los que se
describié este fendmeno, el que dio nacimiento al término “consolidacion”, fue el de la
interferencia con la memoria declarativa de una lista de palabras utilizando o bien otra
lista de palabras o bien una lista de fotografias (Miiller y Pilzecker 1900). Este tipo de
agentes interferentes tienen una serie de ventajas sobre los agentes farmacoldgicos o
las lesiones, nos sélo por su aplicabilidad a sujetos humanos, sino también por su
importancia conceptual: en el marco de la propuesta de que las fases labiles de la
memoria fueron seleccionadas en funcién de su valor adaptativo al permitir evaluar la
informacién adquirida, es importante mostrar que los efectos facilitadores que
podamos observar ocurren sobre situaciones a las que se haya arribado con estimulos
gue potencialmente puedan ocurrir en la vida cotidiana del sujeto. Otro tipo de
agentes, interferentes o facilitadores, podrian ser usados atendiendo a otras

preguntas, de indole mecanistica, que no se atienden en esta Tesis. Puesto que, en el
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paradigma empleado en el laboratorio, la presentacion de una segunda lista de pares
de silabas asociadas durante la reconsolidacion no ha mostrado efecto amnésico, sino
la intrusion de informacién de una lista en otra (Forcato et al. 2007), se decidié
emplear un agente interferente que no consista en aprender otra tarea similar; se optd
por presentar a los sujetos con una lista de fotografias.

También se decidié aumentar ligeramente la dificultad de la tarea, aumentando
el numero de pares de silabas que los sujetos deben aprender. La intencion de esta
modificacion del paradigma fue dificultar a los sujetos obtener los valores de
performance mas altos, al subir el techo de la misma, para evitar que un posible efecto

amnésico se vea opacado por una performance demasiado alta.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos experimentales

27 voluntarios estudiantes graduados de la Universidad de Buenos Aires
participaron de los experimentos. Antes de su participacion firmaron el
consentimiento informado, aprobado por Comité de Etica de la Sociedad Argentina de
Investigaciones Clinicas.

5 voluntarios (18,5%) fueron excluidos del estudio debido a alguna de las
siguientes razones: escribieron en un papel y estudiaron la lista de silabas, no vieron al
recordatorio en el dia 2 por no estar atentos cuando se presentd o tomaron alcohol o
drogas la noche anterior o el mismo dia de experimento.

Sus edades oscilaban entre 18 a 35 afios con una media de 23. Cada participante fue
asignado a cada grupo de forma azarosa. El procedimiento fue igual al explicado en

materiales y métodos del Capitulo II.

Protocolo Experimental.
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Los experimentos se realizaron en 3 dias consecutivos. Los mismos consistieron en una
sesion de entrenamiento (dia 1), sesion de reactivacion (dia 2) y una sesion de

evaluacién (dia 3).

Entrenamiento (dia 1). En este experimento se utilizd el mismo tipo de entrenamiento
descripto en el Capitulo lll, pero la lista de silabas contaba con 8 pares de silabas clave-
respuesta. A la lista 1: ITE-OBN, ASP-UOD, FLI-AIO, NEB-FOT, COS-GLE (silaba-clave -
silaba-respuesta). se le agregaron 3 silabas mas pertenecientes a la lista 2: OEN-SRO,

TIU-PLA, KEC-CLO (Forcato et al., 2007).

Tipos de recordatorio (dia 2)

Recordatorio que labiliza. Igual al descripto en el Capitulo Il

Interferencia con fotos neutras

Se utilizaron 21 fotos neutras pertenecientes a una base de fotos internacional
(International Affective Picture System, IAPS (Lang, 1999)), una coleccién de imagenes
ampliamente utilizada en experimentos cognitivos (Cahill, Gorski, & Le, 2003). Las
fotos son catalogadas por su valencia (negativa o positiva) y por el grado de
movilizacion emocional que posee. Como ejemplo, entre 2 imagenes de valencia
negativa como ser una mano empufiando un arma y un rostro con heridas
ensangrentado, ambas son de valencia negativa pero la segunda posee mayor
“movilizacion” o en inglés, arousal. Las fotos utilizadas en el experimento fueron en su
momento elegidas especialmente con un bajo o moderado arousal, siendo la media
estandarizada de 2.76% 0.12(ver (Lang, 1999)), con lo cual se las considera neutras. La
media de la valencia era de 5.57+ 0.20, involucrando solamente fotos de valencia
negativa. Las fotos se presentaron impresas en papel mate, 15 segundos cada una, sin
intervalo entre ellas. El nUmero de las fotos que se utilizaron fueron los siguientes:
2000, 2038, 7900, 2890, 2880, 7700, 5760, 7185, 7190, 7080, 7491 ,7175, 5510, 5390,
5740, 2320, 1900, 2537.
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En el entrenamiento cada voluntario debe describir con una pequefa frase
aquello que ve en la foto, con el motivo de garantizar la atencién. En ningin momento

el voluntario es informado de que se trata de un experimento de memoria.

Experimento 2. Interferencia con un texto

Puesto que no se observd un efecto amnésico en el protocolo anterior, se
decidié modificar el tipo de tarea utilizada para interferir la consolidacién. Esta vez se
les pidid a los sujetos que lean un texto describiendo una situacién irrelevante para la
tarea que se les va a evaluar. Este tipo de agente exige a los sujetos dirigir toda su
atencién a una tarea de tipo linglistica, en lugar de visual como en el caso de las

fotografias del experimento anterior.

Interferencia con texto neutro

El texto utilizado es la traduccion del inglés al espafiol de un texto no aversivo
sobre una crénica de un mundial de futbol ocurrido en 1954, utilizado por Izquierdo y
Chaves (1988) para interferir con la fase de consolidacién. (Ver el apéndice 1 para el
texto y el cuestionario utilizados). El dia del testeo se le realiza una serie de 10

preguntas para garantizar la codificacion.

Sesion de evaluacion (dia 3). La sesion consistido en la presentacion de un ensayo
correcto entremezclado con 4 ensayos falsos, con un intervalo entre ensayos de 4

segundos.

Grupos experimentales

Se realizaron 3 grupos experimentales, con la misma sesion de entrenamiento y
testeo. El grupo control poseia una primera sesion de aprendizaje de la lista en la

sesion del dia 1, al dia siguiente la reactivacion y al tercer dia el testeo. Los dos grupos
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restantes poseian distintas interferencias luego de la sesién de entrenamiento, ambas

del tipo neutro (no involucra reaccién emocional).

Grupo control 8s +Recordatorio que labiliza. (n=12): Es el grupo que posee la
estructura de recordatorio que gatilla la reconsolidaciéon de la memoria, es decir, la
memoria retorna a un estado vulnerable (l13bil). Dia 1: sesién de entrenamiento de 10

ensayos y 8 silabas cada ensayo, Dia 2: sesidn recordatorio, Dia 3 testeo.

Grupo 8s +Fotos neutras. (n=6): Dia 1: sesion de entrenamiento de 10 ensayos y 8

silabas cada ensayo+ fotos neutras, Dia 2: sesidn recordatorio, Dia 3 testeo.

Grupo 8s +texto neutro (n=4): Dia 1: sesiéon de entrenamiento de 10 ensayos y 8

silabas cada ensayo+ texto neutro, Dia 2: sesién recordatorio, Dia 3 testeo.

RESULTADOS

La performance de todos los grupos tanto en el training como en el test fue alta (entre
el 70% vy el 81% en el training, y entre el 65 y el 78% en el test). No se observd ningln
efecto ni del tipo de tratamiento, asi como tampoco de la sesién (ANOVA de medidas
repetidas; tratamiento x sesion: F,19 = 0,99; tratamiento: F, 19 = 0,79; sesion: Fy 19 =

1,55; p = 0,22).

CONCLUSION

El entrenamiento produjo una buena performance tanto durante la adquisicién como
en el test 48 horas después, pese a que se aumenté el numero de silabas a recordar.
Tampoco se observé un efecto deletéreo sobre la memoria por el entrenamiento en

una segunda tarea declarativa.
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DISCUSION

El aumento en la dificultad de la tarea, aumentando el nimero de pares de
silabas a aprender, no produjo una disminucién significativa en la performance de los
sujetos en el largo plazo. Sin embargo, si se obtuvo una reduccién importante en la
performance cuando se redujo el nUmero de ensayos. Esta reduccién se observa tanto
si se considera la performance alcanzada por los sujetos durante la adquisicién de la
tarea, como si se consideran los valores tipicos de la tarea cuando se utilizan 10
ensayos en el entrenamiento (Forcato et al. 2007, 2009, 2010). Por lo tanto, esta forma
de entrenar a los sujetos puede considerarse un protocolo de entrenamiento débil. Sin
embargo, seria interesante a futuro evaluar la performance en el corto plazo, que
caracteristicamente, en varios paradigmas, suele mantenerse intacta luego de un
entrenamiento débil (por ejemplo Smal et al. 2011).

No se logré inducir una amnesia retrégrada con la presentacion de una nueva
tarea de aprendizaje inmediatamente post-entrenamiento. La amnesia retrégrada a
partir de agentes naturalistas se ha descrito para varios casos de aprendizaje en
humanos, en particular en memorias declarativas (por ej. Miiller y Pilzecker 1900,
Izquierdo y Chaves 1988). Por lo tanto, lo mas parsimonioso en los casos observados
en este capitulo parece atribuir la falta de efecto amnésico a las condiciones
paramétricas de los agentes empleados, mas que a una imposibilidad de interferir
retrogradamente con esta memoria. Una variable que no se ha manipulado en estos
experimentos es la inclusién de factores estresantes en los posibles agentes
amnésicos. Tanto las fotografias como el texto tienen un valor neutro para los sujetos.
Estimulos con alto valor emocional asociado o circunstancias estresantes han
mostrado tener efectos amnésicos en otros paradigmas. Otras variables a manipular
incluyen aquellas relacionadas con la duracién o complejidad de los estimulos, como
por ejemplo manipulaciones en la cantidad de fotografias, la extensidén del texto, o la
inclusion de instrucciones explicitas sobre tareas que involucren a dichos estimulos.

En funcidon de experimentos previos en el laboratorio, que muestran un efecto
facilitador de la privacion de agua en crustaceos (Frenkel 2005a; 2010), y teniendo en
cuenta que dicho efecto estaria mediado por el sistema angiotensinérgico (Frenkel et

al. 2002, 2010), cuya activacion también produce efectos facilitadores en mamiferos,
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se probd un protocolo de privacion de agua en humanos. Sin embargo, no se observé
el efecto facilitador predicho para este protocolo. Esto puede interpretarse en funcidn
de varios escenarios: La hipdtesis central no es correcta, es decir que aunque la
privacion de agua pudiese facilitar la memoria, por ejemplo durante la consolidacién,
no persiste una traza de memoria reactivable luego del entrenamiento débil; o bien el
protocolo de privacién de agua no fue un facilitador efectivo de la memoria; o bien la
performance observada en el test es muy cercana a la maxima performance posible,
imponiendo asi un “efecto techo” que no permite evidenciar la facilitacién. Aunque en
muchos modelos se ha mostrado que la performance en el test es independiente de la
performance en la adquisicion de la tarea (Peeke y Veno 1976, Tomsic et al. 1991,
Kane et al. 1997), no podemos asegurar que éste sea el caso del entrenamiento débil
empleado en el experimento sin tener evidencias de ello por la positiva; que hubiese
sido la situacién si se hubiese observado una facilitacién por privaciéon de agua.

El protocolo de privacion de agua utilizado fue de muy larga duracién e incluyd
una noche completa previamente a la sesidon de reactivacion el segundo dia. En un
modelo de memoria asociativa en cangrejos, una especie semiterrestre en la que la
privacién de agua produce efectos nocivos muy drasticos en corto tiempo, se mostré
que los efectos facilitadores de la memoria de la privacién de agua no son
incrementales con el tiempo de exposicién a la sequedad, sino que se ejercen en una
ventana de tiempo acotada: mientras que dos horas de privacién de agua ejercen
efectos facilitadores, 6 horas no lo hacen (Frenkel et al. 2005b). Al tratar con humanos,
no tiene sentido utilizar ventanas de privacién de agua tan breves. Sin embargo, esto
nos pone en la situacién de tener que considerar que el protocolo pudo haber fallado
por cuestiones puramente paramétricas y no porque el sistema angiotensinérgico no
pueda jugar un rol importante en la facilitacion de esta memoria. Una posibilidad para
manipular este sistema de manera aguda podria ser el uso de pastillas de sal. Sin
embargo, pruebas preliminares nos mostraron que dicho tratamiento puede resultar
muy agresivo para algunos sujetos, por lo que se decidié probar facilitar la memoria

por medio de otros agentes (véanse Capitulo IV y Capitulo V).
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Apéndice: Texto neutro utilizado en el Experimento 2

El mundial de futbol 1954 se jugd en Suiza. Los 16 equipos fueron divididos en 4
grupos para la fase de clasificacidon. Brasil venci6 a México (5-0), empaté con
Yugoslavia (1-1) y conquisto el grupo 1. Hungria derroté a Corea (9-0) y a Alemania (8-
3), y gand el grupo 2. Alemania tuvo que derrotar a Turquia dos veces, 4-1y 7-2, para
llegar segundo en ese grupo y clasificar para cuartos de final. Hungria eliminé a Brasil
por 4-2 en cuartos de final, en un juego plagado de violencia extrema y largas
interrupciones en que 3 jugadores brasilefios fueron expulsados. En otros juego de
cuartos de final, Alemania derrotd a Yugoslavia por 2-0 y Uruguay elimind a Inglaterra
3-1 en un juego dramadtico en el que el legendario capitan de Uruguay , Obdulio Varela
, anotd y luego sufrid una fractura, pero siguid jugando con una pierna rota en lo que
iba a ser su ultimo partido. En la semifinal, Alemania elimind a Austria (6-1) y Hungria
derrotd a Uruguay por 4-1 en tiempo suplementario. Austria luego derroté a Uruguay,
3-1 por el 3er puesto. El juego final fue intenso. Hungria tuvo un comienzo facil (2-0),
pero Alemania dio vuelta el partido (3-2) con un gol de Rahn, faltando 6 minutos para

el final, y asi gand su primera copa.

Seuddnimo:/ Grupo:
Cuestionario:
1. ¢éQuién gand el Grupo 1?
2. ¢éQuién gano el grupo 2°?
3. ¢Cudntas veces jugo Alemania contra Turquia?
4. ¢Quien obtuvo el tercer puesto?
5. éCuantas veces Alemania Y Austria jugaron entre si?
6. ¢Cuales fueron los resultados de los dos partidos de Alemania vs. Hungria (una
seleccién de cuatro posibilidades)?
7. ¢éQué pasd de anormal en el partido entre Hungria y Brasil?
8. ¢éQué pasoé con Obdulio Varela en el partido Uruguay vs. Inglaterra?
9. ¢éQué equipo marco el primer gol en el partido de la final?

10. ¢Qué jugador marco el gol de la Copa?
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Capitulo IV

FACILITACION DE LA RECONSOLIDACION DE UNA MEMORIA
OLVIDADA POR UN ESTRESOR LEVE

Los resultados de este Capitulo se encuentran publicados en:

Coccoz, V., Maldonado, H., & Delorenzi, A. Neuroscience (2011). The enhancement of
reconsolidation with a naturalistic mild stressor improves the expression of a

declarative memory in humans. (185), 61-72.

Coccoz, V., Sandoval, A.V., Stehberg, J., & Delorenzi, A. Neuroscience (2013). The
temporal dynamics of enhancing a human declarative memory during reconsolidation.

Neuroscience 246: 397-408.
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INTRODUCCION

El paso del tiempo es una de las condiciones que tipicamente llevan a la
disminucién de la performance de una memoria, un fendmeno denominado "olvido".

En este capitulo evaluaremos la posibilidad de que el déficit de expresién de
una memoria declarativa producido por el paso del tiempo, es decir el olvido, se deba
a un déficit en la expresion de la memoria, pero no a un déficit de persistencia ni de
acceso a la informacidn almacenada. Para ello, se evaluara el olvido en el paradigma
de memoria declarativa propuesto por Forcato et al. 2007, testeando la memoria luego
de un prolongado lapso de tiempo (hasta ahora sélo se han realizado test a 24 y 48
horas). En caso de que se observe olvido, se evaluara la posibilidad de aumentar la
performance afectando la reconsolidacién de la memoria. Se deberd disponer de un
protocolo facilitador de la reconsolidaciéon. En el capitulo anterior se utilizé un
protocolo de privacion de agua, pero no se observd ningun efecto facilitador. Tal como
se discutid en el capitulo anterior, la falta de facilitacion podria deberse tanto a que la
expresion de la memoria alcanzé un techo determinado por el entrenamiento, como a
gue el protocolo no fue eficiente para facilitar la memoria. La privacién de agua, que
comienza la noche anterior a la sesidén de reactivacion, requiere de largo tiempo para
desarrollarse, y es dificil poder determinar a priori el momento en que dicho protocolo
serd efectivo. Las dificultades residen no sélo en lo que respecta a la dindmica de
aumento de angiotensina, que eventualmente se podria cuantificar, sino a todos los
otros factores que pueden estar modulando la accién de la angiotensina sobre los
sistemas de memoria, como ser el estrés general producido por la privacién crénica de
agua o el efecto de posibles mecanismos de compensacion del estrés hidrico. Por otro
lado, el que los sujetos lleguen estresados a la situacidon de recordatorio genera el
riesgo de que se facilite la recuperacién de la memoria, es decir que la memoria se
exprese en los sujetos tratados con privacion de agua aun luego del olvido. Este
resultado podria ser explicado a partir de una facilitacion de las vias de acceso a la
informacidn, en cuyo caso la reconsolidacidon de la memoria seria un resultado trivial.

Idealmente, a fin tanto de evitar artefactos que impidan evaluar la hipdtesis, como de
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facilitar la interpretacion de cualquier resultado posible en términos de la accion del
agente modulador sobre una ventana de labilidad de la memoria activada (McGaugh
1966, Cahill y McGaugh 1996), se deberia disponer de un agente facilitador que se
pueda aplicar en forma aguda luego del recordatorio. En este capitulo utilizaremos
como potencial agente modulador el estrés por frio (CPS, por sus siglas en inglés —Cold
Pressor Stress— que utilizaremos aqui en concordancia con la literatura sobre el
mismo). Este protocolo, que consiste en que el sujeto sumerja su brazo brevemente en
agua helada (la metodologia se describe en detalle mas adelante) ha mostrado efectos
facilitadores en la consolidacion de memorias en otros paradigmas experimentales
(Anderson et al., 2006; Cahill & van Stegeren, 2003; Luethi et al., 2008; McGaugh &
Roozendaal, 2009; Nielson & Bryant, 2005; Smeets et al., 2008; Wolf, 2009; sin
embargo cf. Schwabe & Wolf, 2010; Wichert et al., 2011).

La eleccién del agente estresante tuvo en consideracién trabajos previos que
mostraban su efecto modulador en distintos procesos de memoria (Cahill and van
Stegeren, 2003; McGaugh, 2000, 2006; McGaugh and Roozendaal, 2002; Sandi and
Pinelo-Nava, 2007; Wolf, 2009). El tratamiento de stress CPS se habia utilizado en
paradigmas donde se observd mejora de la memoria si la presencia del estresor fue
concurrente con la consolidacién (Anderson et al., 2006; Cahill and van Stegeren, 2003;
Luethi et al., 2008; McGaugh and Roozendaal, 2009; Nielson and Bryant, 2005; Smeets
et al., 2008; Wolf, 2009); (pero ver Schwabe and Wolf, 2010; Wichert et al., 2011).

El efecto del stress en la memoria se podia explicar como una interaccidn entre
la emocién inducida por el estimulo emocional (por ejemplo una foto de una pareja) y
las hormonas del estrés liberadas por el evento estresante (Roozendaal, McEwen, y
Chattarji, 2009). Un estudio previo en humanos propone que el estrés luego de la
reactivacion de la memoria va a actuar aumentando especificamente memorias
emocionales (Marin, Pilgrim, & Lupien, 2010). Sin embargo, estos resultados no fueron
atribuidos a una mejora en la reconsolidacidon por la exposicion al stress post
reactivacion dado que la mejora se observd en un test realizado inmediatamente,
mientras que la sintesis de proteinas necesaria para reconsolidacion toma por lo
menos varias horas (Duvarci y Nader, 2004; Walker et al, 2003.). De hecho, la teoria de
reconsolidacion propone que la traza de memoria reactivada queda intacta en el corto

término (Nader y Hardt, 2009) debido a que esta fase es un proceso que requiere

58|Pagina



tiempo para la sintesis de proteinas de novo. En consecuencia, si el stress afecta
especificamente la fase de reconsolidacién, el efecto no debe observarse en un test
post reactivacioén a corto término.

En este estudio se observd que todos los grupos control mostraban una baja o
muy baja expresion de la memoria al realizar el testeo una semana o 3 semanas luego
del entrenamiento. Este efecto, como mencionamos anteriormente, se debe al

proceso de olvido o forgetting.

La respuesta a estrés

La confrontacidon con una situacion estresante activa una amplia gama de
sistemas fisioldgicos destinados a restaurar la homeostasis y hacer frente a la demanda
ambiental en cuestion. La respuesta a estrés implica la activacion del sistema nervioso
auténomo (SNA) y el eje hipotdlamico-hipofisiario adrenal (HPA). En cuestiéon de
segundos después de la exposicion al estrés la rama simpatica del sistema nervioso
autonomo se activa, lo que resulta en la liberacién de adrenalina por la médula
suprarrenal y noradrenalina por las terminaciones nerviosas simpaticas través de la
activacion del locus coeruleus. La liberaciéon de catecolaminas (nor)adrenalina) resulta
en un aumento de la frecuencia cardiaca y la presién arterial y estimula la respuesta de
lucha o huida. El eje HPA es un sistema de respuesta algo mas lento y es responsable
de los cambios hormonales que permiten la restauracion de la homeostasis y facilitar
el almacenamiento de la informacion relevante en la memoria (De Kloet, Joels, y
Holsboer, 2005; McGaugh 2000). La liberacidn de cortisol desde la corteza suprarrenal
esta regulada por la corticotropina (ACTH) liberada por la hipdfisis anterior. La ACTH
estd regulada por la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y vasopresina
arginina (AVP) que son a la vez secretadas por el nucleo paraventricular del
hipotalamo. Después de la respuesta del cortisol inicial, un mecanismo de
retroalimentacién negativa mediada por los receptores de cortisol (receptor de
glucocorticoides (GR) y receptor de mineralocorticoides (MR)) inhiben la liberacién de
CRF y ACTH y amortiguan la respuesta al estrés. Las hormonas noradrenalina y cortisol

se sabe que afectan muchas dreas del cerebro que estdn involucradas en diversos
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procesos de la memoria. A pesar de que el cerebro consiste una compleja red de
estructuras que interactian, hay algunas estructuras clave que son altamente
sensibles a las hormonas del estrés y criticamente involucradas en la memoria
emocional. La amigdala es parte del sistema limbico y es crucial para el procesamiento
de la informacién emocional (LeDoux, 2000). Se ha sugerido que las hormonas del
estrés suprarrenales influyen en la memoria a través de interacciones con la excitacidon
inducida por la activacién de mecanismos noradrenérgicos dentro de la amigdala
(McGaugh, 2004; Roozendaal et al, 2009). El cortisol ejerce sus efectos mediante la
union a receptores de alta afinidad MR y GR, de menor afinidad. MR y GR se co-
localizan en el hipocampo, un darea del cerebro que es también parte del sistema
limbico y es esencial para la formacion de la memoria declarativa (Eichenbaum, 2004;

Squire et al, 2004).

En este capitulo estudiaremos como la retencién de la memoria puede ser

|II

mejorada con un “evento de la vida real” durante la fase de reconsolidacion. Para
evaluar esto, se utilizd el paradigma de la memoria declarativa cuya estructura de
recordatorio permite que podamos diferenciar entre un estado de memoria que se
activoé y luego se hizo 1abil (recordatorio que labiliza) y un estado evocado pero no l3bil
(recordatorio que no labiliza). Dos hipdtesis no mutuamente excluyentes han sido
propuestas para dilucidar por qué la memoria se vuelven labiles tras la reactivaciéon
(Alberini et al, 2006;. Alberini, 2007). Segun la primera hipétesis, la reactivacién de la
memoria activa el proceso labilizacion-reconsolidacién que permite la incorporacion
de nueva informacién a una memoria ya consolidada (Nader et al, 2000;. Sara y Hars,
2006; Dudai, 2006; Alberini, 2007; Forcato et al, 2007; Lee et al., 2009). Es decir, la
reconsolidacién permite la integracion de nueva informacién, informacién del
presente, en el contexto del pasado (actualizacion de la memoria). Un estudio reciente
en humanos demostrd la posibilidad de utilizar una instruccion verbal para afadir
nueva informacidén a un memoria declarativa anterior (Forcato et al., 2010). Por otro
lado, la segunda hipodtesis sugiere que la funcidn de la reconsolidacién es fortalecer la
memoria (Sara, 2000b; Alberini et al., 2006; Sara y Hars, 2006; Alberini, 2007; Inda et
al., 2011). Aunque la mayoria de los experimentos mostraron que la memoria podria

ser interrumpida por agentes amnésicos en la reconsolidacion, se ha demostrado que
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durante esta fase la memoria también puede incrementarse con agentes de “enhance”
y eventos de la vida real (Tronson y Taylor, 2007; Alberini, 2007, 2011; Dudai, 2009).
Dentro de los casos que se conocian hasta el momento de mejora de la memoria
durante reconsolidacion, estaba uno llevado a cabo en nuestro laboratorio, con el
cangrejo Neohelice. En dichos experimentos, se demostrd que si habia un episodio de
relevancia para el animal durante la fase de reconsolidacién, como ser la privacién de
agua, se mejoraba la expresién de una memoria de largo término (Frenkel et al.,
20054, 2010).

Por lo tanto, se observd que la reconsolidacion puede ser modulada con
experiencias concurrentes, donde los neuromoduladores disparados por el evento de
la vida real modulan positivamente la expresidn de largo termino de memorias ya
consolidadas (Frenkel et al., 2005a, 2010). Sin embargo, hasta ese momento no se
habian encontrado efectos de mejora durante reconsolidaciéon en memorias
declarativas.

Aungque memorias consolidadas podrian labilizarse luego de la presentacién de
un recordatorio, como anteriormente mencionamos no todos los recordatorios
desencadenan un proceso de reconsolidacién. En consecuencia, en varios modelos de
memoria se ha demostradoque la reconsolidacidn se puede observar en circunstancias
en el que la estructura recordatorio favorece nueva codificacién, que es una falta de
correspondencia entre lo que espera el animal y lo que realmente ocurre (Rescorla y
Wagner, 1972; Dudai, 2004). Esta condicion se observé en varios modelos de memoria,
incluyendo memorias declarativas humanas (Pedreira et al, 2004;. Frenkel et al, 2005a,
2010.; Morris et al., 2006; Dudai, 2006, 2009; Forcato et al, 2007, 2009, 2010; Kindt et
al., 2009; Pérez-Cuesta y Maldonado, 2009; Schiller et al., 2010).

En este estudio se desea probar cdmo un evento de la vida real puede mejorar

la memoria durante reconsolidacion.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Paradigma experimental

El paradigma experimental es el paradigma de aprendizaje de silabas tal como
fue descripto en el capitulo 2 (MATERIALES Y METODOS) adaptado para evaluar una
mejora de la memoria. En este tipo de paradigma el testeo de la memoria se realiza
pasados 6 o 7 dias o0 a los 20 o 21 dias, segun el grupo que corresponda. Se llevaron a

cabo 3 series de experimentos.

Sujetos experimentales

154 voluntarios estudiantes y graduados de la Universidad de Buenos Aires
participaron de los experimentos. De los 125, en la Serie 1 participaron 57 estudiantes,
68 en la Serie 2 y 61 en la tercera serie.

Antes de su participacion leyeron la hoja de informacién del experimento vy
luego firmaron el consentimiento informado, aprobado por el Comité de Etica para
Protocolos de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires
(serie 1y 3) y por el Comité de Etica de la Sociedad Argentina de Investigaciones
Clinicas (serie 2).

49 Voluntarios (32%) fueron excluidos del estudio debido a alguna de las
siguientes razones: escribieron en un papel y estudiaron la lista de silabas, no vieron al
recordatorio en el dia 2 por no estar atentos cuando se presentd, no llegaron al criterio
de 65% de respuestas correctas en los ultimos ensayos del entrenamiento (13
respuestas correctas/20 posibles) o tomaron alcohol o drogas la noche anterior o el
mismo dia de experimento. Sus edades oscilaban entre 18 a 35 afios con una media de
23. Cada participante fue asignado a cada grupo de forma aleatoria. El procedimiento

fue igual al explicado en materiales y métodos del Capitulo II.
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Cuarto experimental

El cuarto experimental es el anteriormente descripto en “materiales vy
métodos”, consta basicamente de una computadora donde el sujeto se entrena en el
aprendizaje de silabas. El tratamiento estresante llamado cold pressor stress se aplica

en la sala contigua a la sala de aprendizaje.

Tratamiento de stress leve, Cold Pressor Stress (CPS)

Para el tratamiento de estrés, los sujetos experimentales sumergen el brazo
izquierdo en un recipiente con agua helada (entre 0° y 4°C). Este procedimiento se
realiza durante como maximo un minuto, pudiendo el sujeto retirar el brazo cuando lo
desee (la sensacién puede llegar a ser bastante punzante). Durante e inmediatamente
después del tratamiento, se mide la presién arterial mediante un tensidmetro de
pulsera. Cuando el sujeto retira el brazo del agua helada se le ofrece una toalla para

secarse.

Medicidn de la presion sanguinea

Se mide antes y durante el tratamiento CPS, con un tensiémetro pulsera digital

(marca Omron Healthcare, modelo HEM-631int).

Evaluacion subjetiva del tratamiento estresante

Los participantes utilizan una escala que va desde el cero (“Para nada”) hasta el

10 (“mucho”) para expresar cuan doloroso y desagradable resulté el tratamiento CPS.
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Test de reconocimiento
Cada sujeto recibe una hoja donde figuran 10 pares de silabas en dos columnas,

la de la izquierda las silabas clave y en la derecha las silabas respuesta. (figural)

]
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Figura 1: Esquema de hoja de test de reconocimiento.

Las silabas pertenecientes a la lista 1 estdn marcadas en gris. Los pares estan ubicados en
orden seudo-aleatorio. El sujeto debe reconocer las silabas de cada par y unirlas con flechas.
La distincidn de color es solo a modo ilustrativo, no se encuentra en la hoja de testeo ofrecida

a los voluntarios.

De los 10 pares, 5 pertenecen a los aprendidos en la sesién de entrenamiento y
los otros 5 jamds fueron vistos. Ambas listas se desarrollaron con el mismo criterio
(Forcato et al., 2007). El sujeto debe reconocer de la columna de la izquierda las 5
silabas clave vistas el primer dia y de la columna de la derecha las 5 silabas respuesta y
conformar uniendo con una raya cada par silaba respuesta aprendido el primer dia.

Se analizé la proporcidn de aciertos vs falsos reconocimientos de los pares, Hit
(acierto)=-pares de silabas clave-respuesta reconocidos, adquiridos durante el
entrenamiento (Lista 1) / 5 (nimero de pares aprendidos), y F = articulos nuevosy / o
antiguos en asociacion incorrecta/ 5 en la Sesidn de testeo. Aungque hay mas de cinco
posibilidades en esta prueba de F, se utilizaron 5 en el denominador de las tasasde Hy
F, ya que todos los sujetos en realidad se acordaron de que cinco es el niumero de
silabas clave-respuesta que se presentaron en la sesion de entrenamiento. La
performance de reconocimiento se calculd restando F de H, donde 1 es un rendimiento

perfecto en el reconocimiento de los elementos seleccionados.
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Serie 1

En la primera serie de experimentos se evalué si una memoria consolidada
podia ser fortalecida durante la fase de reconsolidacidén. Se evalud si el efecto de
mejora sobre la memoria declarativa se revelaba a largo término (24 h después de la
sesion de reactivacion) (grupo Recordatorio-labilizacidn-CPS-LT) y si también sucedia a
corto término (3 h después de la sesidon de reactivacion) (Recordatorio-Labilizacién-
CPS-CT). Que el efecto no se observe a corto término pero si a largo es una
caracteristica especifica del proceso de reconsolidacién (Pedreira et al., 2004; Frenkel
et al.,, 2005a; Dudai, 2006; Boccia et al., 2007; Alberini, 2007; Schiller et al., 2010;
Marin et al.,, 2010). En otro grupo control, los sujetos sumergen su brazo en agua
templada en vez de agua fria y se testearon a largo término (Recordatorio-Labilizacion-
AT-LT). En el primer grupo, llamado a 6 dias-Testeo, los sujetos recibieron el mismo
entrenamiento y se tested la memoria 6 dias después, coincidentemente con la Sesion
de reactivacion de los otros grupos (Fig. 2B, Serie 1). Este grupo fue disefiado para
estimar el rendimiento de los sujetos en el momento de la sesién de reactivacion de
los otros grupos. Ademas, se evalud la presion arterial en esta serie para demostrar
que la administracién del CPS activa sistema nervioso simpatico (Velasco et al, 1997;.

Schwabe y Wolf, 2010).

Grupos experimentales

Todas las series cuentan con la misma sesién de entrenamiento y testeo, pero

diferente sesidn de reactivacién (figura 2).
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Figura 2. Disefo Experimental. (A)

Panel izquierdo: Sesion de Entrenamiento (dia 1): incluye 10 ensayos del contexto

correcto seguido de la lista de silabas, mezclada con 22 contextos falsos, separados
por 4-s de intervalo entre ensayos. El contexto correcto persistié durante la

presentacion de las silabas, que comenzd con la presentacién de una silaba clave en el
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lado izquierdo de la pantalla del monitor y un casillero vacio en el lado derecho. Cada
silaba clave fue tomada al azar de una lista de cinco pares, cada sujeto tenia 5 s para
anotar la correspondiente respuesta.

Panel derecho: Sesion de Testeo (dia 6 o 7): tres contextos falsos y un ensayo con la

lista aprendida en la primera sesion

(B)Disefio Experimental de la Sesién de reactivacion.

Panel izquierdo: (Serie 1) El grupo 6-d-testeo tiene testeo el dia 6, sin sesion de

reactivaciéon (n=11). El grupo recordatorio labilizacion-CPS-LT (largo plazo) (N=11)
posee la estructura recordatorio que desencadena la labilizacién-reconsolidacidn: el
contexto correcto, mas la presentacion de una silaba clave, pero no permite que el
sujeto responda con la respectiva silaba respuesta. Luego se da el tratamiento CPS. La
sesion de testeo se produjo el dia 7. Recordatorio-labilizacion-AT-LT (n=9) era como el
primer grupo, excepto el tratamiento que se da después de la reactivacion es agua
templada. El grupo Recordatorio-labilizacion-CPS-ST fue igual que el anterior, excepto
que la sesion de testeo ocurre 3 h después de la sesion de reactivacion (n=9).

Panel derecho: (Serie 2) cuatro grupos que diferian sélo en la sesion de reactivacién
(dia 6) y se testeo el dia 7 (n=11 por grupo). El grupo Recordatorio-labilizacion-CPS
incluye la estructura del recordatorio que desencadena la labilizacién-reconsolidacién.

El grupo Recordatorio-labilizacion tenia solo la estructura recordatorio que
desencadena labilizacién-reconsolidacién.

El grupo Recordatorio-No labilizacién-CPS tenia la estructura recordatorio de que no
desencadena reconsolidacion que comprendia el contexto especifico, pero a los
sujetos se les permitid anotar la primera silaba-respuesta y luego se le dio el
tratamiento CPS. El grupo Sin recordatorio CPS incluye sélo el tratamiento CPS.

6 dias Testeo (n=11). Grupo control destinado a evaluar la performance en la memoria
de silabas a los 6 dias, coincidente con el dia de reactivacién de los otros grupos.

(Figura 2 B, serie 1)

Recordatorio labilizacion CPS-LT (LT: del inglés long term, largo término) (n=11): Es el
grupo que posee la estructura de recordatorio que gatilla la reconsolidacion de la
memoria, es decir, la memoria retorna a un estado vulnerable (labil). En el caso del
paradigma que utilizamos, esta estructura fue previamente delineada: luego del

denominado “contexto correcto” aparece la primera silaba clave de la lista, cuando el
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sujeto se dispone a contestar, el programa se interrumpe abruptamente.
Inmediatamente el sujeto pasa al cuarto contiguo y se le da el tratamiento CPS. El

testeo se realiza al dia siguiente de la reactivacion (Dia 7).

Recordatorio labilizacion agua templada-LT (n=9): El procedimiento es idéntico al
grupo anterior, la Unica diferencia reside en que en vez de realizar el tratamiento CPS,

el sujeto sumerge su brazo en agua templada (37°C).

Recordatorio labilizacion CPS-ST (del inglés short term, corto término) (n=9): Idéntico
al grupo Recordatorio labilizacién CPS-LT excepto que el testeo se realiza luego de 3h

de la reactivacion en vez de a las 24 hs.

Serie 2

Esta serie incluyd cuatro grupos que diferian sélo en el tratamiento durante la
Sesién de reactivacion. Tres nuevos grupos de control fueron realizados. Un grupo
poseia sblo el tratamiento de estrés, sin reactivacion (Sin recordatorio-CPS); el
segundo, que incluia labilizacién memoria sin CPS, se realizd para probar que la
administracion de CPS era necesario para mejorar el rendimiento de la memoria
(Recordatorio-Labilizacién); y el tercer grupo que incluia el recordatorio que no labiliza
la memoria seguido por el tratamiento de estrés, para evaluar si el efecto potenciador
era reconsolidacion especifica (Recordatorio-No labilizacién-CPS). El cuarto grupo tuvo
el recordatorio que inicia reconsolidacion seguido por el tratamiento estresante
(Recordatorio-labilizacién-CPS), una réplica de la experimental grupo en la Serie 1. En
todos los grupos de esta serie, el testeo tuvo lugar el dia 7.
En esta serie, que se realiz6 en hombres, 44 sujetos alcanzaron los criterios de
inclusion. Antes de su participaciéon en el experimento, los sujetos firmaron un
consentimiento informado aprobado por el "Comité de Etica de la Sociedad Argentina

de Investigaciones Clinicas”.
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Grupos experimentales

Recordatorio-labilizacidn-CPS. Este grupo fue idéntico al la de la primera serie.

Recordatorio-labilizacion. La sesién de entrenamiento (dia 1): la misma que la sesién
de entrenamiento de todos los grupos de este estudio. La sesién de recordatorio (dia
6): Fue la misma que en el grupo Recordatorio-labilizacion-CPS-LT. Esta sesion tuvo
lugar 6 dias después de la sesion de entrenamiento y incluyd el recordatorio de que

reactiva y labiliza la memoria y luego los sujetos se llevaron a una sala contigua.

La sesion testeo (dia 7). Era la misma que la sesidén de testeo de los otros grupos.

Recordatorio-no labilizacion-CPS. La sesidn de entrenamiento: Era la misma que la
sesidon de entrenamiento de todos los grupos de este estudio. La sesion de reactivacion
(dia 6): Posee la estructura que no desencadena reconsolidacién (Forcato et al., 2007,
2009, 2010), se produjo 6 dias después de la sesién de entrenamiento. Esta Sesidon
incluye el contexto especifico seguido inmediatamente por una silaba clave, a los
sujetos se les permitid anotar la silaba respuesta en el cuadro de respuesta por un
periodo de 5 s, y mas tarde aparece un aviso que en el monitor que anuncia que la
sesion debe ser suspendida. Inmediatamente, los sujetos fueron conducidos a una

habitacion adyacente y recibieron el tratamiento CPS.

Serie 3

En la tercera serie de experimentos se busca evaluar el efecto modulador positivo

sobre la memoria declarativa transcurridas 3 semanas del entrenamiento, cuando

estas memorias ya poseen una baja expresion debido al paso del tiempo.
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Grupos experimentales:
Esta serie cuenta con 5 grupos experimentales, todos los grupos poseen la misma

sesion de entrenamiento.

Recordatorio labilizacién CPS-7d. Es el grupo que posee la estructura de recordatorio
que gatilla la reconsolidacion de la memoria, es decir, la memoria retorna a un estado
vulnerable (labil). Dia 1: sesion de entrenamiento, Dia 6: sesion recordatorio/CPS, Dia 7

testeo.

Recordatorio labilizacion CPS-21d. Dia 1: sesion de entrenamiento, Dia 20: sesion

recordatorio/CPS, Dia 21 testeo.

Recordatorio labilizacion-7d. Dia 1: sesion de entrenamiento, Dia 6: sesién
recordatorio, Dia 7 testeo. Este control busca evaluar que el recordatorio per se no

mejore la performance el dia del testeo.

6 dias Testeo. Grupo control destinado a evaluar la performance en la memoria de
silabas a los 6 dias, coincidente con el dia de reactivacion de los otros grupos. Dia 1:

sesion de entrenamiento, Dia 6: testeo.
20 dias Testeo. Grupo control destinado a evaluar la performance en la memoria de

silabas a los 20 dias, coincidente con el dia de reactivacion de los otros grupos. Dia 1:

sesion de entrenamiento, Dia 20: testeo.
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Estadistica

Los resultados se muestran como la media del niumero de silabas correctas por
ensayo, para cada grupo experimental. Se realizé analisis de la varianza (ANOVA) de
medidas repetidas.

Para los datos de presidn sanguinea se utilizo un disefio 2x2(Schulz et al., 2011)
comparando entre grupos y entre tiempos que se midid la presion (antes y durante el
tratamiento CPS). Se realizaron comparaciones post hoc Fisher’s LSD (a = 0.05) entre
los grupos.

Para los grupos con test de reconocimiento se utilizdé t-test. Todos los datos

fueron analizados con el software STATISTICA (StatSoft 6.0).
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RESULTADOS

Serie 1

En la primera serie de experimentos se evalud si una memoria consolidada se
fortalecia durante la reconsolidacion. El disefio y grupos experimentales de esta serie

se describen bajo la seccidn "Serie 1" y se resume en la Figura 3.

Presién sanguinea

ANOVA de medidas repetidas mostré un efecto de interaccién entre el grupo y
el tiempo (F,, 26>4.37, P<0.02, diastdlica; F,26>5.36, P<0.01, sistdlica). Ningun grupo
mostré diferencias antes del tratamiento, tanto para presion sistélica como diastélica
(todos P>0.1). La exposicion a el tratamiento CPS causé un aumento significativo en la
presion arterial (todos P<0.005), lo cual no sucedié en el grupo que sumergié el brazo
en agua templada (todos P>0.36).

Los grupos que tuvieron el tratamiento CPS no difieren en sus respuestas de la
presion arterial (todos P>0.5). La presion arterial diastélica (mmHg) (antes / durante) el
tratamiento: Para el grupo Recordatorio Labilizacion CPS-LT (66.91+2.7; 81.36+2.53);
Recordatorio Labilizacién CPS-ST, (61.00+2.42; 75.33+3.72); Recordatorio Labilizaciéon
AT-LT, (59.38+1.58; 62.38+1.31). La presion arterial sistdlica (mmHg) (antes / durante)
el tratamiento para cada grupo: Recordatorio- Labilizacion-CPS-LT, (101+3.09;
116.17+5.29); Recordatorio-labilizacion-CPS-ST, (111.91+3.36; 126.18+3,16);
Recordatorio labilizacion-AT-LT, (102.25+2.27; 102.88+1.90).

El tratamiento CPS causd un aumento significativo en la presién diastélica y
sistolica. (ANOVA: F; 1,=31.05, p= 0.0001, diastdlica; F1,12>22.21, p= 0.0005, sistolica).
No se observa efecto de interaccion entre grupo y tiempo (F1,12=0.35, p=0.56,

diastdlica; F1,12=1.32, p= 0.27, sistdlica).

Ratings subjetivos. Como era de esperar, los participantes que fueron expuestos al

CPS calificaron el tratamiento como doloroso y desagradable, la cual difiere de
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calificacién de las personas expuestas al agua templada (F,,s=40.31, todos los
P<0.0001); Recordatorio-Labilizacién CPS-ST, (6,60+0,81); Recordatorio-labilizacion-
CPS-LT,(7,64+0,89), Recordatorio-labilizacion-AT-LT (0,56+0,56). No hay diferencias de

tiempo significativos para el tratamiento entre los grupos (F ,s=1,76, P=0,19).

Performance de la memoria.

ANOVA de medidas repetidas de la cola del entrenamiento (Forcato et al.,
2007, 2009) y el testeo reveld un efecto de interaccidn entre grupos y ensayos
(F3,36=5.10, P<0.0047) (Fig. 3). Con el fin de determinar el grado de uniformidad del
entrenamiento, se compararon los errores medios de los cuatro ultimos ensayos. El
analisis post-hoc no mostré diferencias significativas en las respuestas correctas entre
los grupos en la cola del entrenamiento (todos P>0.30) (4.310.2, 4.4+0.2, 4.1+0.2, y
4.4+0.2 para los grupos 6 dias-Testeo, Recordatorio-labilizacion-CPS-LT, Recordatorio-
Labilizacion-CPS-ST, Recordatorio-labilizacion-AT-LT, respectivamente). El grupo que
fue disefiado para estimar el rendimiento de los sujetos en el momento de la
reactivacion de todos los demds grupos, el grupo de 6 dias-test mostréd una
disminucién significativa de la performance en el test (P<0.0001). Los grupos
Recordatorio-labilizacién-AT-LT 'y el Recordatorio-Labilizacion-CPS-ST  también
mostraron una disminucién significativa en el testeo en comparacién con la cola del
entrenamiento (todos P<0.0001). El andlisis post-hoc que hizo foco en la Sesién de
testeo no mostré diferencias significativas entre los Grupos 6 dias-test, el
Recordatorio-labilizaciéon-AT-LT y Recordatorio-labilizacion-CPS-ST (todos P>0.25), a
pesar de que los dos ultimos grupos recibieron la sesidn de reactivacion en el sexto
dia.

Se observé una disminucién en la performance del testeo, que era menos
marcada que los otros grupos, en el grupo Recordatorio Labilizacién-CPS-LT cuando se
compara con la cola del entrenamiento (P> 0,034). Sorprendentemente, el grupo
Recordatorio Labilizacidn-CPS-LT mostré significativamente mas respuestas correctas

en el testeo en comparacién con los grupos disefiados como control (todos P< 0,0002).
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La mejora en la performance no se observd cuando el testeo se realizd en el
corto plazo (3 h), ni tampoco se observé cuando en vez de agua fria se utilizo el

tratamiento de agua templada.

Sesién de Sesion de Sesion
Entrenamiento ]:IReactivacLén = de Test

Il 6 Dias testeo
— T -l Reminder-Labilizacion-ST
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3
d . —&— Reminder-Labilizacion-CPS-LT
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Figura 3. Serie 1. Una mejora en la expresion de la memoria a largo plazo es inducida por la
administracidn de CPS durante reconsolidacion.

Sesién de entrenamiento (dia 1). Media de respuestas correctast SEM. Todos los grupos
recibieron 10 ensayos correctos. La figura muestra el rendimiento en el entrenamiento de la
lista; el cuadro muestra los Ultimos cuatro ensayos: la cola del entrenamiento. No existen
diferencias significativas entre los grupos. Testeo, respuestas correctastSEM en el dia6 o0 7 en
el test. Solo el grupo Recordatorio-labilizacidon-CPS-LT hizo significativamente mas respuestas
correctas en comparacion con el recordatorio-Labilizacion AT-LT, el 6-dias-test y el grupo
Recordatorio-labilizaciéon-CPS-ST (*) Diferencias significativas en el test en comparacion con la
cola del entrenamiento, *** P <0,0001; * P< 0,034. (#) Diferencias significativas en el testeo en

comparacién con los tres grupos de control, ### P< 0,0002.

Tipos de errores. Hay tres tipos de error que se pueden distinguir en este paradigma
de memoria (Forcato et al., 2009). El error vacio, cuando no hubo respuesta por
escrito. El error completo, cuando la silaba respuesta no estaba incluida en la lista. El
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error intralista, cuando la silaba respuesta no fue la correcta, pero pertenecia a la
misma lista. No se encontraron diferencias significativas en el testeo para ningun tipo
de error (ANOVA: F334 =0,43, Pyacio= 0.73; F3 22= 0.14, Pintraiista= 0.40; F324=0,51,
Pcompleto= 0.77) mostrando que el efecto de mejora no se explica por una disminucién

de un tipo particular de error.

Serie 2

Esta serie incluyd cuatro grupos que diferian soélo en el tratamiento durante el periodo
de Reactivacion. El disefio y grupos experimentales de esta serie se resumen en la

figura 4.

Ratings subjetivos. Los participantes que fueron expuestos al CPS describen el
tratamiento como doloroso y desagradable. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (F,16=0,55, P=0,58); Sin recordatorio-CPS (6,33+0,31); el
grupo Recordatorio No labilizacion-CPS (5,75+0,75); el grupo Recordatorio-
Labilizaciéon-CPS (6,60+0,51). No hay diferencias significativas en el tiempo del

tratamiento CPS entre grupos (F,,2s = 1,76, P=0,19).

Performance de la memoria.

ANOVA de medidas repetidas entre los 4 ultimos ensayos del entrenamiento
(cola del training) (Forcato et al., 2007, 2009) y el testeo revelaron un efecto de
interaccion entre los grupos y ensayos (F3 40=3,55, P<0,23) (Fig. 4). El analisis post-hoc
no mostrod diferencias significativas en las respuestas correctas entre los grupos en la
cola del training (todos P> 0,62) (4,31%0,2, 4.4+0.2, 4.3+0.3 y 4.240.2) para
Recordatorio-labilizacién, Sin recordatorio-CPS, Recordatorio labilizacion-CPS y
Recordatorio sin labilizacién CPS, respectivamente). 1 semana después del
entrenamiento, el grupo Recordatorio-labilizacion mostrd una disminucidn significativa
en el testeo en comparacion con la cola del training (P< 0,0001). Tanto el grupo

Recordatorio-CPS y los grupos Recordatorio sin labilizacion-CPS también mostraron
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una disminucion significativa en test comparando con la cola del entrenamiento (todos
P< 0,0001). Sin embargo, el grupo Recordatorio-labilizacion-CPS no mostrd una caida

significativa en el test comparando con la cola del training (P> 0,094).

Dia 1 Dia6 Dia7
Sesion de Sesion de Sesion
Entrenamiento Reactivacion ||de Test

1 #
4 — = 1L
* -©— Reminder-Labilizacion
Ce - Reminder-Labilizacion-CPS
—%— No Reminder-CPS
5 | —8— Reminder-No Labilizacién-CPS

Rta. correct media

| | | | | E; L “ T
2 4 6 8 10
Entrenamiento: ensayos Test

Dia 1

Figura 4. Serie 2. La mejora de la memoria inducida por el tratamiento CPS es
reconsolidacidn especifica.

Sesién de entrenamiento (dia 1). Media de las respuestas correctast SEM. Todos los grupos
recibieron 10 ensayos correctos. La figura muestra el entrenamiento de la lista; el cuadro
muestra los ultimos cuatro ensayos: la cola del entrenamiento. No existen diferencias
significativas entre los grupos en el entrenamiento. Testeo, respuestas correctast SEM en el
dia 7. Sélo el grupo Recordatorio -labilizacion-CPS hizo significativamente mas respuestas
correctas en comparacién con los grupos: recordatorio-labilizacién, el sin Recordatorio-CPS, y
Recordatorio-sin labilizacion CPS (*) Diferencias significativas en el testeo en comparacion con

la cola del entrenamiento, *** P<0,0001 (#) Diferencias significativas en el testeo en

comparacién con los tres grupos control, # P< 0,013.
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Andlisis Post-hoc centrado en el testeo no mostrdé diferencias significativas
entre los grupos control (Recordatorio-labilizacién, el Recordatorio-sin CPS, y el
Recordatorio sin Labilization CPS) (todos P>0,27). El grupo Recordatorio-labilizacion-
CPS mostro significativamente mds respuestas correctas en el testeo comparado con
los tres grupos de control (todos p<0.013). Al igual que en la serie 1, la mejora en el
testeo se observd en sujetos donde el CPS se administré durante la reconsolidacion. La
estructura del recordatorio que desencadena reconsolidacidn es un requisito previo
fundamental para revelar la mejora de la memoria en el testeo, inducida por la

administracion de CPS durante la labilizacion.

Tipos de errores. No se observan diferencias significativas entre los grupos para
ningun tipo de error: (ANOVA: F340=2.32, Pyacio=0,08; F340=1.05, Pintra-lista=0,38;
F3,40=0,69, Pcompleto=0,56) que muestra que la mejora de Efecto presentado

anteriormente no se explica por una disminucién de un particular tipo de error.

Serie 3

En esta serie de experimentos se pretendia para evaluar la dinamica temporal del
proceso de reactivacidn-labilizacién, utilizando un factor de estrés leve natural, CPS. El

disefio y grupos experimentales de esta serie se resumen en la figura 5.

Presion sanguinea

Al comparar entre todos los grupos la presidon antes del tratamiento, no se
observan diferencias significativas (p>0.5), ni tampoco en la presién en respuesta al
tratamiento CPS (P>0.5). Medicion de la presion diastdlica (mm Hg) (antes/durante)
del tratamiento: Reminder labilizacion CPS-7d, (64.67+3,1; 80.3+2.3); Reminder
labilizacién CPS-21d, (66.8+3.3; 86,20+4.8). Mediciéon de la Presién sistolica(mm
Hg(antes/durante) del tratamiento: Reminder labilizacion CPS-7d, (111%3.6;
121.4+2.7); Reminder labilizacion CPS-21d, (112,20+3.6; 129,4+6.5).
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Evaluacion subjetiva del tratamiento estresante

Los participantes expuestos al tratamiento CPS mostraron en promedio un alto
score (0: nada desagradable ni doloroso, 10: muy desagradable y doloroso) (Reminder

labilizacién CPS-7d 7.72+0.48); ); Reminder labilizacién CPS-21d, (9.15+0.38)(P = 0.07).

Efecto del CPS en la performance de la memoria

En primera instancia se evalua la uniformidad de performance durante la sesion
de dia 1 (aprendizaje). Se compara la media de los aciertos para lo que denominamos
“cola del entrenamiento” (4 ultimos ensayos). Se comparé la performance de los 5
grupos utilizando medidas repetidas (ANOVA). Se observé diferencias significativas
entre los grupos, comparando entre los 4 Ultimos ensayos del entrenamiento (“cola”
de entrenamiento) y el ensayo de testeo (F437= 7.36; P < 0.0002) (Forcato et al., 2007)
y un efecto de interaccidn entre grupos y ensayos(F;3;= 10.91; P < 0.00001).Por
analisis post hoc se reveld que no existian diferencias significativas entre los grupos en
la cola del entrenamiento (todos los p > 0.38) mostrando la uniformidad de
performance del aprendizaje, entre los grupos. Todos los grupos excepto Reminder-
CPS-d7 tuvieron un gran decremento en la cantidad de respuestas correctas,
comparando con la cola del entrenamiento (P < 0.00001). También se encontraron
diferencias entre la performance en el testeo entre los grupos 6d testeo, recordatorio
7d y 20d testeo (todos los P < 0,001), mostrando una caida en la performance entre
unay tres semanas. En el grupo Reminder-CPS-d7 también se encontré un decremento
pero éste fue mucho menor (P < 0.01) y principalmente este grupo presentd mayor
numero de respuestas correctas en el testeo (todos los P < 0.012), incluyendo el grupo
Recordatorio-CPS-21d, que mostrd una baja performance como el grupo 20d-Test (P =
0,80). En pocas palabras, el grupo con la sesidon de reactivacion y el tratamiento CPS

mostré una mejora en la memoria en el dia 7, pero no en el dia 21.
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Figura 5. El efecto de la administracion de CPS durante la reconsolidacion se observé a los 7
dias, pero no a los 21 dias después del entrenamiento.

Disefio experimental: los grupos 6 dias-Test (n = 8) y 20d-Test (n = 11) se sometieron al testeo
sin una reactivacion previa. El grupo Recordatorio CPS-7d (n = 8) tenia la estructura
recordatorio que desencadena labilizacién reconsolidacion en el dia 6, en el que el contexto
correcto fue seguido por la presentacion de una silaba clave sin permitir que el sujeto
responda con la respectiva silaba respuesta. Luego, se le dio el tratamiento CPS. La sesidn de
testeo se produjo el dia 7. Recordatorio-CPS-21d (n = 6) fue como el grupo-Recordatorio CPS-
7d, excepto que las sesiones de recordatorio y de testeo se produjo el dia 20 y 21. El grupo-
Recordatorio 7d tenia la estructura recordatorio que desencadena labilizacién-reconsolidaciéon
pero sin tratamiento CPS. La sesién de testeo se produjo el dia 7 (n = 8). Durante el
entrenamiento (dia 1) Todos los grupos recibieron 10 ensayos correctos (media de respuestas
correctas + SEM), el ultimo de los cuales cuatro se muestran en el cuadro. Durante el testeo
(media de respuestas correctas + SEM) soélo el grupo Recordatorio CPS 7d hizo
significativamente mds respuestas correctas en comparacion con los otros grupos de control ,

6d-test y recordatorio 7d; el Recordatorio-CPS-21d y 20d mostrado un rendimiento inferior 3
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semanas después del entrenamiento. (*) Diferencias significativas en el test en comparacion
con la cola del entrenamiento, * P <0,01, *** P <0,0002; (#) Diferencias significativas en el

testeo en comparacidn con los tres grupos de control, #P <0,02.

Test de reconocimiento

A pesar de mostrar un rendimiento bajo de memoria al utilizar el testeo cued
recall, los sujetos muestran muy alto reconocimiento de las silabas aprendidas cuando
se realizé un test de reconocimiento (9.50 + 0 34 y 9,33 + 0,21) para los grupos 6 d-
Reconocimiento y 20d-Reconocimiento respectivamente. Cabe destacar que la
proporcién de aciertos contra las tasas de F de las cinco silabas silaba-respuesta
analizados mostraron que cada grupo tiene valores diferentes de cero: Hit = 0,80 +
0,10y F=0,20 + 0,102; HF = 0,60 + 0,21 para el grupo 6d-Reconocimiento (ts = 3, 32, P
<0.02); Hit = 0,73 £+ 0,08 y F =0,20 + 0,09; HF = 0,53 * 0,16 para el grupo de 20d-
Reconocimiento (ts = 2.90, P <0.03). Este alto rendimiento en el test de
reconocimiento sugiere que incluso después de 21 dias de entrenamiento, la memoria
remota no consciente aun puede ser evocada. Para lograr el reconocimiento tres
semanas después del entrenamiento, la memoria tiene que persistir, aumentando la
posibilidad de que la memoria original sea reactivada y labilizada en la Sesién de
Recordatorio. Sin embargo, el tratamiento CPS, que es capaz de mejorar la memoria
durante la reconsolidacion 6 dias después del training, ya no era capaz de mejorarla 20

dias después.

DISCUSION

En general, los resultados mostraron una baja expresién de la memoria tanto
en el tiempo de reactivacion (el dia 6 después del entrenamiento) como en el testeo
(dia 7) de todos los grupos que fueron disefiado como controles. Por el contrario, se
observd una mejora en la performance en el testeo cuando la administracién de CPS

era concurrente con el estado labil de la memoria. La intervencion utilizada aqui fue un
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factor de estrés leve naturalista y el rendimiento mejorado en el test se reveld en la
condiciéon de que el CPS era concomitante con la reconsolidacién. La mejora de la
expresiéon de la memoria a largo plazo inducido por CPS pertenece especificamente al
proceso de reconsolidacion.

En la primera serie de resultados experimentales (Fig. 3), el grupo de 6 dias-
Test, un grupo que fue disefiado para estimar el rendimiento de la los sujetos en el
momento de la sesidn de reactivacion en el otro grupos, mostré una baja performance
de memoria 6 dias después entrenamiento. El grupo Recordatorio-labilizacion-CPS-ST
tampoco mejoré su performance. Esta es una fuerte evidencia que el efecto de mejora
es reconsolidacién especifica porque necesita tiempo para desarrollarse (Pedreira et
al., 2004; Frenkel et al., 2005a; Dudai, 2006; Boccia et al., 2007; Alberini, 2007; Schiller
et al., 2010; Marin et al., 2010); concordantemente, el efecto se visualiza 24 h después
de la sesion de reactivacion en el grupo Recordatorio-labilizacion-CPS-LT. Por otra
parte, la exposicidn durante la reconsolidacién a agua templada en lugar de agua fria
no tuvo efecto sobre el test. La segunda serie experimental (Fig. 4), que comprendia
Unicamente hombres, mostré que el rendimiento mejorado el testeo, la réplica del
grupo Recordatorio-Labilizacion CPS-LT, sélo cuando el CPS se da después del
recordatorio que desencadena la reconsolidacién (Forcato et al., 2007, 2009, 2010). El
rendimiento se mantuvo bajo en el testeo cuando la memoria no se reactivd (No
Recordatorio-CPS) o cuando fue labilizada pero el factor de estrés leve no fue
presentado (Recordatorio-labilizacién 'y Recordatorio Labilization-AT-LT). Los
resultados mostraron que el efecto de aumento de la memoria en el testeo fue
reconsolidation-especifico: sélo los grupos que entraron en reconsolidacién y tenian el
tratamiento CPS concurrente con el proceso de reconsolidacién mostraron un mayor
rendimiento en el test. Sin embargo, si permitimos que la primera silaba respuesta se
conteste, la memoria podria ser recuperada, pero no era labil (Forcato et al., 2007,
2009,2010) y, en consecuencia, el efecto mejora en el testeo no se produjo (grupo
Recordatorio-No Labilizacién-CPS). Es de destacar que este grupo también habia
recibido el tratamiento CPS durante la sesion de reactivacion.

Los resultados del presente estudio mostraron por primera vez una mejora de
una memoria declarativa durante la reconsolidacidn. Los resultados mostraron una

baja performance en el momento de la reactivacion (grupo 6-dia-test, que es
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indistinguible de todos los grupos de control), un hecho que sugiere fuertemente que
la expresion de la memoria en el momento de reactivacion (dia 6) también es baja,
incluyendo en los grupos que reactivan y labilizan la memoria y luego tienen el
tratamiento CPS. En consecuencia, los resultados se interpretan como un efecto de
mejora de la memoria durante la reconsolidacion; y se revelan como un aumento en la
expresion a largo plazo de la memoria previamente consolidada, en los grupos
Reactivacion-labilizacién-CPS, en las primeras dos series experimentales.

Ciertos estudios habian mostrado que tratamientos luego de la evocacién
podian alterar la memoria (inclusive mejorarla) (Hardt et al., 2009; Marin et al., 2010).
Sin embargo, los resultados de los grupos disefiados como controles apoyan
firmemente la vision de que el efecto mnesico que se muestra es especifico de la
reconsolidacion y rechaza varias explicaciones alternativas.

El hecho de que no se observa aumento en la expresiéon de la memoria
consolidada en el grupo sin recordatorio CPS indica que dicha mejora no puede ser
considerado como un efecto inespecifico del tratamiento estresante. Ademads, el
propio recordatorio (tanto para los grupos Recordatorio- Labilizacion y recordatorio-
labilizacién-AT-LT grupos) fue incapaz de mejorar la memoria recuperada per se. La
inclusién, en el grupo recordatorio sin labilizacién-CPS, de la silaba-respuesta
predicha después de la presentacién de la primera silaba-clave que impide la
labilizacién de la memoria (Forcato et al., 2007, 2009) impidié también el efecto de
memora debido al tratamiento con CPS.  En otras palabras, no todos los
recordatorios inician el proceso de reconsolidacion. Tanto en este como en otros
paradigmas de memoria, se demostré que la reconsolidacién se puede observar en
circunstancias que favorecen la nueva codificacién, debe haber un desencuentro entre
la expectativa del animal y lo que ocurre, lo que permite al CPS actuar sobre la
memoria labilizada (Forcato et al., 2007, 2009, 2010).

Dado que tanto el grupo que evoca pero no labiliza (Recordatorio-No
labilizacién-CPS) como el grupo que evoca, labiliza, posee CPS pero se testea a las 3hs
(Recordatorio-Labilizacion-CPS-ST) también muestran una baja performance en el
testeo; es muy poco probable que la vinculacién entre el informacidn recuperada y el

estrés podrian crear una nueva asociacién que posteriormente fue mejor recordada.
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Ademas, teniendo en cuenta el rendimiento de ambos grupos fueron
comparables a los resultados del grupo 6-dia-Testing, también es insostenible que los
resultados puedan explicarse simplemente en términos de un aumento de la
informacion evocada.

Adicionalmente, los resultados también revelan otra caracteristica esencial que
diferencia la reconsolidacion de otros efectos post-evocacion, como ser un
rendimiento inalterado en el corto plazo y un rendimiento modificado en el largo plazo
(Duvarci y Nader, 2004; Frenkel et al., 2005a; Morris et al., 2006; Dudai, 2006, 2009;
Nader y Hardt, 2009; Marin et al., 2010).

En la tercera serie de experimentos se mostro que el tratamiento CPS durante
la reconsolidacidn mejora la memoria declarativa de largo término a los 6 dias pero no
a los 20 dias luego de la sesion de entrenamiento. Como era de esperar, tanto a los 6 o
20 dias, la performance de la memoria era baja, tal como se observé en los grupos
control, debido al proceso de olvido (Wixted 2007). Se observé que habia una falta de
acceso consciente a la misma, pero no un problema de persistencia; la persistencia de
la memoria pudo revelarse gracias a la estrategia de realizar un test de reconocimiento
de los pares de silabas, donde los sujetos evocaban la memoria, a pesar de no
expresarlo en el testeo del tipo cued recall. En concordancia, los resultados de las
series 1y 2, los grupos que reactivaron-labilizaron la memoria el dia 6 y tuvieron el

tratamiento CPS durante la reconsolidacion mostraron una memoria robusta el dia 7.
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Capitulo V

Facilitacion de la memoria por glucosa
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INTRODUCCION

En el capitulo precedente, vimos como una memoria declarativa podia ser
mejorada si durante el nuevo periodo de fragilidad de la memoria (reconsolidacion)
ocurria un evento estresante. Esta mejora se podia observar sélo si la reactivacién
ocurria luego de 6 dias del aprendizaje, observando la mejora durante el testeo de la
memoria, al dia 7. En experimentos destinados a evaluar la extension temporal de esta
posibilidad, es decir, de reactivar la memoria y mejorarla mediante la exposicién a
estrés, se observo que pasados 20 dias del entrenamiento ya no era posible observar
una mejora en el testeo (utilizando el método de testeo tradicional, el de evocaciéon
por clave o cued recall test (en inglés)).

I "

Cuando se utilizd otro tipo de testeo, el “test de reconocimiento” se pudo
observar, aun 20 dias luego del entrenamiento, cuando no habia expresién de
memoria por el cued recall test, que por éste método si se observaba memoria. La
conclusion fue que, a pesar de no ser expresada, la memoria estaba y por eso pudo
revelarse mediante otro tipo de testeo. Ahora bien, éera posible que la memoria se
reactivara labilizara pero no pudiera expresarse al aplicar CPS a las 3 semanas pero con
glucosa si? Al momento del disefio de los experimentos existian muchas evidencias de
mejora de la memoria mediante la utilizacidon de glucosa durante la consolidacién de la
memoria, pero no se habia estudiado en reconsolidacién.

¢Por qué la eleccidn de la glucosa como modulador? Tal como sucedia con el
stress, se habian observado efectos facilitadores de la glucosa sobre la consolidacién
tanto en humanos como en otros animales (Gold, 1986; Gold, 2008a; Kopf et al., 1993;
Manning et al., 1993; Messier, 2004; Oomura et al., 1993).

Se disefiaron experimentos cuyo disefo experimental era idéntico al de CPS a
los 20 dias (ver capitulo IV) pero en vez del tratamiento CPS se utilizé glucosa (Jugo de
durazno normal y jugo de durazno light para grupos control). También se incluyeron
otros grupos control donde directamente se tested la performance de memoria a los

20y 21 dias.
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La hipodtesis de trabajo que utilizamos fue que durante la reconsolidacién los
moduladores enddgenos van a determinar la habilidad de la memoria de tomar el
control del comportamiento, incrementando su acceso a la conciencia. Esperamos que
luego del olvido quede una traza de memoria que a pesar de no estar expresandose
puede ser reactivada por un recordatorio especifico y labilizada. Predecimos que luego
de la reactivacién se puede recuperar la expresiéon comportamental, si actua el agente

facilitador.

Paradigma experimental

Se utilizé el paradigma de aprendizaje de silabas tal como fue descripto en el
capitulo 2 (MATERIALES Y METODOS). Consiste en tres sesiones: Entrenamiento,
reactivacion y testeo. En este tipo de paradigma el testeo de la memoria se realiza a
los 20 y 21 dias, segun el grupo que corresponda. Se registrd la hora y el contenido de
ingestas previas de cada participante. Estos datos no fueron formalmente analizados
pero se establecid que ningln participante estaba en ayunas y habia tomado algun

alimento de al menos 300 kcal. 2hs antes de la evaluacién.

Sesion de reactivacion

Esta sesidn se realiza a los 20 dias del entrenamiento. El sujeto se sienta frente
a la computadora dispuesto a resolver nuevamente la lista de silabas aprendida el
primer dia. Sin embargo, solo aparece la primera silaba clave y su respectivo casillero
respuesta vacio, cuando el sujeto se dispone a completar, aparece un mensaje que
avisa que hubo un problema. En la habitacién adyacente se le ofrece de tomar un vaso
de jugo (200ml, 27 gr de glucosa) o jugo diet (200ml, 7,2 gr de glucosa) segun grupo

gue corresponda.

Sesion de testeo

Se realiza luego de 24 hs pasada la Sesion de reactivacion.
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Sujetos experimentales

71 voluntarios (17 hombres, 23 mujeres) estudiantes y graduados de la
Universidad Andrés Bello (Chile) participaron de los experimentos. Antes de su
participacién firmaron el consentimiento informado, aprobado por Comité de Bioética
de la Universidad Nacional Andrés Bello. No se incluyd en el experimento individuos de
habla no hispana, con problemas cardiacos, hipertensién, diabetes o consumo de
drogas psicotropicas. Del total, 41 voluntarios fueron excluidos del estudio debido a
alguna de las siguientes razones: escribieron en un papel y estudiaron la lista de
silabas, no vieron al recordatorio en el dia 2 por no estar atentos cuando se presento,
no llegaron al criterio de 65% de respuestas correctas en los ultimos ensayos del
entrenamiento (13 respuestas correctas/20 posibles) o tomaron alcohol o drogas la
noche anterior o el mismo dia de experimento. Sus edades oscilaban entre 18 a 35
anos con una media de 24. Cada participante fue asignado a cada grupo de forma

azarosa.

Grupos experimentales

Recordatorio-jugo-21d: Dia 1: aprendizaje de la lista de silabas. Dia 20: recordatorio y

jugo. Dia 21: testeo.

Recordatorio-jugo diet-21d: Dia 1: aprendizaje de la lista de silabas. Dia 20:
recordatorio y jugo Diet. Dia 21: testeo.

Testeo-20d y Testeo-21d: Dia 1: Aprendizaje de la lista de silabas. Dia 20 o 21: testeo

Estadistica
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Los resultados se muestran como la media del niumero de silabas correctas por
ensayo, para cada grupo experimental. Se realizé el mismo andlisis estadistico que
para los estudios con el modulador estresante (Coccoz et al.,, 2011), analisis de la
varianza (ANOVA) de medidas repetidas. Se realizaron comparaciones post hoc Fisher’s

LSD (a = 0.05).
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RESULTADOS

Facilitacion utilizando glucosa

Se compard la performance de los 4 grupos utilizando medidas repetidas
(ANOVA). Se observd diferencias significativas entre los grupos, comparando entre los
4 ultimos ensayos del entrenamiento (“cola” de entrenamiento) y el ensayo de testeo
(r3,36= 9.87; P < 0.00001) y un efecto de interaccidn entre grupos y ensayos(F33s=
3.523; P < 0.024) (Fig. 1). Por analisis post hoc se revelé que no existian diferencias
significativas entre los grupos en la cola del entrenamiento (todos los P > 0.14)
mostrando la uniformidad de performance del aprendizaje, entre los grupos. Todos los
grupos tuvieron un decremento en la cantidad de respuestas correctas, comparando
con la cola del entrenamiento (P < 0.00001).

Poniendo el foco en el dia de testeo, el andlisis Post-hoc mostré que no habia
diferencias significativas entre los grupos control: Recordatorio-jugo diet-21d, Testeo-
20d y Testeo-21d (todos los P > 0.45). Sin embargo, el grupo Recordatorio-jugo-21d
tuvo diferencias significativas con todos los otros grupos, mostrando una mayor
cantidad de respuestas correctas el dia de testeo. (Todos los P < 0.0001).

Cabe sefialar que en los dias 20 y 21 el rendimiento fue muy bajo en los grupos
de control (0,67 + 0,34 y 0,43 + 0,38 silaba clave- silaba-respuesta, respectivamente),
lo que sugiere que la mayoria de las silabas ya fueron olvidadas, pero la expresién de
memoria se incrementd significativamente (a 2,31 + 0,28) cuando la administracién

oral del jugo de alta glucosa fue concurrente con la reconsolidacion de la memoria.
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Figura 1. La administracidén de glucosa durante la reconsolidacién mejora la memoria tres
semanas después del entrenamiento.

Disefio experimental: El grupo Recordatorio-Jugo-21d (n = 13) incluydé la estructura
recordatorio que desencadena labilizacién-reconsolidacién seguido de la administracién oral
del jugo de glucosa en el dia 20. El test se realizd 24 h después de la reactivacion. El Grupo
Recordatorio- Jugo Diet -21d (n = 11) tenia la misma estructura que el anterior, pero el jugo
diet sustituye el jugo con glucosa. Los grupos 20d-Test (n = 9) y la 21d-test (n = 7) tenian el
test sin previa Sesidén de Reactivacion. Durante la sesién de entrenamiento (dia 1) todos los
grupos recibieron 10 ensayos (media de respuestas correctas + SEM), el ultimo de los cuales
cuatro se muestran en el cuadro (la cola del tr). Durante el testeo (media de respuestas
correctas respuestas + SEM en el dia 21) sélo el grupo Recordatorio- Jugo Diet -21d dieron mas
respuestas correctas significativamente en comparacion con Recordatorio- Jugo Diet -21d,
the20d-Test y 21d-test. (#) Las diferencias significativas el test de los tres grupos de control, #

# # P <0,0001.

0|Pagina



DISCUSION

Un hallazgo clave de este estudio es que la poca memoria que se encuentra en
el testeo a los 20 dias después de entrenamiento debido al olvido (Wixted, 2007) fue
resultado de un falta de acceso consciente y no de un déficit de persistencia. La
persistencia de la memoria se reveld6 mediante la estrategia de realizar un test de
reconocimiento que, como es de esperar, permite a los sujetos expresar la memoria
gue no era expresada con el testeo del tipo cued recall. Mas aun, la capacidad de ser
reactivada-labilizada se conservd aun pasadas 3 semanas del entrenamiento, como se
pudo observar debido a la facilitacion por glucosa durante reconsolidacion. El hecho de
gue la memoria pueda ser facilitada implica que el dia 20, a pesar de no tener un
acceso consciente, la memoria persiste y es capaz de evocarse y labilizarse.

Como se observa en la figura de este capitulo (figura 1) los grupos 20d-Test y 21
d-test, disefiados como controles para evaluar la performance el dia de la reactivacién
(dia 20) y cuando no hubo sesién de reactivacion (el dia 21), muestran una bajisima
performance. Sin embargo, se observa el efecto facilitador cuando la memoria fue
reactivada-labilizada el dia 20 y luego se administré oralmente el jugo de fruta. Esta
mejora pareceria ser especifica del tratamiento con glucosa y no de otros
componentes heddnicos ya que, el grupo que reactivd-labilizé la memoria y luego
tomod jugo diet no mejord su performance.

El efecto potenciador de la glucosa en distintos procesos de memoria, incluso

reconsolidacién, fue observado en varios modelos animales (Rodriguez et a., 1999,
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Besnard et al. 2012), sugiriendo que la glucosa juega un papel clave como modulador
enddgeno. En ese sentido, otros estudios muestran que la glucosa también podria ser
un mediador de los reconocidos efectos de la epinefrina en la memoria (Gold, 1986,
2008; Manning et al.). Durante un episodio de stress hay un aumento de la glucosa en
el torrente sanguineo. Algunos estudios mostraron que tanto la administracién
periférica como central de glucosa podian actuar aumentando la memoria; asi se
sugiere que el aumento de glucosa en sangre debido a la liberacion de epinefrina por
la situacion estresante estaria mediando el efecto de la hormona en la memoria (Gold
2008). En concordancia, la liberacion de epinefrina durante el tratamiento CPS podria
estar positivamente relacionada con aumentos de glucosa (Flaa et al., 2008),
sugiriendo que el efecto de mejora observado luego del tratamiento CPS también
estaria mediado por glucosa (Gold 2008; McGaugh y Roozendal, 2009).

Entender por qué la glucosa pero no el CPS puede mejorar la memoria pasados
20 dias del aprendizaje aun no ha sido resuelto y necesitara estudios futuros, pero
puede existir una relacién con la magnitud del estresor, que por ejemplo no fue
suficiente para que el aumento de glucosa no sea tan grande como en la

administracion oral de jugo.
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Capitulo VI

DISCUSION GENERAL
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Ya habian pasado 10 afios del resurgimiento del debate acerca de la existencia
de la reconsolidacion y si bien para algunos seguia siendo controversial, para otros,
para los cuales la existencia habia sido debidamente probada, las preguntas se
dirigieron a contestar como, por qué, cuando, sucedia el fenémeno. En nuestro
laboratorio fue disefiado el primer protocolo experimental para estudiar la existencia
de reconsolidacién en humanos y se pudo mostrar, apoyando la idea de
“universalidad” del proceso (Forcato et al. 2007).

La pregunta que surgia naturalmente era por qué una memoria ya consolidada
podia ponerse en riesgo de ser perdida. Los experimentos de esta tesis aportan
evidencias a favor de que la reconsolidacién de la memoria pudiera ser una ventana
temporal donde se da la oportunidad de reevaluar el contenido de una memoria, en
este caso, fortaleciéndola. Fue también la primera vez que se mostré en humanos que
un evento estresante leve, si ocurria durante la reconsolidacion, podia mejorar la
performance de una memoria ya consolidada.

Nuestros protocolos experimentales nos permitieron mostrar que existe una
disociaciéon entre los mecanismos que median la reactivacion de memoria y su
labilizacién, y los mecanismos que subyacen a la expresién conductual de la memoria.
Asimismo, se sumaron evidencias de un posible valor funcional del proceso de
reconsolidacion conservado a lo largo de la evolucion: poder modificar la expresion a
largo plazo de las memorias reactivadas. Asi, mostramos que una caracteristica de los
procesos mnésicos es que el periodo en que la memoria se puede reactivar-labilizar
excede en gran medida el periodo en que la memoria se expresa, hecho que afiadira
nuevas caracteristicas a los conceptos de persistencia de la memoria y de olvido.

Los estudios discutidos anteriormente, en el Capitulo |, son parte de los pocos
que sugieren que deberia haber una disociaciéon entre los mecanismos que median la
activacion de la memoria (es decir, el acceso a la traza de memoria) y aquellos que
sostienen la expresidon comportamental de la memoria (Lee, 2014, Barreiro et al.,
2013; Sevenster et al.,, 2012; Frenkel et al., 2010; Delorenzi et al.,, 2014). En
consonancia con esta idea, los estudios recientes han demostrado que el bloqueo de
receptores de glutamato en realidad disrumpe la recuperacidon, pero que esta
disrupcion no tiene consecuencias en las propiedades amnésicas de inhibidores de la

sintesis de proteinas después de la reactivacién de la memoria (Ben Mamou et al.,
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2006; Milton et al., 2013). La investigacidén sobre consolidacién y reconsolidacién de la
memoria ha sido fructifera llevando a un conocimiento actual bien desarrollado de los
mecanismos implicados en la formaciéon de la memoria. Pero no puede decirse lo
mismo de la recuperacion de la memoria. Si bien existen concepciones tedricas acerca
de la recuperacion de la memoria (Urcelay y Miller 2008), la investigacidon que examina
estas concepciones tedricas —por ejemplo, a través de la induccién farmacoldgica de
los déficits de recuperacién (Barros et al, 2003; Si et al, 2004.; Summers et al, 2003)—

ha sido muy limitada (Dudai, 2002; Summers et al, 2003).

El olvido de una memoria declarativa. ¢Una falla en la expresion de memorias

activables?

Tradicionalmente se esgrimen dos tipos de explicaciones al déficit que ocurre
en el comportamiento propio de una memoria a raiz del olvido: Una posible
explicacion de este fendmeno es que la traza mnésica podria degradarse con el
tiempo, ya sea por limitaciones en los mecanismos que aseguran la persistencia de la
memoria, ya sea por la competencia por recursos neurales con otros procesos
cognitivos, por ejemplo con otros aprendizajes (Figura 1). Es decir que se podrian

producir déficits en el almacenamiento de la informaciéon con el paso del tiempo.

Figura 1. Tradicionalmente se explica el olvido por una degradacién en la informacién que,

con el tiempo, se pierde.

Sin embargo, las memorias olvidadas pueden recuperarse por la presentacion de
recordatorios, y en muchos casos estos recordatorios no incluyen todos los
componentes necesarios para generar el comportamiento apropiado (Rovee-Collier et
al. 1980, Deweer y Sara 1984, 1985). Esto sugiere que la falta de performance de la

memoria olvidada no se debe a un problema de almacenamiento sino de expresion de
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la memoria almacenada. Las explicaciones mas cldsicas, enmarcadas en la cldsica
teoria de especificidad de cddigo, recurren a deficiencias en las vias de acceso a la
informacién (por ej. ver las discusiones en Sara et al. 1975 y en Deweer y Sara 1975).
En este modelo, las representaciones internas de los distintos elementos que
participaron en la situacion de aprendizaje se articulan entre si, creando una
constelacion de representaciones asociadas que forma la memoria. La reactivacion de
algunas de estas representaciones dispara la reactivacién de las representaciones
asociadas. En este sentido, la dificultad para acceder a dichas representaciones, aun
cuando estén almacenadas, es la que impide la expresién comportamental de la
memoria. Una extensién de este modelo, propuesta por Bouton propone que el
tiempo es una de las claves aprendidas, de manera que cuanto mas antigua sea la
memoria, mas diferente sera el recordatorio del "contexto" de aprendizaje. En el caso
particular de las memorias declarativas, se ha propuesto que el olvido responde a un
déficit del componente de familiaridad, que reflejaria el acceso a la informacién
almacenada, que decreceria mucho mds velozmente que el componente de
recoleccidn, que equivale para este tipo de memorias a la expresion comportamental
(Eichenbaum y Fortin 2009).

Los resultados obtenidos en esta Tesis, sin embargo, no son compatibles ni con
un déficit en el almacenamiento de la memoria (Cherkin 1972), ni con un déficit en el
acceso a la misma: aun cuando la memoria era incapaz de expresarse como
consecuencia del olvido, se pudo reactivar la representaciéon de la tarea de manera
que los sujetos pudieron generar una prediccion, evaluarla en funciéon de la
experiencia recordatoria y, en el caso de haber un mismatch, labilizar la memoria
reactivada (Figura 2). Para ello, es necesario que tanto la informacion propia de la
tarea se encuentre almacenada, ya que el recordatorio no implica un re-
entrenamiento de la informacion que labiliza la memoria (la silaba respuesta que se
predice), como que se pueda acceder a dicha informacién de manera de utilizarla en la
elaboracidn de una prediccién. Junto con otros resultados obtenidos en cangrejo y en
roedores (Frenkel et al. 2005a, 2010; Caffaro et al. 2012; Barreiro et al. 2013; Ben
Mamou et al. 2006; Blake et al. 2012), estos experimentos sugieren que los
mecanismos que subyacen a la activacién y a la expresién conductual de la memoria

son disociables. Aunque la fase de reconsolidacion habia sido previamente demostrada
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en humanos, en paradigmas que incluyen memorias motoras (Walker et al., 2003),
episdédicas (Forcato et al, 2007; 2010; Hupbach et al., 2007; Schwabe y Wolf, 2009,
2010) y el condicionamiento del miedo (Kindt et al, 2009; Schiller et al, 2010; Soeter y
Kindt, 2010), la facilitacién de dicho proceso no se habia reportado en esta especie
hasta este momento (Agren 2014; Bos et al, 2014; Dudai, 2012; Forcato et al, 2011;
Pedreira, 2013; Rodriguez et al, 2012; Schwabe et al, 2014; Stern y Alberini, 2013).

MWicT = muT .

Figura 2. Las observaciones presentadas en esta tesis muestran que, mientras que
una caracteristica de la memoria, su capacidad de expresarse, decae con el tiempo; la

memoria persiste y puede reactivarse.

Funcionalidad. Modulacion de la reconsolidacion

En esta tesis hemos probado que es posible mejorar una memoria declarativa a
partir de la accién de estimulos "naturalistas”, como la ingesta de azlcares o el estrés
leve producido por un estimulo doloroso, durante la reconsolidacién de la misma. Este
resultado guarda consonancia con el hecho que el hipocampo, que esta criticamente
involucrado en el proceso de memorias declarativas, es altamente sensible a los
neuromoduladores liberados durante la respuesta a stress. (Eichenbaum, 2004; Joels y
Baram, 2009).

Los estimulos facilitadores, en principio, no parecen guardar ninguna relacion con la
tarea: aprender pares de silabas sin sentido asociadas.

La Teoria de la Modulacion Extrinseca de la Consolidacion propuso la existencia de
sistemas que no codifican informacién, pero que pueden actuar sobre los sistemas de
memoria modulando el almacenamiento, de manera de servir de filtro para seleccionar,
segun su relevancia, aquellos recuerdos que deben almacenarse de aquellos que deben
olvidarse. Esta teoria, sin embargo, propone un escenario poco adaptativo, similar al que

se produce en situaciones patoldgicas como el estrés post-traumatico: una vez que la

97|Pagina



relevancia de una memoria ha sido determinada en el momento de su adquisicion y
consiguiente consolidacion, esta se perpetuara por siempre con las caracteristicas (por
ejemplo su capacidad de expresarse) con que se fij6. Proponemos aqui una version
extendida de esta teoria, adaptada a los conocimientos actuales sobre la fase de
reconsolidacion y a nuestros resultados. Los periodos labiles de la memoria servirian, tal
como lo propone la teoria original, para ofrecer una ventana temporal en la cual seria
posible evaluar la relevancia de una memoria. A diferencia de lo planteado por la teoria
original, nosotros proponemos que la relevancia de una memoria (determinada por la
accion de sistemas enddgenos que responden a las necesidades ecolégicas del individuo,
como ser los diferentes sistemas vinculados a situaciones de estrés o de alto arousal) no
determina la persistencia de ésta sino su capacidad de expresarse. En este sentido las
memorias "poco relevantes", en situaciones no patoldgicas, no seran expresadas pero se
mantendran su probabilidad de activarse ante recordatorios, de manera que la
informacién podrd ser reelaborada en el futuro si un recordatorio prueba que la
informacién, no es un predictor fiel del mundo externo.

El olvido ya no debera considerarse una limitacidn mecanistica, una especie de
"desgaste" del cerebro o la dificultad para mantener multitud de recuerdos. Mas
razonable parece el considerar, en el marco del valor funcional propuesto, que el tiempo
es uno de los elementos que determinan la relevancia ecoldgica de una determinada
informacién. Cuanto mas tiempo pase una memoria sin ser empleada, mas irrelevante
prueba ser el contenido de dicha memoria. La informacidn que se supone irrelevante
deja de afectar el comportamiento del animal, sin embargo persiste y puede ser

reevaluada (Figura 3).
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Figura 3. El olvido es uno mas de los procesos seleccionados durante la evolucién que acttan

sobre la vida dinamica de la memoria.

Con el paso del tiempo, la memoria pierde su capacidad de afectar el comportamiento del
individuo. Sin embargo, cuando se vive una experiencia relacionada con lo aprendido, la
memoria se reactiva y se reevalta. Si la circunstancia del recordatorio es la adecuada, la

memoria podrd entrar de nuevo en una fase labil y su capacidad de expresarse sera reevaluada.

Cabe destacar que el estudio de la reconsolidacién de la memoria es de
fundamental importancia tanto para la Ciencia basica como la aplicada. Dentro del
campo de las Neurociencias los estudios comportamentales de los procesos mnésicos y
la determinacion de las distintas fases implicadas son imprescindibles para avanzar en
la busqueda de los mecanismos que subyacen a cada una de las fases de la memoria.
Asi, Si la hipdtesis que proponemos es cierta, entonces habria que analizar si ciertas
patologias clinicas donde no se observa expresion de memoria y se asume un
problema de persistencia, no es en realidad una falta de expresion de memorias que si
son capaces de reactivarse y labilizarse bajo ciertos recordatorios. A su vez, la

demostraciéon de la facilitacion de la reconsolidacién en humanos, en un tipo de
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memoria que es inherente a su condicidn, pone de relieve su potencial uso en

tratamientos en trastornos de memoria.
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