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Resumen



Estudio de los mecanismos de promocidn e interferencia de la memoria de

reconocimiento de objetos.

La memoria de reconocimiento hace referencia a la habilidad de identificar si un
objeto o una situacion fueron experimentados previamente. Esta memoria se evidencia en
roedores por la tendencia natural a explorar por mas tiempo aquellos estimulos
novedosos respecto a los familiares. En el presente trabajo nos enfocamos en estudiar el
fenomeno de interferencia retroactiva (IR) y de promocién de memorias de
reconocimiento, utilizando diferentes versiones de la tarea: Reconocimiento de Objeto en
contexto (ROC), Reconocimiento de Objeto Novedoso (RON) y Reconocimiento Espacial de
Objetos (REO). Tanto para el fendmeno de IR estudiado en la tarea de ROC (Capitulo 1), y
en la tarea de RON (Capitulo 2), como para el fendmeno de promocién estudiado en la
tarea de REO (Capitulo 3), se caracterizaron las condiciones requeridas para que estos
fendmenos ocurran (influencia del contexto y de los objetos), asi como los requisitos
temporales y los procesos mnemaoénicos afectados. Por ultimo, inactivamos o bloqueamos
la traduccién proteica en el Hipocampo dorsal o en la Corteza medial prefrontal, con el fin
de dilucidar si la colaboracién o la competencia en el uso de la actividad cerebral o de
recursos proteicos pueden explicar los fendmenos de promocién e interferencia de la

memoria.

Palabras claves: Reconocimiento de objetos, interferencia retroactiva, memoria de largo

Término, hipocampo dorsal, corteza prefrontal medial, promocién de la memoria.



Abstract



Study of promotion and interference mechanisms in object recognition

memory

Recognition memory refers to the ability to identify an object or a situation and
judge if it was previously experienced or not (Warburton y Brown, 2010).This
memory is evidenced by the natural tendency of rodents to explore more novel over
familiar stimuli. In the present work, we focused on retroactive interference (RI) and
promotion phenomena in the formation of recognition memories. We used three
different versions of it: the Object-in-Context (OIC) task, the Spontaneous Novel Object
Recognition (SNOR) and the Object Location (OL) task. For both, the phenomenon of
IR discussed in Chapter 1 using the task of ROC and in the Chapter 2 with the task of
RON, and the phenomenon of promotion addressed in Chapter 3 using the task of REO,
we characterized the temporary effectiveness and the types of inputs required for
these phenomena to occur (by accessing the influence of context and objects). Finally,
by inactivation or inhibition of protein translation in the dorsal hippocampus or
medial prefrontal cortex, we determine whether the collaboration or the competition
of brain activity or protein resources can explain the promotion or interference

memory phenomena.

Key Words: Object recognition, retroactive interference, long-term memory, dorsal

hippocampus, medial prefrontal cortex, memory promotion



Objetivos



Objetivos Generales:

Estudiar el fenomeno de interferencia retroactiva (IR) y de promocién de la
formacion de una memoria de largo término (MLT) utilizando tareas de aprendizaje
de reconocimiento de objetos.

Caracterizar las condiciones requeridas para que estos fendmenos ocurran, asi
como los requisitos temporales y los procesos mnemdonicos afectados.

Investigar el rol del Hipocampo dorsal y de la Corteza prefrontal medial en los

fendmenos de promocion e interferencia de las memorias de reconocimiento.

Objetivos particulares:
Para el estudio de la interferencia retroactiva:

e Estudiar la interaccién entre dos trazas de memoria que se estan consolidando.
Caracterizar la existencia del fendmeno de IR en un paradigma de reconocimiento
de objetos en contexto (ROC, Capitulo 1) y en un paradigma de reconocimiento de
objeto novedoso (RON, Capitulo 2). Describir el curso temporal entre los dos
ensayos de entrenamiento para que ocurra la IR.

e Describir sila IR opera sobre la formacién y/o expresion de MCT y la MLT.

e Describir qué caracteristicas del segundo ensayo son importantes para que se
produzca la IR (contexto novedoso/familiar, objetos novedosos/familiar, contexto

vacio, etc).
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Estudiar la participacién del Hipocampo dorsal y de la Corteza prefrontal medial

en el fendmeno de IR de la memoria de ROC y RON.

Para el estudio de la promocion de la formaciéon de MLT:

Desarrollar un modelo de promociéon de memorias de reconocimiento espacial de
Objetos (REO, Capitulo 3) en donde, contrariamente a la IR, en vez de perjudicar la
formacion de MLT se la pueda promover. Estudiar si dos ensayos de REO débiles e
idénticas pueden promover la MLT de este aprendizaje, cuando s6lo uno de ellos
no logra hacerlo. Describir el curso temporal entre los dos ensayos de
entrenamiento para que ocurra la promociéon de MLT de REO.

Describir qué caracteristicas del segundo ensayo son importantes para que se
produzca la promociéon de MLT de REO (reentrenamiento, novedad espacial,
estrés).

Evaluar el requerimiento de sintesis proteica en el Hipocampo dorsal o de su
activacion, en el efecto promotor de la formacion de MLT de REO por
reentrenamiento.

Estudiar la participacion de la sintesis proteica en Hipocampo dorsal en el

fendmeno de promocion de MLT de REO por estrés.
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Abreviaturas

BT: Etiquetado conductual (del inglés behavioral tagging).
CA: Campo abierto.
CPFm: Corteza prefrontal medial.

CREB: Elemento de union de respuesta a AMPc (del inglés cAMP response element-

binding).

CTX: Contexto.

Ei: Evitamiento Inhinitorio.

Hp : Hipocampo .

HPA : eje Hipotalamico-pituitario-adrenal.

IR: Interferencia Retroactiva.

IEG : genes de expresion temprana (del ingles immediate early genes).
iti: intervalo Entre Ensayos (del inglés inter-trial interval).

MAPK: proteinas quinasas activadas por mitégenos (del inglés Mitogen-Activated

Protein Kinases).

MCT: Memoria de Corto término.

MLT: Memoria de Largo término.

Obj: Objeto.

PRPs: Proteinas de Plasticidad (del inglés Plasticity Related Proteins).
RG: Receptores de glucocorticoides.

RM: Receptores de Mineralocorticoides.
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ROC: Reconocimiento de objeto en contexto.
RON: Reconocimiento de Objeto novedoso.
SNC: Sistema Nervioso Central.

STC: Etiquetado sinaptico y captura (del ingles synaptic tagging and capture).
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Introduccion



Introduccion

;Qué es la memoria? ;Ddénde se guarda? Podemos empezar a responder estas
preguntas diciendo que la memoria es un proceso cerebral. En el ambito cientifico, la
memoria es definida como la capacidad de adquirir, almacenar y evocar informacion
(Kandel y Squire, 2000). Durante el aprendizaje, los animales adquirimos la
informacidén acerca de una experiencia comportamental, la que se codifica en circuitos
neuronales, pudiéndose expresar como un cambio en el comportamiento (Héctor
Maldonado “la memoria animal” 2008), cuando un sujeto esta en contacto con su
entorno recibe constantemente informaciéon acerca del mundo que lo rodea a través
de los sentidos. Pero no podemos recordar absolutamente todo lo que nos sucede,
sino nos volveriamos locos como Funes el memorioso del cuento de Borges. S6lo parte
de esta informacién adquirida es procesada a nivel central en el cerebro, donde se
codificard y, si las condiciones estan dadas para que ocurra, posteriormente sera
almacenada en una traza duradera. Al proceso por el cual una memoria se vuelve
estable se lo denomina “consolidacién”, que proviene del vocablo latino consolido,
hacerse soélido (Dudai, 2004). Una vez almacenada, la informaciéon puede ser
recuperada en un proceso conocido como evocacion.

A nivel experimental, es decir en el laboratorio, el aprendizaje ocurre a través
del entrenamiento. Luego del entrenamiento, ocurriran los fendmenos intracelulares e
inter-estructurales que conduciran a la consolidacion de la memoria (McGaugh, 2000;
Dudai, 2004). Posteriormente, en la instancia del testeo el sujeto expresa lo aprendido

y de esta forma se evalda su memoria.
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Tipos de memoria.

Existen muchos tipos de memorias y como a nosotros los humanos y en
particular a los cientificos nos encanta encasillar las cosas, los diferentes tipos de
memorias no escapan a esto. La memoria puede clasificarse segin el tipo de estimulo,
el tipo de tarea o en funcion del sustrato donde va a ser almacenada. Incluso, dado que
no todas las memorias tienen la misma duracién también se clasifican en funcién de
ésta. Segun el tipo de aprendizaje y la forma de acceder a ellas, las memorias pueden
ser explicitas (declarativas) o implicitas (de procedimiento) (Esquema 1). Las
memorias implicitas no requieren una evocacién mediada por la conciencia y se basan
en aprendizajes motores, habitos o habilidades perceptuales, como por ejemplo
practicar un deporte, dibujar o andar en bicicleta. A diferencia de las memorias
implicitas, las memorias explicitas se caracterizan por una recuperacion consiente de
la informaciéon. Este tipo de memoria es la que nos permite relatar historias o
recapitular una serie de eventos. Estas a su vez se suelen subdividir en semanticas
(hechos) y episddicas (eventos): la primera consiste en informacién sobre el mundo,
como cual es la capital de Canada o que la bicicleta es un artefacto de dos ruedas que
nos permite movilizarnos, mientras que la segunda se caracteriza originalmente como
la evocacion de eventos especificos del pasado personal en humanos, como por
ejemplo, el dia que aprendimos a andar en bicicleta, quien nos ensefié y cuantas veces

nos caimos (Tulving, 2002)
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Tipos de memoria

Corto término Largo término
(MCT) (MLT)
7 ™
Explicitas Implicitas
(declarativas) (no declarativas)
Episddicas Semanticas  Procedurales Perceptuales
(eventos) (hechos)

Esquema 1. Taxonomia de los tipos de memoria.
La memoria de largo término se puede dividir en memorias explicitas (declarativas) e
implicitas (no declarativas). La memoria implicita afecta a la conducta sin participaciéon
de la conciencia. La memoria explicita se subdivide en memoria semantica,
representando el conocimiento general sobre el mundo, y la memoria episo6dica,
representando el conocimiento personal sobre el pasado propio. Aunque esta forma
genérica de division se aplica directamente a los sistemas de memoria en humanos, una
clasificacion similar seria aplicable a la memoria en animales, aunque pueda carecer de
algunas caracteristicas tipicas de las memorias en humanos. Adaptado de Kandel y
Squire, 2000
Otra manera de agrupar las memorias es en funcién de la modalidad del
estimulo: pudiendo ser aversivas, no aversivas, apetitivas, espaciales, etc. Las
memorias aversivas son aquellas que tienen un componente negativo (por ejemplo,
experiencias que generan miedo, dolor, malestar) para quien las experimenta. Cuando
el sujeto evoca ese evento, modifica su conducta a fin de evitar volver a pasar por este
tipo de sensacién displacentera. En contraparte, las memorias apetitivas son aquellas

que tienen un componente positivo, placentero para quien las experimenta (por

ejemplo, experiencias relacionadas con comida, sexo, alegria, etc.). En este caso, el
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sujeto tenderd a modificar su conducta para repetir la experiencia placentera. En
cambio, en las memorias espaciales, el sujeto aprende la asociacién entre ciertos
estimulos (ya sean negativos, positivos o neutros) y el ambiente a su alrededor (Silva
etal.,, 1998; Morici et al., 2015).

En cuanto a su duracién, podemos clasificar a las memorias en memorias de
corto y memorias de largo término (MCT y MLT) (Vianna et al.,, 2000a). Las memorias
de largo término no son establecidas en su forma definitiva inmediatamente luego de
ser adquiridas. Necesitan atravesar un proceso de consolidacion, que requiere de
eventos moleculares en estructuras involucradas en su procesamiento. Dichos eventos
son cambios plasticos dependientes de sintesis de proteinas (McGaugh, 2000;
Izquierdo et al., 2002a; Quevedo et al.,, 2004). Una vez consolidadas, estas memorias
pueden durar muchas horas, dias y hasta semanas. Por el contrario, la MCT no
requiere de la sintesis de proteinas de plasticidad (PRPs, del inglés “plasticity related
proteins”), siendo por lo tanto insensible a todos los factores que afecten la
transcripcion y la traduccién de genes (Goelet etal., 1986; Izquierdo etal., 2002b;
Quevedo et al.,, 2004). En términos operacionales, en este trabajo la MCT es evaluada
en una sesion de testeo realizada a pocas horas del aprendizaje y la MLT es evaluada a
las 24 horas de ocurrido el aprendizaje (entrenamiento). Aunque ésta es una
definicion arbitraria ya que hay MLTs que pueden durar semanas, meses e incluso
toda una vida y se las denomina memorias persistentes (McGaugh, 2000; Bekinschtein
etal,, 2010) (esquema 2).

Inicialmente se propuso que la formaciéon de MCT, precedia a la formacién de la

MLT (Hebb, 1949; Gerard, 1949). Posteriormente, a partir de la evidencia
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experimental, se propuso que hay al menos dos etapas en la formacién de las
memorias (independiente y dependiente de sintesis proteica) y que incluso podrian
ser procesos simultaneos e independientes entre si (McGaugh, 2000; Izquierdo et al.,

2002b; Rossato et al., 2009).

Memoria de
Corto término
(segundos a horas)

Memoria de
Largo término
(Horas a meses)

Fuerza de la memoria

Log Tiempo

Esquema 2) Clasificacion de las memorias por su duracion.

La estabilizacidn de una nueva traza es dependiente del tiempo y sugieren que la MCT
y las diferentes etapas de las memorias duraderas no estdn enlazadas de forma
secuencial si no que serian procesos independientes que actiian en paralelo. Las etapas
iniciales involucrarian cascadas de sefializacion intracelular y sintesis de proteinas
mientras que las etapas mas tardias de la consolidacién implicarian la interaccién de
sistemas cerebrales en la reorganizacion y estabilizacion de las conexiones distribuidas.
(Adaptado de McGaugh, 2000). Duracién de las memorias en roedores: Memoria de
corto término, unas pocas horas. Memoria de largo término, varias horas, dias.
Memoria de largo término persistente, muchos dias, semanas / meses.

Consolidaciéon de la memoria.

Tal como se menciond antes, la consolidacion se refiere a la estabilizacion del

aprendizaje luego de la adquisicién. Este proceso subyace a la formacién de los
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diferentes tipos de MLT con independencia de su clasificaciéon. La teoria clasica de la
consolidacion de la memoria dice que la nueva informacién inicialmente atraviesa un
periodo de fragilidad y se estabiliza con el tiempo dando lugar a una MLT. Durante ese
periodo, diferentes cambios moleculares y celulares ocurren en los lugares donde se
forma la memoria y afectan ese guardado (McGaugh, 2000). Una condicién necesaria
para la formacién de una MLT es la inducciéon de la sintesis de ciertas proteinas
(Schafe et al., 1999; McGaugh, 2000; Quevedo et al., 2004; Costa-Mattioli y Sonenberg,
2008).

Hay evidencia considerable que deja pensar que la consolidaciéon de la memoria
es una funcién adaptativa para permitir que los procesos enddgenos activados por la
experiencia puedan modular positiva o negativamente la formacién de la memoria
(McGaugh 2000). Durante mucho tiempo se ha sugerido que los recuerdos recientes
necesitan tiempo para estabilizarse, y que, a menudo, estas trazas son propensas a la
interferencia por estimulos distractores, lesiones o toxinas, que, sin embargo, pierden
su eficacia con el paso del tiempo (Dudai, 2004).

El término "consolidacion" se le atribuye a Muller & Pilzecker, quienes
descubrieron, en una serie de estudios llevados a cabo en Goéttingen entre 1892 y
1900, que la memoria necesita tiempo para fijarse, o someterse a Konsolidierung
(Muller & Pilzecker 1900).

La consolidacién implica la reorganizacién, tanto a nivel sinaptico como
sistémico. La consolidacién sindptica o celular se completa en cuestion de horas luego
del entrenamiento, y consiste en la estabilizacién de los cambios en la conectividad

sindptica en circuitos localizados (Squire y Kandel, 1999; Ledoux, 2001; Dudai, 2004).
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En contraste, la consolidacion sistémica es un proceso mdas prolongado e implica
reorganizacion gradual de las regiones del cerebro que soportan la memoria. Por
ejemplo, esto puede implicar un cambio dependiente del tiempo en los circuitos que
soportan la recuperacion de la memoria (Squire y Kandel, 1999; Dudai, 2004).
Entonces podemos decir que la consolidacién involucra dos tipos de procesos con
diferentes propiedades cinéticas, uno rapido y otro lento. (Dudai, 1996; Dudai y
Morris, 2000; Frankland y Bontempi, 2005).

El proceso rapido de consolidaciéon sinaptica o celular implica los cambios
morfolégicos necesarios para la estabilizacion inicial de las memorias en los circuitos
afectados. Estos cambios, que incluyen el crecimiento de nuevas conexiones
sindpticas, asf como la reestructuracion de las conexiones sinapticas existentes, tienen
lugar en las primeras horas que siguen aprendizaje (Squire y Kandel, 1999; Ledoux,
2001; Dudai, 2004). Dependen de una cascada que se inicia por la activacion sinaptica,
lo que conduce al reclutamiento de sistemas de segundos mensajeros, la activacion de
factores de transcripcién y, en udltima instancia, la sintesis de nuevas proteinas
necesarias para los cambios estructurales. Cualquier manipulacién, ya sea
comportamental (por ejemplo, la interferencia retroactiva), farmacoldgica (por
ejemplo, bloqueadores de la sintesis proteica, Bourtchouladze et al., 1998) o genética
(por ejemplo, la alteracion genética de proteina CREB, Kida et al., 2002) que interfiera
con cualquier parte de esta cascada bloqueara la formaciéon de la memoria. De igual
manera tratamientos similares aplicados fuera del periodo de consolidacién no

pueden perturbar la memoria (Frankland y Bontempi, 2005).
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De los mecanismos de plasticidad sinaptica a la memoria:

El proceso de formacion de la memoria, por todo lo expuesto hasta el
momento, muestra algunas de las siguientes caracteristicas: permite la retencién de
informacidn especifica sobre el mundo, pasando inicialmente por un estado fragil
luego del cual la informacién puede ser consolidada lentamente en una MLT, que
puede eventualmente persistir durante toda la vida del animal (Muller & Pilzecker
1900; Lechner et al., 1999; McGaugh, 2000; Lima et al., 2009). Pero ahora bien, ;qué es
la memoria en si? Se ha postulado que cambios dependientes de actividad de las
conexiones sinapticas en el SNC son los mecanismos que les permiten a los
organismos adaptarse conductualmente, aprender y recordar (Martin etal., 2000).
(Qué es lo que pasa en esas conexiones sindpticas que generan dicha traza
mnemonica? Algunos cambios plasticos que detallaremos en el parrafo siguiente.

La potenciacion sinaptica de largo plazo (LTP) y la depresion de largo plazo
(LTD) son los procesos de plasticidad sinaptica que subyacen a algunos tipos de
memoria debido a la semejanza que poseen con los atributos generales de la traza
mnésica (Bliss y Collingridge, 1993; Bear y Malenka, 1994; Lisberger, 1998; Martin
etal.,, 2000). El LTP, descubierto por Bliss y Lomo, en los afios 70 consiste en el
aumento de la fuerza de las conexiones sindpticas (eficacia sindptica) luego de una
estimulacidon tetanica en preparaciones in-vitro. Si bien éste es un fen6meno que
ocurre a nivel celular, mientras que la memoria es un fenémeno a nivel del organismo,
existen similitudes que lo convierten en un atractivo analogo de la memoria. Por un
lado tanto el LTP como la memoria son fendmenos en los que la informacion

guardada es especifica para cada estimulacion y es almacenada de manera persistente
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en el tiempo (Martin et al., 2000). Por otro lado presentan un paralelismo relacionado
a sus caracteristicas cinéticas: existe MCT y una MLT, como también es posible inducir
un potenciacion de largo término temprana (e-LTP temprana) independiente de la
trascripcion y traduccidn de proteinas; y otra de largo término (1-LTP) dependiente de
dichos procesos (Nicoll y Malenka, 1999; Martin et al.,, 2000; Izquierdo et al., 2006).
Estas similitudes y otras fueron las que condujeron a la postulacion de la “Hipotesis de
la plasticidad sinaptica y memoria” (Martin et al., 2000; Martin y Morris, 2002). Esta
hipétesis afirma que las modificaciones plasticas dependientes de la actividad son
inducidas en las sinapsis apropiadas durante la formacién de la memoria. Por lo tanto,
es logico pensar que los cambios plasticos deben ocurrir en esas areas del cerebro
donde se esta procesando la memoria y que son a la vez necesarios y suficientes para

el almacenamiento de la informacién (Martin et al., 2000).

Etiquetas, proteinas, plasticidad sinaptica y memoria.

Hemos mencionado que tanto para la consolidacion de memorias duraderas
como para el establecimiento de una plasticidad sindptica de largo plazo, es requisito
que se sinteticen proteinas (Stanton y Sarvey, 1984; Goelet et al., 1986; Frey etal,,
1988; Izquierdo et al., 2002b). Los estimulos fuertes son capaces de inducir la sintesis
de proteinas y producir dichos cambios duraderos. Sin embargo, hace un par de
décadas se observd que eventos que tienen lugar tanto antes como después de un
estimulo débil pueden ejercer influencia sobre el mismo, generando una respuesta
duradera. Lo cual nos lleva a la pregunta fundamental sobre cuales son los

mecanismos que subyacen a este fenomeno de asociacion tardia. La respuesta a esta
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pregunta puede encontrarse al considerar los cambios duraderos que ocurren a nivel
de los inputs activados por el estimulo. La teoria del Etiquetado sindptico y captura
(STC del ingles synaptic tagging and capture, esquema 3) propone un mecanismo
celular que puede explicar como una estimulacién por una via que normalmente lleva
a un potenciacion de e-LTP puede establecerse en una I-LTP si una via diferente, pero
que converge a una poblacién comun de neuronas, es fuertemente tetanizada dentro
de una ventana temporal especifica (Frey y Morris, 1997).

La hipétesis del STC afirma que el LTP involucra el etiquetado local de las
sinapsis en el momento en que es inducido. Por lo tanto, estimulos que inducen e-LTP
generan una etiqueta sindptica transiente, pero solo aquellos estimulos que inducen I-
LTP podran ademas de establecer la etiqueta, desencadenar la sintesis proteica (PRP).
Las etiquetas son capaces de capturar las PRPs, sintetizadas debido a la fuerte
estimulaciéon tetanica, y es esta interaccion entre etiquetas y PRPs es el suceso
esencial para la estabilizacién de la potenciacion de e-LTP a I-LTP (Frey y Morris,
1997, 1998; Redondo y Morris, 2011). Este mecanismo presenta una elevada
especificidad dado que la potenciacion sélo sucederd en aquellos inputs que fueron
marcados por la actividad. Sé6lo sinapsis especificas seran potenciadas, dado que las
proteinas, ya sean sintetizadas en el soma o en los dominios dendriticos locales, se
distribuiran a lo largo del arbol dendritico de forma relativamente difusa y careciendo
de una direccién especifica, pero solo al ser capturadas por las sinapsis etiquetadas

podran ser utilizadas (Frey y Morris, 1998).
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Captura
e-LTP -LTP sinaptica

§r g

Esquema 3) Esquema de la activacion sinaptica y los procesos de potenciacion
utilizando la hipotesis de "etiquetado sinaptico y captura”.

Se observa que un e-LTP, generado a partir de una estimulaciéon débil, solo genera
etiqueta (bandera), mientras que una estimulacién fuerte que genera un I-LTP, no sélo
genera etiquetas sino que también estimula la sintesis de proteinas (), y por altimo se
muestra la convergencia de ambos procesos, en donde la etiqueta establecida por el
estimulo débil captura las proteinas provistas por el estimulo fuerte (Captura

sinaptica).

Si la formacién de memorias utiliza mecanismos plasticos como el de LTP,
entonces podria verse este fendmeno de asociacién tardia entre aprendizajes que
converjan en tiempo y espacio. Se ha demostrado que entrenamientos débiles que
s6lo generan MCT pueden consolidarse en MLT si los animales experimentan un
evento fuerte (que induce sintesis de proteinas) en una determinada ventana
temporal alrededor del entrenamiento débil. Este es un proceso que fue llamado
Etiquetado conductual (BT, del ingles behavioral tagging)(Moncada y Viola, 2007). Lo
que sugiere que el entrenamiento débil genera una etiqueta donde las PRPs
proporcionadas por el evento fuerte seran capturadas, con el fin de establecer una

traza mnemdanica persistente.
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Tanto STC y BT proponen mecanismos analogos, mediante los cuales los
cambios a largo plazo inducidos por la estimulacion electrofisiolégica y los procesos

de aprendizaje pueden ocurrir.

EL ABC para los modelos de STC y BT.

Los efectos de la interaccion entre dos experiencias conductuales sobre la
formacion de una MLT en ratas es el tema de estudio de nuestro grupo de trabajo, y
llevaron al desarrollo de la hipotesis del BT, basados en el de STC y fundadas en tres
puntos principales (Viola et al., 2014):

A) El estimulo/entrenamiento débil induce tanto fendmenos de plasticidad de
corto plazo como las etiquetas capaces de capturar las PRPs. Un
estimulo/entrenamiento fuerte e independiente del débil, que ocurre alrededor de
éste, induce la sintesis de las PRPs. La captura de los PRPs por las etiquetas permite
los procesos de plasticidad duraderos selectivamente relacionados con los inputs
activados por el estimulo débil (ver esquema 4).

B) Tanto la etiqueta, como las PRPs tienen una duracién transitoria.
C) Con el fin de capturar los productos, etiquetas y PRPs debe estar presente en el
mismo sustrato neural y al mismo tiempo.
A partir de estos tres postulados clave, emergen tres predicciones principales:
1. Los inhibidores de la sintesis proteica deben poner en peligro el mecanismo
de etiquetado conductual.
2. Silas PRPs llegan cuando la etiqueta ya ha caido, el mecanismo de captura no

deberia funcionar.
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3. Si las PRPs se sintetizan y se entregaron lejos del punto en el que las

etiquetas fueron (o seran) establecidas, el mecanismo de la captura no podria ocurrir.

Evento Fuerte Evento Débil Evento Fuerte

eliqueta

—» Efectos de Corto Término

AL > |etiqueta
ﬂﬂ?[.[?tﬁ —» Efectos de Largo Término
TTrTC

PRPs etiqueta

€< LZTT
'J'C,[Trﬂ'fﬂ —» Efectos de Largo Término
Ta T

PRPs

Esquema 4) Resumen de los procesos de marcado y captura.

Un evento débil que induce cambios transitorios en el cerebro puede establecer fenémenos
de larga duracién a través de un proceso de etiquetado y de captura. Las etiquetas generadas
por el evento débil son capaces de capturar PRPs sintetizados por un evento fuerte
independiente. Este proceso presenta una simetria dado que la producciéon de PRPs a ser
capturados pueden ser sintetizados antes o después de la fijacién de la etiqueta. Adaptado de
Viola etal, 2014

:Cual es el sustrato fisico de la memoria?

Hasta aqui hemos hablado de los mecanismos que llevan a la formacién de las
memorias, pero ;Ddénde ocurren estos procesos?

Se piensa que las memorias son codificadas mediante cambios fisicos en el
cerebro o engramas (Semon, 1921, 1923). El término Engrama fue acufiado por
Semon hace mas de 100 afnos. Hace referencia al substrato fisico de la memoria, a los
cambios fisicos y quimicos duraderos inducidos por el aprendizaje. La formacién del
engrama requiere del reforzamiento de los contactos sinapticos entre poblaciones de

neuronas (ensambles) y presenta las siguientes 4 caracteristicas (Schacter D.L., 2001):
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1) Esta representado por cambios persistentes en el cerebro como resultado de
una experiencia o evento especifico. 2) Posée el potencia para ecphory, lo que significa
que puede expresarse comportamentalmente mediante la interacciéon con pistas que
generan su evocacion. Es decir, es la capacidad de la traza mnesica 6 engrama de salir
de su estado latente y manifestarse comportamentalmente. 3) Refleja lo que ocurrié
en la codificacion y predice lo que puede ser recuperado durante la evocacién
posterior. 4) Puede existir en un estado latente (durmiente) entre los dos procesos
activos de codificacion y recuperacion.

El engrama no se encuentra confinado a una sola regién neuronal, sino que mas
bien estd compuesto por una red ampliamente distribuida de ensambles neuronales
(Josselyn et al., 2015). Es importante destacar que el engrama no es estatico. Luego de
la codificacion, el proceso de consolidacion puede alterar la organizacién fisica y
quimica de los engramas, modificandolo en termino de fuerza y calidad (Dudai y
Eisenberg, 2004).

(Existen células y sinapsis especificas dentro de un circuito dado que se
comprometen o participan durante el aprendizaje, o esto es ocurre al azar?

Al proceso que determina cuales son las neuronas y las sinapsis que se
encargaran de guardar una determinada memoria se lo conoce como memory
allocation (Silva etal, 2009), lo que podriamos traducir como asignaciéon o
distribucion de la memoria. La asignaciéon neuronal (neural allocation) es un
fendmeno de la formaciéon de la memoria recientemente descubierto que da cuenta de
como neuronas especificas en una red, son comprometidas con el almacenamiento de

una memoria especifica. Este fendmeno se haya estrechamente relacionado con los
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mecanismos de asignacion sinapticas (es decir, STC, clusterin de espinas, y otros) que
determinan como la informacién es repartida en sinapsis especificas (Rogerson etal.,
2014).

Estudios iniciales de memory allocation utilizado vectores virales demostraron
que un cambio en los niveles del elemento de uni6on de respuesta a AMPc (CREB)
dentro de una subpoblacidn especifica de neuronas de la amigdala lateral (AL) afecta
la probabilidad de que estas neuronas sean reclutadas en una memoria de miedo
auditiva: el aumento de los niveles de CREB aumenta la probabilidad de que estas
neuronas sean involucradas en este condicionamiento, mientras que la disminucion
de los niveles de este factor de transcripcion tiene el efecto contrario (Han et al., 2007,
2009; Zhou et al., 2009). Estos mismos resultados fueron obtenidos también en la AL y
en la corteza insular durante la codificacién de la memoria de condicionado de
aversion al gusto (Zhou etal., 2009; Sano etal., 2014), en la AL en la codificacion de
condicionamiento de preferencia de lugar con cocaina (Hsiang etal., 2014), y en el
giro dentado durante la codificaciéon de una memoria de miedo contextual (Sekeres
etal, 2012).

Estudios posteriores demostraron que las neuronas con una mayor actividad
de CREB fueron asignadas preferentemente porque eran mas excitables que sus
vecinas (Zhou etal.,, 2009; Sekeres etal, 2012; Yiu etal., 2014). Entonces, otros
mecanismos que afecten la excitabilidad neuronal también puedan afectar la
asignacion neuronal. Una hipétesis tentadora propuesta en el trabajo de Rogerson y
col. (2014) es que los mecanismos implicados en la consolidaciéon de una memoria

también pueden provocar cambios en la excitabilidad de las neuronas involucradas en
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su almacenamiento, de modo que durante un tiempo son mas propensas a estar
involucradas en el almacenamiento de otras memorias posteriores. De esta manera la
memory allocation funcionaria como un vinculo entre dos memorias que se forman
dentro de un determinado intervalo temporal. La idea es que el primer evento de
formaciéon de memoria activa CREB en una subpoblaciéon de neuronas. Esta activacion
conduce a un aumento de la excitabilidad en estas neuronas que entonces desvia el
almacenamiento de la memoria de un segundo evento para muchas de las mismas
neuronas que almacenan el primero. Este mecanismo permitiria entonces que se
recluten en una misma neurona la codificaciéon de la memoria tanto del evento fuerte
como del débil, permitiendo asi que los procesos de STC y BT discutidos en la seccion

anterior tengan lugar (Rogerson et al., 2014).

Promocion en la formacion de memorias.

Los efectos de la interaccion entre dos experiencias conductuales sobre la
formacion de una MLT en ratas es el tema de estudio de nuestro grupo de trabajo. En
trabajos previos de nuestro laboratorio se ha demostrado que cuando los animales
exploran un ambiente novedoso (campo abierto, CA, estimulo Fuerte) cerca de la
adquisicién de un aprendizaje asociativo (estimulo débil, entrenamiento débil en el
paradigma de evitaciéon inhibitoria), la memoria transiente que éste induce se
establece de forma duradera (Moncada y Viola, 2007). Es decir, cuando un
entrenamiento es débil y no induce la formacién de MLT, su adecuada asociacién con
otra tarea hace posible el surgimiento de su MLT, a este proceso llamamos promocion

de la memoria.
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Hemos descripto que este fendémeno de promociéon es dependiente de

la

sintesis de proteinas gatillada por el CA y dependiente de la neurotransmision

dopaminérgica y noradrenérgica en la region CA1 del hipocampo (Moncada y Viola,

2007; Moncada et al., 2011). En el modelo de BT planteado por nuestro laboratorio,

las PRPs derivadas de la experiencia novedosa pueden ser utilizadas para promover la

formacion de una MLT a partir de una traza de corta duracién inducida por un

entrenamiento suave. Este tipo de entrenamiento suave, que no puede formar una

MLT por si mismo, generaria las etiquetas capaces de capturar las PRPs cuya sintesis

fue inducida por la otra experiencia.

Nuestros experimentos fueron los pioneros en esta area y postulamos que el
etiquetado conductual opera como mecanismo general en la formacién de MLT,
logrando resultados similares en paradigmas de miedo contextual, reconocimiento
espacial de objetos y aversion condicionada al gusto (Ballarini et al., 2009; Moncada
etal, 2011; Viola et al., 2014). El fenémeno de BT ha sido explorado y demostrado
por otros grupos de investigadores quienes utilizaron paradigmas conductuales
tanto aversivos como espaciales (Merhav y Rosenblum, 2008; Wang et al., 2010; Lu
etal, 2011; Redondo y Morris, 2011; Almaguer-Melian et al., 2012; de Carvalho
Myskiw et al., 2014; Salvetti et al.,, 2014). Nuestro grupo ademas ha demostrado que
aprendizajes débiles asociados a situaciones novedosas, no solo inducen la
consolidacién de una memoria en un modelo murino, sino también en humanos.
Utilizando una poblacién de alumnos de 7 a 9 afios de diversos establecimientos
educativos, demostramos que experiencias nuevas (pero no aquellas familiares)

dentro del aula, mejoran memorias graficas o literarias cuando ocurren una hora
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antes o después de la situacion de aprendizaje (Ballarini etal, 2013). Estos
resultados sugieren que el mecanismo del BT podria estar operando también en

humanos. Una publicacion reciente avala esta idea (Dunsmoor et al.,, 2015).

Interferencia en la formacion de memorias.

La interaccion entre dos tareas conductuales no siempre deja como resultado
la promocién de la memoria. Hace mas de un siglo Muller y Pilzecker (1900) en sus
estudios pioneros realizados en humanos, encontraron que la memoria del
aprendizaje de una nueva informacion podia ser interrumpida por el aprendizaje de
otra informacién poco después del aprendizaje original. En nuestra vida cotidiana
atravesamos un numero considerable de experiencias que varian en términos de
componentes emocionales y nuestra conciencia o estado atencional acerca de ellas.
Sin embargo, la mayoria de las experiencias no van a ser almacenadas en nuestra
memoria. Por ejemplo, estamos tratando de guardar en nuestra memoria un nimero
telefonico y de golpe somos distraidos por un accidente de transito o el encuentro
fortuito con un conocido. Probablemente, el nimero sea olvidado mientras que el
accidente o encuentro van a ser almacenados y recordados.

La interferencia se refiere al efecto amnésico de un aprendizaje nuevo o de
cierta informacion sobre otro material a ser codificado. Si es sobre un aprendizaje
previamente adquirido, se la llama interferencia retroactiva, mientras que cuando
precede al aprendizaje es anterdgrada (Sara y Hars, 2006). La interferencia

retroactiva (IR) es un tipo de amnesia que ha sido ampliamente estudiada durante
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mas de un siglo y se caracteriza por el efecto disruptivo de una nueva experiencia de
aprendizaje sobre el material previamente codificado (Wixted, 2004).

Bajo la hipoétesis del BT hemos descripto que la utilizaciéon de los recursos
proteicos lleva a la estabilizaciéon de las memorias. El marco conceptual de esta
hipétesis también contempla que la competicién entre dos trazas mnesicas para su
consolidacion puede ocurrir cuando los recursos proteicos son limitados. La
interferencia en la formacién de memorias puede ser, por lo tanto, también explicada
en términos de competicidén por recursos proteicos entre dos tareas de aprendizaje
diferentes. Un buen ejemplo de esto, lo encontramos en los trabajos realizados por
Martinez y col en el afio 2012 donde se demostr6 que un entrenamiento aversivo
suave de evitacion inhibitoria induce IR sobre la formacién de MLT de habituaciéon a
un CA. Paralelamente, la MLT de la tarea de aversiva era promovida en forma
dependiente de la sintesis proteica inducida por el CA. Estos experimentos sugieren
que las PRPs inducidas por el CA se comparten para intentar consolidar la memoria de
ambas tareas conductuales, sin embargo se ha observado que como consecuencia una
se pierde y la otra se beneficia (Martinez et al., 2012).

En este trabajo nos proponemos estudiar y caracterizar los fendmenos de IR y
promocion de memorias de reconocimiento, realizando un analisis de los resultados

obtenidos bajo la hipotesis del BT.
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Eleccion del modelo. Paradigmas conductuales de memoria de reconocimiento

empleados en esta tesis.

La memoria de reconocimiento se refiere a la capacidad de identificar un
elemento encontrado anteriormente, asi como la memoria espacial se refiere a la
capacidad de recordar un lugar. El paradigma de reconocimiento de objeto (RON)
implica el reconocimiento simple entre dos items. Este tipo de aprendizaje se
fundamenta en una tendencia natural de los animales a explorar los objetos
novedosos sin que sea necesario generar una asociaciéon entre el objeto y otros
estimulos reforzadores (Dere etal, 2007). El paradigma de RON evalda el
comportamiento espontaneo de los sujetos y genera menos estrés o arousal que otras
tareas basadas en el refuerzo negativo del comportamiento, y es por esto que se lo
relaciona con las condiciones normales de la formacion de memorias en humanos
(Ennaceur y Delacour, 1988; Dere et al.,, 2005). De esta manera se puede establecer un
mayor paralelismo con el procesamiento de la informacion del dia a dia.

El reconocimiento y la memoria espacial son las dos formas de la memoria
declarativa en los seres humanos y son dos de los ejemplos mas estudiados de la
memoria en roedores (Clark, 2013). En particular la memoria de reconocimiento esta
formada por dos componentes: la recoleccion y la familiaridad. La recoleccién
involucra recordar detalles contextuales especificos sobre un episodio de aprendizaje
previo. La familiaridad involucra simplemente saber que un item fue presentado con
anterioridad sin tener informacion adicional sobre el episodio de aprendizaje (Clark,

2013).
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Algunos autores sostienen que la memoria de reconocimiento y la memoria
episddica son parte de un mismo continuo (Rugg y Yonelinas, 2003; Dunn, 2004;
Squire etal., 2004). Sin embargo, otros autores argumentan que ambos tipos de
memorias estan relacionados solamente si a la memoria de reconocimiento subyacen
procesos de recoleccidon (Brown y Aggleton, 2001; Yonelinas, 2002; Aggleton y Brown,
2006). Independientemente de esta discrepancia, la memoria de reconocimiento
contempla el recuerdo acerca de un objeto o persona en particular ("qué"), del
contexto en el que la experiencia se llevé a cabo, que puede ser la arena en si o la
ubicacién concreta del objeto dentro de la arena ("dénde") y del momento concreto en
el que el evento ocurrié ("cuando"). Esta definicién en lugar de la mas antropocéntrica
empleada histéricamente permite el estudio de memoria episédica en modelos
animales (Morici etal.,, 2015). Llevados al laboratorio, estas caracteristicas de la
memoria de reconocimiento se estudian utilizando diferentes versiones de la tarea de
delay non-matching to sample task, que se podria traducir como no coincidencia con la
muestra luego de un demora, y es la base de la tarea de Reconocimiento de Objeto
Novedoso (RON) que utilizamos principalmente en el segundo capitulo de la presente
tesis. La tarea de RON nos permite estudiar el componente del “qué” de la memoria de
reconocimiento. Otras versiones de esta tarea son el reconocimiento de objeto en
contexto (ROC) y el reconocimiento espacial de objetos (REO) que utilizamos

principalmente en los capitulos 1 y 3 respectivamente y nos permiten estudiar el

componente espacial o del “donde” de la memoria de reconocimiento.
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;Donde habita la memoria de reconocimiento?

Con respecto el sustrato anatémico de la memoria de reconocimiento existe
actualmente un debate. Fue propuesto que estos componentes estan relacionados con
diferentes regiones cerebrales (Brown y Aggleton, 2001; Winters, 2004; Warburton y
Brown, 2015), siendo la “recoleccion” dependiente del hipocampo (Hp) y la
“familiaridad” de la corteza perirrinal adyacente. Sin embargo, una perspectiva
alternativa sugiere que estas estructuras trabajan de una manera cooperativa y
complementaria estando ambas involucradas en estos componentes, lo que puede ser
interpretado en términos de memorias débiles y memorias fuertes. (Squire etal.,
2007; Clark, 2013; Cohen y Stackman, 2015).

Existen numerosas evidencias de que el Hp se encuentra involucrado en el
procesamiento del REO (Clark y Martin, 2005; Dere etal.,, 2005; Lima etal, 2009;
Clarke etal., 2010) asi como también en el procesamiento de memorias de ROC
(Balderas et al., 2008) sin embargo, su participacion en memorias de RON es a la fecha
controversial (Mumby etal. 2002; Vnek y Rothblat, 1996; Broadbent et al.,, 2004;
Winters, 2004; Rossato etal., 2007a, 2015; Barker y Warburton, 2011; Cohen et al,,
2013; Kim et al., 2014; Zalcman et al., 2015).

Otra region notable involucrada en la memoria de un objeto en relacién con la
informaciéon sobre un determinado lugar o tiempo, es la corteza prefrontal medial
(CPFm) (Barker et al., 2007; Banks et al, 2012). Existen varios estudios que
involucran a esta region con la memoria de reconocimiento (Barbosa etal, 2013;

Morici et al,, 2015; Pezze et al., 2015).
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Dado estos antecedentes, vamos a estudiar el rol del area CA1 del hipocampo
dorsal y la CPFm en diferentes tipos de memoria de reconocimiento, prestando
especial atencion a su participacion en los fenémenos de interferencia y promocién de

estas MLT.

.Qué nos preguntamos en este trabajo de tesis doctoral?

(Ocurren fendmenos de interferencia (capitulos 1y 2) y promocién (capitulo 3)
durante la consolidaciéon de las tareas de reconocimiento? ;Bajo qué condiciones
contextuales y temporales?

Referido al estudio de interferencia, investigamos si ella ocurre debido a un
mecanismo de competencia entre trazas por la utilizacién de regiones cerebrales que
se activan por dichas experiencias. Por ello estudiamos la participacion del Hp y de la
CPFm en la formaciéon de MLT de ROC y RON poniendo a prueba si la inactivaciéon
transitoria de alguna de estas estructuras impide la formacion de la memoria que
interfiere permitiendo se forme la que era interferida.

En cuanto al fenémeno de promocién trabajamos con dos ensayos suaves
idénticos consecutivos de REO (re-entrenamiento) realizando un andlisis de la
contribuciéon de cada uno de ellos en la inducciéon de una MLT. Pensamos que la
primera experiencia provoca el reclutamiento de los elementos que podran, dentro de
una ventana temporal, interactuar con el segundo ensayo para establecer asi la MLT.

En conclusidn, este trabajo profundizara sobre la interferencia y la promocién

de MLT de reconocimiento, estudiando si los fendmenos de competencia o de
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sumacion de efectos (postulados en la hipétesis del BT) son mecanismos involucrados

en la construccién de tales procesos mnémicos.
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Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron Ratas Wistar macho de 220-350 g criados en el bioterio de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Los
animales fueron distribuidos al azar en grupos de 5-6 por jaula, con agua y comida “ad
libitum” y mantenidos en el cuarto de experimentacion conductual, climatizado a 21°C
y con ciclo de luz oscuridad de 12 hs. (la luz se enciende a las 7:00 a.m). Dos dias antes
del experimento fueron manipulados durante al menos tres minutos (handling), para
disminuir el estrés emocional. Para los distintos experimentos, todos los grupos
experimentales se encontraban representados en cada una de las jaulas. Todos los
procedimientos fueron evaluados y autorizados por el CICUAL de la Facultad de

Medicina.

Cirugia e infusion de drogas

Se implantaron canulas guia para la infusién intracraneal de drogas. Para el
procedimiento quirurgico las ratas fueron anestesiadas con una combinacion de 70
mg/kg ketamina y 8 mg/kg Xylazina. Las canulas guia de calibre 22-G fueron ubicadas
utilizando las coordenadas estereotaxicas AP +3.9 mm., L #3.0 mm., V 3.0 mm. para la
region CA1 del hipocampo dorsal (Hp), o A+3.2 mm., L +0.75 mm., V- 3.2 mm para la
region dorsal de la corteza prefrontal medial (CPFm) (Paxinos y Watson, 2007, ver
esquema 5) todas las coordenadas son relativas al bregma, posicionado a la misma
altura que el lamda en el eje dorso ventral. Las canulas fueron fijadas al craneo con
acrilico dental.
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Esquema 5) Representacion esquematica del area de infusion.

Secciones coronales de cerebro de rata en varios planos rostro caudales, tomados del
Atlas de Paxinos y Watson (2007). En gris se muestra el area a la que llego la infusién. A)
CA1 del Hipocampo Dorsal -3.60, -4.16 and -4.52 del bregma. B) Regién Dorsal de la
Corteza prefrontal medial +2.70, +3.20, +3.70 del bregma

Todos los animales recibieron al finalizar la cirugia una aplicacién subcutanea
de analgésicos y antibioticos (Meloxicam 0.2mg/Kg, gentamicina 3mg/Kg). Los
animales permanecieron en sus jaulas para su recuperaciéon post-operatoria durante 4
dias. Las drogas fueron administradas mediante una canula de infusion de 30-G, cuya
punta sobresalia 1.0 mm de la canula guia. El procedimiento de infusion llevo
alrededor de 1 minuto por lado, dejando la canula de infusién durante un minuto
adicional para evitar el reflujo. Una vez concluidos los experimentos se realizé un
analisis histoldgico de la ubicacion de las canulas mediante la infusién de una solucién
de azul de metileno 4% en soluciéon salina. S6lo fueron analizados los datos
correspondientes a los animales cuyas canulas estaban correctamente implantadas

(95% de los animales) (Esquema 6).
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Esquema 6) Ejemplo de sitios de infusion.

Los cortes fueron tefiidos con violeta de Cresilo. Imagen de la izquierda, corte a la altura
de la canula en la CA1 del Hipocampo dorsal, imagen de la derecha, corte a la altura de la
region dorsal de la corteza pre frontal medial donde puede observarse la marca de la
canula de infusién.

Drogas

El musicimol, agonista de los receptores GABAa (MUS, Sigma), se inyecté en un
volumen de 0,5 pl por lado en una concentracién de 0,2 pg/ul diluido en solucion
salina. Dosis que fue reportada ser efectiva (Gonzalez et al., 2013).

La anisomicina (ANI], Sigma), sustancia inhibidora de la traduccién proteica, fue
disuelta primero en HCI concentrado, luego se ajust6 el pH de la solucién a = 7.0 con
NaOH concentrado y fue llevada a su concentracion de uso con solucion fisioldgica. Se
inyecté un volumen de 0.8 pl por lado de soluciones de 80 pg/ul. Dosis que fue

reportada ser efectiva (Vianna et al.,, 2000b; Moncada y Viola, 2007)
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Ensayos Conductuales
A lo largo de esta tesis utilizamos diferentes variaciones de protocolos
experimentales que permiten evaluar diferentes aspectos de la memoria de

reconocimiento (esquema 7).
a. Reconocimiente de Objeto Novedoso (RON).

a.1 RON en experimenios de interferencia utilizando el mismo CTX.
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a.2 RON en experimentos de interferencia utilizando diferentes CTXs.
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b. Reconocimiento de Objeto en Contexto (ROC).
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c. Reconocimiento espacial de Objetos (REQ).
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¢.1 Protocolo de re-entrenamiento de REO.
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Esquema 7) Representacion de los protocolos de entrenamiento y testeo de los
diferentes paradigmas de reconocimiento de objetos. La fecha indica el Objeto que

deberia ser explorado en preferencia durante el testeo en caso de haber memoria. Los
intervalos entre las sesiones de exploracidn son variables y se explicaran en cada caso.



Habituacion:

Las sesiones de habituacion se realizaron con el fin de familiarizar a las ratas con
los contextos en los cuales se realizara el entrenamiento. La habituacién consisti6 en
una sesion diaria de 15min (para protocolos de RON y ROC) 6 20 min (para protocolos
de REO) en los que los animales se expusieron a la arena (sin objetos) durante dos
dias. Salvo cuando se indique lo contrario, todos los sujetos fueron habituados por dos

dias consecutivos a la/s arena/s utilizadas durante el protocolo experimental.

Reconocimiento de Objeto en Contexto (ROC)

La memoria de de ROC se define como el reconocimiento de un objeto familiar en
un contexto diferente del Contexto en que fue previamente encontrado (Dix y
Aggleton 1999). Esta situacidn de incongruencia motiva a los roedores a explorar mas
a dicho objeto en detrimento de la exploracién hacia el objeto congruente (aquel que
en la sesion de entrenamiento fue explorado en el mismo contexto que en la sesion de
testeo). En el esquema 7b puede observarse una representacion del protocolo
experimental utilizado. El entrenamiento consta de 2 ensayos de 5 minutos, cada uno
en un contexto (CTX) diferente y separados entre si por un determinado intervalo
temporal (iti). En cada ensayo se introduce al animal en un CTX (al que ha sido
familiarizado, ver habituacién) y se le presenta un par de objetos iguales, llamados
Obj1 cuando son presentados en el primer ensayo, y Obj2 cuando lo son en el segundo.
Durante el ensayo, se registra el tiempo de exploracién a cada uno de los objetos. Una
vez finalizado el primer ensayo (en el CTX1 en presencia de los Obj1), el animal vuelve

a su jaula y permanece alli hasta que es sometido a un segundo ensayo (en el CTX2 en
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presencia de los Obj2), con la excepcién de los animales en el grupo control que
fueron expuestos a un solo ensayo y por lo tanto a s6lo una de las arenas. El orden de
los contextos asi como los objetos definidos como Obj1 y Obj2 presentados en cada
una de los ensayos fueron balanceados en los experimentos.

Uno de los CTX utilizados fue un aparato de 60cm de ancho, 34cm de profundidad
y 35cm de alto, hecho de acrilico, con claves visuales en cada una de sus paredes. La
pared frontal es transparente y la posterior blanca con rayas verticales negras. El otro
CTX era un aparato de forma circular con un didmetro de 50cm y una altura de 34cm
con un piso de madera negro. Los objetos son de plastico, vidrio, aluminio y de
tamafios similares.

Para el testeo (un determinado tiempo después del entrenamiento) los animales
son introducidos en uno de los contextos (CTX1 o CTX2) durante 3 minutos donde se
les presenta un par de objetos conformado por un objeto congruente (el que ha sido
presentado en este CTX) y un objeto incongruente (el que ha sido presentado en el
otro CTX), es decir se les presenta un par de objetos formados por una copia de un
Objl y una copia del Obj2. La memoria de reconocimiento del objeto asociado al
contexto (ROC), se evidencia como una mayor exploracion del objeto incongruente
con respecto al congruente. Se consider6 que el animal exploraba el objeto cuando lo
olia o lo tocaba con las vibrisas, pero no cuando estaba cerca sin mirarlo o cuando se
sentaba en él. El tiempo de exploracion de cada objeto fue registrado utilizando
cronémetros de mano y fue expresado como el porcentaje de preferencia, calculado de
la siguiente manera: % Pref = (Tiempo de exploracién del objeto x100) / Tiempo total

de exploracién de ambos objetos.
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Es condicién necesaria que en la sesion de entrenamiento ambos objetos sean
explorados por una cantidad de segundos minima y apropiada para hacer una andlisis
confiable y que estas cantidades sean similares entre si. Ello asegura que ni el objeto
ni la posicion del objeto presenten preferencia per se para los animales. Es por ello,
que si en algun caso la exploracion al par de objetos en el entrenamiento era menor a
10 segundos 6 diferia por mas de un 30% la exploracion entre ambos ejemplares, que
son iguales, el animal era excluido del analisis. Esto ocurrié en menos de un 5% de los
animales utilizados. Para el grupo control, durante el entrenamiento la exploracién
media total a ambos objetos fue de 40.63+2,69. Con un % de exploracion similar entre
los objetos idénticos, lo cual da un % de preferencia cercano al 50%. Para simplificar
la exposicion de los resultados en la tesis, no se incluy6 esta informacion en el texto,
sin embargo se ha tomado como requisito para continuar con el experimento y su
analisis. Para el caso de la sesion de testeo, se consideran los animales que en los 3
min exploran en total al menos 10 segundos a los objetos. Para ilustrar se reporta el
tiempo de exploracion total media a ambos objetos durante el testeo del grupo

control 23,90+3,02seg.

RON en experimentos de interferencia utilizando diferentes contextos.

Este Protocolo fue utilizado en el capitulo 1, un diagrama del protocolo
experimental se puede observar en el esquema 7 a.2.

La sesion de entrenamiento fue idéntica a la de ROC utilizando un iti de 1hora
entre ensayos, pero esta vez, durante la sesién de testeo, se presentaron un objeto
completamente novedoso junto con uno de los objetos presentados en ese CTX
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durante el entrenamiento. La expresion de la memoria de RON, en el momento del
testeo, se determin6 como una mayor exploracion del objeto novedoso en
comparacion con la exploracién del objeto que habia sido previamente presentado en

ese CTX durante el entrenamiento.

Para evaluar qué aspectos del segundo ensayo son requeridos para la

existencia de IR en la tarea de ROC, se utilizaron las siguientes variables:

Ensayo en contexto Vacio.
Este ensayo se llevé a cabo en un CTX vacio, sin objetos, al cual los animales habian

sido previamente habituados.

Ensayo de Objeto Familiar en Contexto Novedoso (Mix)

Para este ensayo los animales fueron habituados los dos dias previos al
entrenamiento a un par de objetos. Los animales fueron expuestos a los objetos de
manera individual durante 15min cada dia en una jaula similar a la utilizada para su
alojamiento. Durante la sesidn de entrenamiento, los sujetos exploraron estos objetos

familiares en un CTX al que no habian sido habituados, CTX novedoso.

Ensayo de Objeto familiar en un Contexto Familiar (Fam).

Los animales que formaron parte de este ensayo fueron expuestos a un par de

objetos dentro de uno de los contextos mientras eran habituados al mismo. De manera
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tal que al momento del entrenamiento durante la sesidn correspondiente los animales

estaban ya familiarizados con ambos.

Exploracion del Campo Abierto (CA)

El campo abierto cuadrado consiste en una caja de madera, de dimensiones 50 cm
x 50 cm x 39 cm con paredes negras y piso divido en 9 cuadrantes iguales (ver Foto 1).
La exploracién consiste en una sesion de 5 minutos. Se midié la actividad exploratoria
como el numero de cruces entre cuadrantes (cruces) o exploraciones aéreas
(elevaciones) registrados minuto a minuto. El porcentaje de habituacién para cada
sujeto experimental fue calculado con la siguiente formula [(Tr - Ts)/Tr] x 100, donde
“Tr” es el ndmero total de eventos (cruces o elevaciones) registrados durante el
entrenamiento y “Ts”, el nimero total de eventos durante la sesiéon de testeo. Un
porcentaje de habituacion mayor (una mayor caida de la actividad exploratoria)

representa una memoria mas robusta para esta actividad.
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Foto 1) Vista cenital de un animal durante el entrenamiento en el CA. Se pueden
observarlos cuadrantes en el suelo de la caja que se emplean para el conteo del numero de
cruces.

Reconocimiento de Objeto Novedoso (RON):

La tarea de RON consiste en una sesiéon de entrenamiento en la cual un par de
objetos son presentados en un CTX familiar, y un determinado tiempo después, en una
instancia de testeo, en este mismo CTX los animales exploran un objeto previamente
presentado y uno completamente novedoso (Esquema 7.a). En este paradigma, la
preferencia espontanea de las ratas por la novedad es utilizada para realizar un indice
de la memoria (Clark y Martin 2005). Como las ratas presentan una preferencia innata
por los objetos novedosos, la tarea de RON no requiere reglas de aprendizaje
explicitas. El porcentaje del tiempo explorando el objeto novedoso sirve como medida
de la memoria de reconocimiento del objeto familiar.

Para estudiar si la memoria de RON es susceptible de IR, realizamos el protocolo
experimental que se ilustra en el esquema 7.a, en el mismo las ratas fueron expuestas

a dos ensayos de RON durante el entrenamiento, ambos en el mismo CTX. El CTX fue
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un aparato rectangular de 60cm de ancho, 34cm de profundidad y 35cm de alto, hecho
de acrilico blanco, con claves visuales en cada una de sus paredes, la pared frontal
transparente y la posterior blanca con rayas verticales negras, al que los animales
fueron previamente habituados (ver esquema 8). Durante el primer ensayo de
entrenamiento los animales fueron introducidos durante 5 min en el CTX en presencia
de un par de objetos idénticos (Obj1). El tiempo de exploracién de cada objeto fue
medido utilizando un cronometro manual. La media de exploracion total durante este
primer ensayo en el grupo control fue 68.71+4.29seg, con un % de preferencia a cada
objeto (idénticos) que no diferia del 50%. Un determinado intervalo temporal después
(iti, 1h, 3hs, 4hs o 7hs) del primer ensayo, los animales fueron reintroducidos en el
CTX en presencia de un nuevo par de objetos idénticos entre si (Obj2). La actividad
exploratoria de los objetos fue medida de igual forma que en el primer ensayo. Los
objetos definidos como Obj1 y Obj2 fueron balanceados en cada experimento.
Veinticuatro horas luego del entrenamiento (para los experimentos de MLT), y
tres horas y media después del entrenamiento (para los experimentos de MCT) la
mitad de los animales fueron testeados al reintroducirlos en el CTX durante 3 min en
presencia de una copia del Obj1 y de un objeto novedoso, y la otra mitad en presencia
de una copia del Obj2 y de un objeto novedoso. Durante la sesi6on de testeo, la
expresion de memoria se determiné como una mayor exploracién por el objeto
novedoso en detrimento de la exploracion del objeto presentado durante el
entrenamiento. La exploraciéon promedio en los 3 minutos del testo para los animales
que tuvieron sélo una sesiéon de entrenamiento fue de 37.84+2.14 seg. Aquellos

animales que durante la sesion de testeo tuvieron una exploracion menor a los 10 seg.
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a)

b)

fueron excluidos del andlisis. El criterio de exploracion fue el mismo que el utilizado
para el protocolo de ROC.

De igual manera que en los protocolos anteriores, el tiempo de exploracion para
cada objeto fue registrado y expresado como porcentaje con respecto al tiempo total

de exploracion (% de preferencia)

: . _ Esquema 8)
| a) Vista superior del
contexto utilizado y un par
de Objetos.
L 1

l b) Esquematizacion de la
foto a).

Expresion de la memoria de RON
Para estudiar si la expresién de la memoria de RON podia ser afectada por un

ensayo presentado cerca del momento del testeo, se entrené a los animales con un
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solo ensayo y 30 min antes del testeo se realizé el segundo ensayo, la sesion de testeo
se realizé 90min (para evaluar MCT) o 24hs (para evaluar MLT) del primer ensayo de

entrenamiento.

Para evaluar qué aspectos del segundo ensayo son requeridos para la

existencia de IR en la tarea de RON, se utilizaron las siguientes variables:

Contexto diferente:

Cuando el segundo ensayo en el protocolo de IR de RON fue llevado a cabo en un
CTX diferente, la arena utilizada fue el aparato circular descripto para el protocolo de
ROC. Al cual los animales pudieron ser habituados previamente al entrenamiento,
cuando se traté de un CTX diferente familiar, o no, para el caso de CTX diferente

novedoso.

Contexto Vacio:

Para este ensayo los sujetos fueron introducidos en la arena sin objetos dentro,
pudiendo haber sido o no previamente habituados a esta segun se indique. El CTX en
cuestion pudo ser el mismo que el del primer ensayo (en este caso siempre fue
familiar) o uno distinto, en cuyo caso se trato del CTX circular o del CA mencionados

anteriormente.
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Objeto Familiar:

Cuando fue necesaria una previa familiarizacién con los objetos, los animales
fueron puestos individualmente en jaulas como las de hospedaje por 15 min en
presencia del par de objetos con los que debian familiarizarse. Este procedimiento se

realizo una vez cada dia, durante los dos dias previos al entrenamiento.

Reconocimiento espacial de objetos (REO).

En esta tarea se evalda la habilidad de detectar el desplazamiento de un objeto
familiar a una ubicacién novedosa dentro de un CTX.

La arena utilizada para este protocolo fue un CTX trapezoide de 50cm de alto,
paredes laterales de 49,5 cm blancas con claves visuales, una pared frontal de 41cm
transparente, y una pared posterior de 60cm también blanca con claves visuales (ver
esquema 9). Es importante recordar que para este protocolo los animales fueron
habituados a este CTX vacio los dos dias previos al entrenamiento durante 20min cada
vez.

Durante el entrenamiento, los animales se introdujeron en la arena por 4 min en
presencia de 2 objetos idénticos, los tiempos de exploracién de cada uno fueron
registrados con crondmetros manuales como en los casos anteriores. Se establecieron
dentro de la arena 3 posibles posiciones equidistantes entre si en las cuales podian
encontrarse los objetos, las 2 posiciones utilizadas fueron asignadas de forma
aleatoria y balanceada dentro de cada experimento. Veinticuatro horas mas tarde del
entrenamiento para los experimentos MLT o 30 min para los experimentos de MCT se

teste6 la expresion de la memoria de REO. Durante la sesién de testeo, se
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reintrodujeron los animales en el CTX y se les permitié explorar durante 2 min, en
presencia de los mismos dos objetos vistos durante el entrenamiento, s6lo que esta
vez uno de ellos se encontraba en una posicién diferente, y por lo tanto novedosa
(para una representacion de este protocolo ver el esquema 7c). La memoria de REO se
determiné como una mayor exploracion del objeto en la posicién novedosa con
respecto al que se encontraba en la posicion familiar. Como en los casos anteriores se
registro el tiempo de exploracién para cada objeto y fue expresado como porcentaje
del tiempo total de exploracién y se tomd nuevamente como requisito para ser

considerado en el andlisis que la exploracion total superara los 10seg.

a) b)

Esquema 9) Fotos del contexto trapezoide a) Vista frontal. B) Vista superior.

Re-entrenamiento de REO:
Este protocolo es similar al de REO mencionado en el item anterior s6lo que en
este caso durante el entrenamiento se realizan dos ensayos idénticos de exposicién a

los objetos en el CTX (ver esquema 7 c.1), es decir, se introdujo durante 4 min. a los
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animales en un primer ensayo de exploracién en presencia de dos objetos idénticos en
una determinada posicién. Luego de esto, los animales fueron regresados a sus jaulas
de alojamiento y un determinado tiempo después (30min, 1, 4 6 7 horas) se los
sometio a un segundo ensayo de entrenamiento en la cual se les permitié explorar
nuevamente durante 4 minutos los mismos objetos en las mismas posiciones. La
excepcion fue el grupo control que sdlo experimentd un ensayo durante el
entrenamiento. El tiempo de exploracion total promedio para ambos objetos en el
grupo control durante el entrenamiento fue de 60,21+3,97seg. El testeo se realizé de
igual manera a la descripta en el caso anterior, al reintroducirlos un dia después del
entrenamiento en el mismo CTX durante 2 min en presencia de los mismos objetos,
solo que esta vez mientras que uno se encontraba en la misma posiciéon que durante el
entrenamiento (posicién familiar) el otro se encontraba en una posicion diferente
(posicion novedosa). A modo de ejemplo, el tiempo promedio de exploracién total
durante el testeo para animales en el grupo control fue de 27,11+2,015seg.

Como ya se menciono, se determina que los animales expresan memoria de REO
cuando pasan mas tiempo explorando el objeto en la posicién novedosa con respecto
al objeto en la posicién familiar. Como en los casos anteriores se registro el tiempo de
exploracion para cada objeto y se la expresé como porcentaje del tiempo total de

exploracidn.
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Plataforma elevada
El evento estresante fue realizado colocando durante 30 min a las ratas en una
plataforma elevada de acrilico blanco de 20 cm por 20cm y 80 cm de alto, donde

ademas eran iluminadas con luz brillante (ver esquema 10)

Esquema 10)
Foto de la plataforma elevada.

Analisis de los datos
Los datos obtenidos fueron analizados mediante un test de Student (no pareado o
pareado, segln corresponda), utilizando el software GraphPad 5 (GraphPad Software

Inc).
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Resultados



Resultados - Capitulo I:

La memoria de largo término de reconocimiento de objeto en contexto (ROC) es

susceptible de ser retroactivamente interferida.

La memoria de reconocimiento hace referencia a la habilidad de identificar un
objeto o situacion y juzga si fue previamente experimentado o no (Warburton y
Brown, 2010). Este tipo de memoria es de vital importancia para la vida de los
individuos ya que nos permite juzgar si un elemento individual es novedoso o familiar
y/o si un elemento se ha asociado previamente con otro elemento, o con un lugar o
contexto particular. En particular la memoria ROC, la utilizamos por ejemplo para
poder reconocer nuevos arreglos del mobiliario en una habitacién conocida. El
reconocimiento de un item en un contexto (qué-dénde) constituye un elemento
importante de la memoria episddica, que también implica recordar acerca del qué-
cuando (Clark y Martin, 2005). Las memorias episddicas son evocadas rutinariamente
cuando tenemos acceso a eventos u ocasiones incluyendo localizaciones espaciales y
las caracteristicas del contexto entorno en el que el evento tuvo lugar.

Como ocurre con otros tipos de memoria, la formacién de la memoria de
reconocimiento implica diferentes etapas (adquisicion, consolidacion, evocacion entre
ellas) y los impedimentos que suceden en cualquiera de éstas pueden dar lugar a la
falta de memoria. La interferencia retroactiva (IR) es un tipo de amnesia que ha sido
ampliamente estudiada durante mas de un siglo y se caracteriza por el efecto
perturbador de una nueva experiencia de aprendizaje sobre un material previamente
codificado (Wixted, 2004). En este capitulo, mostramos que la adquisicién o la

evocacion de una asociacion de un par de objetos en un contexto determinado puede
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poner en riesgo la formacién de la memoria a largo término (MLT) de una asociacion
aprendida previamente entre un objeto diferente con otro contexto. También
investigamos la ventana temporal efectiva en la que una segunda experiencia puede
inducir interferencia sobre una anterior, las caracteristicas requeridas de la
experiencia para ser perjudicial, asi como las regiones del cerebro implicadas en este
fenémeno.

Mas aun, dada la participacion de hipocampo (Hp) y la corteza prefrontal
medial (CPFm) en varias memorias de reconocimiento, evaluamos la participacién de
estas estructuras en la formacién de MLT de ROC mediante la infusién local de
muscimol.

Para llevar a cabo estos objetivos, estudiamos los efectos de la
interaccion entre dos experiencias conductuales sobre la formacién de una MLT. En
particular, en esta primera parte estudiamos si la memoria de ROC puede ser
interferida luego de su adquisiciéon. Entendemos por memoria ROC a la capacidad de
reconocer donde (es decir, en qué contexto) un objeto fue presentado. Para ello,
entrenamos ratas para que aprendan a asociar objetos (Obj) en contextos (CTX).
Utilizamos un protocolo experimental que consisti6 de dos ensayos con objetos
novedosos en dos contextos familiares diferentes (CTX1 y CTX2). Se expone a las ratas
al CTX1 con dos objetos idénticos (Obj1) y a la hora los animales exploran el CTX2 que
contiene otro par de objetos idénticos entre si, pero diferentes a los anteriores (Obj2).
La memoria de ROC fue evaluada para cada caso en un testeo realizado 24hs luego del
entrenamiento, usando grupos independientes de animales entrenados de igual

manera. Durante la sesién de testeo, se les present6 a los animales dos objetos dentro
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de uno de los dos CTXs, el par estaba compuesto por un Obj que habia sido explorado
en ese mismo CTX durante la sesion de entrenamiento (objeto congruente) y otro que
habia sido explorado en el otro CTX (objeto incongruente). En la figura 1a se observa
que el grupo control que fue solo entrenado en el CTX1 con un par de objetos
asociados (sin un segundo ensayo) muestra preferencia exploratoria por el Obj que
nunca fue presentado antes en ese CTX, es decir es capaz de discernir entre el Obj
familiar y el novedoso y por lo tanto expresar MLT de la informacién adquirida en la
sesion de entrenamiento (Grupo Control t7)=3.54, p=0.009). Sin embargo, cuando los
animales reciben un segundo ensayo una hora luego del primero presentan
dificultades para formar la MLT del Obj1 en el CTX1 y lo que se observa es que ambos
objetos son explorados por igual. (Figura 1a, Grupo Exp t(13)=0.19, p=0.855). En otras
palabras, cuando sendos objetos fueron testeados en el CTX1, los tiempos de
exploracion fueron similares (Objl: 12.0s + 1.7 vs. Obj2 12.1s + 2.1; t13)=0.052,
p=0.959) con independencia de si el objeto fue o no asociado a ese CTX durante el
entrenamiento. Esto esta sefialando que existe Interferencia Retroactiva (IR) sobre la
MLT del Obj1 en el CTX1, es decir sobre la MLT de ROC del primer ensayo. Interesante
es destacar que el grupo de ratas, que de forma paralela fue testeado en el CTX2,
mostré una MLT del Obj2 en el CTX2 inalterada por el ensayo previo en el CTX1, dado
que al momento del testeo los animales pasaron mdas tiempo explorando el objeto
incongruente (Figura 1b Grupo Control t7=4.42, p=0.003, Grupo Exp t(12)=3.29,
p=0.006). Es decir, en este caso, los sujetos exploraron preferencialmente el Obj1l

(Obj1: 11.2s + 1.3 vs. Obj2 8.1s + 0.8; tuz)= 3.079, p=0.0096).
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Figura 1) El segundo ensayo de Objeto en Contexto interfiere con la formacion de la
MLT del primero, cuando el intervalo entre ambos es de 1hora.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracion de los objetos. Cada par
de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesién de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al objeto incongruente y las lisas al objeto
congruente. Grupos independientes de animales fueron entrenados con un solo ensayo en
uno de los dos CTXs, grupo control, y 24hs mas tarde testeados en la misma arena. Los
grupos Experimentales (Exp) tuvieron dos ensayos durante el entrenamiento separadas
por 1 hora, y la MLT del ROC fue evaluada 24hs mas tarde en sélo una de las 2 arenas. En a)
se observan los resultados para los animales testados en el CTX1 y en el b) para los
animales testados en el CTX2. **p<0.01, ***p<0.001 vs. el objeto congruente, Test de T
pareado.

Tomados como un todo, estos resultados muestran que cuando dos ensayos
diferentes se suceden con un intervalo de una hora, el segundo interfiere con la MLT

del Obj1 en el CTX1, pero la MLT del Obj2 en el CTX2 permanece intacta.
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A continuacién quisimos estudiar si esta IR que observamos a las 24hs del
entrenamiento se debia a dafios en la adquisicion o lo consolidacién de la traza. Por
esta razon, decidimos evaluar la MCT del Obj1 en Ctx1, es decir la MLT de ROC del
primer ensayo.
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Figura 2) La MCT de ROC del primer ensayo no se ve interferida por el segundo
ensayo.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracién de los objetos. Cada par
de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesiéon de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al objeto incongruente y las lisas al objeto
congruente. Grupos independientes de animales fueron entrenados con s6lo un ensayo,
grupo control, o con dos ensayos separados por 1 hora, y la MCT del ROC del primer
ensayo fue evaluada o bien, a) a los 90 min del primer ensayo 6 b) a los 150 min. *p<0.05
vs. el objeto congruente, Test de T pareado.

En la Figura 2a se muestra que la MCT de ROC del primer ensayo puede ser

observada a los 90min, cuando los animales fueron entrenados con un ensayo unico,
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asi como también cuando fueron entrenados con el protocolo de 2 ensayos (Grupo
Control t()=2.91, p=0.033; Grupo Exp t)=3.23, p=0.023). En contraste cuando la
sesion de testeo es realizada a los 150 min de primer ensayo, la memoria es sé6lo
visible en aquellos animales que no tuvieron un segundo ensayo, no pudiendo
observarse en aquellos animales sometidos al protocolo de dos ensayos (Grupo
Control t(g=2.82, p=0.022; Grupo Exp t7)=0.56, p=0.595). Estos resultados sugieren
que la informacion sobre el Objl en el CTX1 puede ser efectivamente adquirida y
expresada como MCT a los 90 min. pero que es su estabilizacién la que se ve impedida
(va sea cuando se testea a 150 min o a las 24hs del entrenamiento) si otro aprendizaje
tiene lugar en una ventana temporal cercana.

Para permitir que la traza se estabilice, separamos los ensayos por un intervalo
temporal mas prolongado, con el objetivo de permitir una completa consolidaciéon de
la MLT del Obj1 en el CTX1 antes de que tome lugar el procesamiento del segundo
ensayo. En la figura 3a se puede observar que existe IR cuando el intervalo temporal
entre ensayos fue de 1 hora, pero no cuando se extendi6 a 4 horas (Grupo Exp. 1h,
t(9=0.55; p=0.593, Grupo Exp. 4 hs, t(10)=4.73, p<0.001), Asi mismo en la figura 3b
podemos ver que la MLT del Obj2 en CTX2 siempre esta presente con independencia
del intervalo entre ensayos utilizado (Grupo 1 h t)=4.53, p=0.004; Grupo 4 h

t(8=3.08, p=0.015).
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Figura 3) Cuando ambos ensayos son separados por un intervalo de 4hs no se observa la IR.

Representacion esquemadtica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra la
media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracion de los objetos. Cada par de
barras corresponde a la exploracién durante la sesidn de testeo de un grupo experimental. Las
barras rayadas representan al objeto incongruente y las lisas al objeto congruente. Grupos
independientes de animales fueron entrenados con dos ensayos separados entre si 1 hora,
Grupo Exp 1h, o 4hs, Grupo Exp 4hs. La MLT del ROC fue evaluada 24hs mds tarde en sélo una
de las 2 arenas. En a) se observan los resultados para los animales testados en el CTX1y en el
b) para los animales testados en el CTX2. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. el objeto
congruente, Test de T pareado.

Por lo tanto, la MLT para ambos objetos en sus respectivos contextos puede
consolidarse cuando los ensayos de adquisicion estan separados entre si por un
intervalo de 4hs.

A continuacidn, indagamos sobre el origen de esta interferencia: ;Cuales son
las caracteristicas claves de la misma? ;Cudles son las condiciones que debe presentar
el segundo ensayo para interferir retroactivamente la formacion de la MLT del primer
Obj en CTX? Con el fin de dilucidar esta cuestion decidimos variar las condiciones del
segundo durante el entrenamiento. Es importante recordar que el protocolo
experimental utilizado hasta el momento siempre incluy6 una sesién de habituacion a
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los contextos vacios durante los dos dias previos al entrenamiento. Para esta parte,
entrenamos a los animales en el CTX1 asociado a los Obj1l y una hora mas tarde les
presentamos el segundo CTX (CTX2) al que pudieron ser previamente habituadas
(Contexto Familiar, Fam), o no (Contexto Novedoso, Nov) con objetos asociados,
pudiendo ser estos familiares (Fam) o novedosos (Nov). Los 4 grupos posibles, de
acuerdo a estas caracteristicas del segundo ensayo, se resumen en la tabla que se
encuentra en la figura 4b. Todos los grupos formados por las combinaciones posibles
para el segundo ensayo inducen IR (Figura 4a, grupo Control t(5)=2.86, p=0.036; Grupo
Exp t(5)=0.44 p=0.676; Grupo Hab t)=0.66, p=0.533; Grupo Nuevo t7=2.15, p=0.075;
Grupo Mix t(g)=1.13, p=0.290).

Entonces, tanto la adquisicién de nueva informacién en el segundo ensayo,
cuando éste es novedoso, como la posible evocacion de la memoria cuando éste
contiene una situacion familiar perjudican la consolidacién de la MLT del Obj1 en el

CTX1 adquirida una hora antes.

75



a) Testeo

k| #2%F T  control
B 1h @ & 2“1‘-;'!1. Exp
s e #HE5TE g
Eil"'@ #E T Nyevo
F—@ #——F 5  Mix
Testeo CTX 1
75
3
(1]
b 50+~
£
o
o
2 25-
o
D_ .-""
& A
Control
b) i
Caracteristicas del segundo ensayo
Control | Exp Hab | Nuevo | Mix
CTX - Fam Fam Mow Mow
0OBJ - Now Fam Nowv Fam

Figura 4) La IR sobre la formacion de MLT de ROC depende de diversas
caracteristicas del segundo ensayo.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracion de los objetos. a) Cada
par de barras corresponde a la exploracion durante la sesion de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al objeto incongruente y las lisas al objeto
congruente. Grupos independientes de animales fueron entrenados con un solo ensayo,
Grupo Control, o con dos ensayos separados entre si 1 hora, cuyo segundo ensayo cumple
con los atributos enunciados en la Tabla expuesta en b). Para todos los grupos la MLT del

primer ensayo fue testeada a las 24hs del entrenamiento *p<0.05 vs. el objeto congruente,
Test de T pareado.

A continuacién nos preguntamos si es especificamente la memoria del Obj1 en

el CTX1 la que ve se interferida o también se interfiere la memoria del Obj1l como un
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item independiente del CTX. Con el fin de contestar esta pregunta, estudiamos si es
que la MLT del par de objetos presentados en el primer ensayo se establece luego de
que ocurre un segundo ensayo una hora mas tarde. Para esto realizamos, entre otras
cosas, un entrenamiento idéntico al presentado en la figura 1, pero esta vez durante la
sesion de testeo en el CTX1 les presentamos a los animales uno de los objetos que
habia sido asociado a ese contexto y otro completamente novedoso, es decir esta vez,
la evaluacion de la MLT se determiné por la capacidad de los animales de diferenciar
entre objetos familiares versus objetos novedosos. Es decir, estamos ahora analizando
una tarea de reconocimiento de objeto novedoso (RON). En todos los casos los
animales fueron entrenados con un primer ensayo en un contexto familiar con objetos
novedosos (CTX1 con Obj1), las caracteristicas de los segundos ensayos utilizados se
resumen en la tabla de la figura 5b.

Como puede observarse en la Figura 5a tanto el Grupo Control, que tuvo solo
una ensayo durante el entrenamiento, como el Grupo Experimental (Exp) al que se le
presentd una hora mas tarde en un CTX2 familiar con objetos novedosos, como el
grupo Mixto (Mix) con la situaciéon inversa, CTX2 novedoso y objetos familiares
muestran MLT de RON, dado que en los 3 casos mostraron preferencia por el objeto
novedoso, es decir al momento del testeo los animales pasaron mas tiempo
explorandolo (Grupo Control t11)=5.96, P<0.001, Grupo Exp t(=6.95, P<0.001; Grupo
Mix t9)=6.46, P<0.001). Este resultado demuestra que la IR actia especificamente
sobre la MLT de ROC, dejando intacta la MLT de RON, es decir, es la informacién de la
asociacion entre el objeto y contexto la que estd siendo interferida, no la de la

identidad per se del objeto.
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Dado que en este punto del trabajo estibamos evaluando la memoria de RON,
nos pareci6 que era importante determinar si la misma podia ser afectada por la
exposicién a un Campo Abierto (CA). Con este objetivo, entrenamos animales a un
ensayo en el CTX1 con Objl y una hora mas tarde los expusimos durante 5 min a un
CTX2 vacio, novedoso (Grupo CA) o familiar (Grupo Vacio). En la figura 5 se puede
observar que la MLT de RON no se vio perjudicada por la exploracion al CA o al

contexto vacio (Grupo CA t)=4.87, P=0.003; Grupo Vacio t)=4.14, P=0.006).
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Figura 5) La IR actia especificamente en la MLT de ROC, permaneciendo intacta la
MLT de RON del primer ensayo.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracion de los objetos. a) Cada
par de barras corresponde a la exploracion durante la sesion de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al Obj novedoso y las lisas al Obj familiar.
Grupos independientes de animales fueron entrenados con un solo ensayo, Grupo Control,

o con dos ensayos separados entre si 1 hora, cuya segundo ensayo cumple con los
atributos enunciados en la Tabla expuesta en b). Para todos los grupos la MLT de los
objetos presentados en el primer ensayo fue testeada a las 24hs del entrenamiento,
*p<0.01, ***p<0.001 vs. el Obj Familiar, Test de T pareado.
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Con el fin de descartar que el primer ensayo de la sesiéon de entrenamiento
estuviese induciendo interferencia anterograda sobre la segunda traza, testeamos la
MLT del CA. Como puede verse en a figura 6, al evaluar los parametros de habituaciéon
al CA (en numero de cruces y de elevaciones), se puede observar que la MLT del CA se
conserva intacta, ya que no se observan diferencias entre el Grupo Experimental y su
respectivo Grupo Control (Cruces t10)=0.065 P=0.949; Elevaciones t(10)=0.460,
P=0.655). Es decir que en ambos grupos los animales exploran el CA en menor

proporcion en el testeo que en la primera sesion. Lo que demuestra que existe MLT de

habituacidon al contexto.
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Figura 6) La MLT del CA no se ve afectada por la presencia previa de un ensayo de
objeto en contexto.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Evaluacién
de la actividad exploratoria en el CA. Los animales del Grupo Exp tuvieron un sélo ensayo
de reconocimiento de Objetos y una hora después el CA. Se muestra la media (+ SEM) del
porcentaje de habituacion de los dos parametros de actividad exploratoria registrados
durante el test, relativos a la sesién de entrenamiento. p>0.05 Test de t no pareado
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Del mismo modo, decidimos testear la MLT para el RON del segundo ensayo,
para los protocolos correspondientes expuestos en la figura 5. Como podemos
observar en la Figura 7 todos los grupos presentan MLT para el Obj explorado en el
CTX2 durante el entrenamiento (Grupo Control t)=3.94, P=0.007; Grupo Exp

t8)=3.77, P=0.005; Grupo Mix t(9)=4.65, P=0.001).
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Figura 7) No existe interferencia anterégrada sobre la MLT de RON presentados en
el segundo ensayo.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracién de los objetos. a) Cada
par de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesién de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al Obj novedoso y las lisas al Obj familiar.
Grupos independientes de animales fueron entrenados con un solo ensayo, Grupo Control,
o con dos ensayos separados entre si 1 hora, cuyo segundo ensayo consistid en una
exploracion a un CTX familiar con objetos novedosos, Grupo Exp, 6 una exposiciéon a un
CTX novedoso con Objetos familiares dentro, Grupo Mix. La MLT de los objetos

presentados en el segundo ensayo fue evaluada a las 24hs del entrenamiento. **p<0.01 vs.
el Obj Familiar, Test de T pareado.
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A continuacién nos interesé estudiar posibles estructuras cerebrales
involucradas en el procesamiento de la MLT de ROC, decidimos evaluar la
participacion del hipocampo (Hp, particularmente region CA1 dorsal) y la
participacion de la corteza prefrontal medial dorsal (CPFm), dado que ambas
estructuras han sido numerosas veces asociadas con paradigmas de reconocimientos.
Para este fin, canulamos animales en el Hp 6 en la CPFm, y una vez recuperdados de la
cirugia, los expusimos al protocolo de IR de la figura 1, s6lo que esta vez, decidimos
efectuar una inhibicion reversible sobre estas areas de interés. Para ello infundimos
en las mimas muscimol (Mus), un reconocido agonista de los receptores GABAas 15
min antes del segundo ensayo.

Interesantemente, el tratamiento con muscimol en la CA1 del Hp dorsal genera
una falta de la MLT del ROC del segundo ensayo, lo que puede observarse por la
ausencia de MLT cuando los animales son testeados en el CTX2 (figura 8b, Grupo Veh
t(9=2.42, P=0.039; Grupo Mus t(11)=0.14, P=0.889) mientras que se recupera la MLT de
ROC de la primera traza. (Figura 8a, Grupo Veh t(11)=0.72, P=0.483, Grupo Mus

t(9=5.75, P<0.001).
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Figura 8) La inactivaciéon local del Hipocampo (Hp) previa al segundo ensayo
revierte la IR sobre la formacion de MLT de ROC del primer ensayo.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracion de los objetos. Cada par
de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesién de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al Obj incongruente y las lisas al Obj
congruente. Se evalu6 la MLT de ROC. Grupos independientes de animales fueron
entrenados con un primer ensayo en un CTX1 y una hora mas tarde un segundo ensayo en
un CTX2. 15min antes del segundo ensayo los animales recibieron una infusién en la CA1
del Hp dorsal de vehiculo (Veh) 6 muscimol (Mus). La MLT del ROC fue evaluada 24hs mas
tarde en sélo una de las 2 arenas, a) los animales testados en el CTX1, b) animales testados
en el CTX2. c) esquema del area de infusiéon *p<0.05, ***<0.001 vs. el objeto congruente,

Test de T pareado.
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De manera similar, cuando administramos muscimol en la CPFm, la formacion
de la MLT de ROC del segundo ensayo se vio perjudicada (Figura 9b, Grupo Veh
t(13)=2.57, P=0.023; Grupo Mus t(12)=1.59, P=0.138), lo que correlacion6 con la
consolidacion de la MLT de ROC del primer ensayo (Figura 9a, Grupo Veh t«9)=1.87,
P=0.094; Grupo Mus t(11)=2.80, P=0.017). Estos resultados sugieren que tanto el Hp
como la CPFm estarian involucradas en el procesamiento de la tarea de ROC y que
silenciando esas regiones se impide la formacion de la MLT de la tarea que interfiere,
permitiendo que se consolide la primer experiencia. Es decir que estos resultados
sugieren una competencia por la actividad de dichas regiones a la hora de formar MLT

de ROC.
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Figura 9) La inactivacion local de la Corteza prefrontal medial dorsal (CPFm) previa
al segundo ensayo revierte la IR sobre el primer ensayo.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracion de los objetos. Cada par
de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesién de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al Obj incongruente y las lisas al Obj
congruente. Se evalué la MLT de ROC. Grupos independientes de animales fueron
entrenados con un primer ensayo en un CTX1 y una hora mas tarde un segundo ensayo en
un CTX2. 15min antes del segundo ensayo los animales recibieron una infusién en la CPFm
de vehiculo (Veh) 6 muscimol (Mus). La MLT del ROC fue evaluada 24hs mas tarde en sélo
una de las 2 arenas. a) animales testados en el CTX1, b) animales testados en el CTX2. c)
esquema del area de infusion *p<0.05 vs. el Obj congruente, Test de T pareado.
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Conclusiones Capitulo 1:

En este capitulo hemos visto que la formacion de la MLT de ROC es susceptible
de ser interferida por un ensayo de asociacion de Obj en CTX subsecuente, diferente,
experimentado lhora mas tarde del primero. Dicha IR actiia sobre la fase de
consolidacion de la memoria del Objl en el CTX1 ya que solamente afecta su MLT,
dejando intacta su MCT. Esto se ve apoyado por el hecho de que cuando el segundo
ensayo fue separado 4 horas del primero, la IR no tiene lugar. La IR depende de la
presentacion de un segundo par de Obj en un CTX diferente del primero con
independencia de si estos son novedosos o familiares. La interpolaciéon del segundo
ensayo impide la consolidacién de la MLT de ROC del primer ensayo sin afectar la
formacion de la memoria del Obj presentado en él (es decir, sin afectar la MLT de RON
del Obj1). La Inactivacién de la CA1 del Hp Dorsal y la CPFm antes del aprendizaje del
segundo ensayo (Obj2 en CTX2) impide la formacion de la MLT del segundo par
asociado, mientras que se restaura la expresion de la MLT del primero (Objl en

CTX1).
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Discusion Capitulo 1:

El aprendizaje de ROC genera la memoria de asociacion de un determinado par
de Objetos a un CTX. Consiste en la realizacion de dos ensayos, cada uno en un CTX
diferente, durante los cuales se les presenta un par de objetos idénticos, pero
diferentes para cada uno de los CTX. Nuestros resultados muestran que la formacion
de la MLT de ROC es susceptible de ser interferida de manera retroactiva, dado que la
formacion de la MLT del primer ensayo de Obj en CTX es abolida mientras que la MLT
del segundo es preservada cuando el intervalo entre los ensayos es de 1 hora (figura
1). Los resultados muestran que los animales testeados en el CTX1 exploran ambos
objetos por igual por lo que consideramos que ambos objetos son percibidos como
incongruentes en ese CTX. Mientras que cuando la MLT fue testeada en el CTX2
observamos una menor exploraciéon del Obj2 (con respecto al Obj1) lo que muestra
claramente que los animales recuerdan haber explorado esta asociacién Obj-CTX
durante el entrenamiento realizado el dia anterior.

La IR sobre la MLT de ROC del Obj1 en el CTX1 puede deberse a fallas en la
codificacion, consolidacion o evocacion de la informaciéon de dicha traza. Con el fin de
clarificar sobre qué etapa de esta memoria actua la interferencia decidimos evaluar la
MCT del primer ensayo. Los resultados obtenidos en la figura 2 nos indican que no
existe IR sobre la MCT. Lo que nos permite concluir que la adquisiciéon de esta traza se
realizé correctamente y es probablemente su consolidacién la que se ve danada.

Hace algo mas de un siglo, se postul6 que la interferencia generada mediante la
interpolacion de determinados sucesos o tareas podria ser una de las causas “del
olvido” de todos los dias (Miiller & Pilzecker, 1900). A medida que las memorias se

87



estabilizan, se vuelven menos sensibles a las interferencias. Siguiendo este
razonamiento, y con el fin de estudiar mas a fondo la posibilidad de que la IR estuviese
actuando sobre la fase de la consolidacién de la memoria de ROC, decidimos
aumentar el intervalo temporal entre los ensayos para darle tiempo a que se consolide
la traza antes de interponer otro ensayo. Lo que observamos en este caso es que si el
segundo ensayo se separa por 4 h del primero, la IR no se observa (Fig. 3). Por lo
tanto, estos resultados sugieren que la memoria del Objl en el CTX1 puede ser
adquirida y expresada como MCT, pero es su estabilizacién la que se ve impedida si
otro aprendizaje tiene lugar en una ventana temporal cercana.

En nuestro trabajo, el curso temporal en el que la IR ocurre sugiere
fuertemente que el segundo ensayo de aprendizaje afecta la consolidacion de la
memoria del primero. Hasta donde sabemos, los presentes hallazgos representan la
primera evidencia de IR en la formaciéon de MLT una tarea de ROC.

Varios trabajos se centraron en el componente de la adquisicién de MCT de la
memoria de reconocimiento, midiendo el rendimiento de ratas en un ensayo realizado
pocos minutos después de un protocolo de entrenamiento de dos ensayos. Por
ejemplo en el trabajo de Good y col. realizaron entrenamientos de dos ensayos de 5
min con 2 min de separacién entre si. En este caso, las ratas mostraron adquisicién y
MCT para el reconocimiento de objetos y componentes temporales / espaciales de
estas tareas (Good etal,, 2007). Dichos resultados estan de acuerdo con los aqui
presentados y apoyan el hecho de que el IR actua especificamente sobre la formacion

de MLT sin interferir en los aspectos a corto plazo de la memoria.
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Resulté interesante la demostracion que la IR de la MTL de ROC se observa si el
segundo ensayo ocurre tanto en un CTX novedoso como familiar en presencia de
objetos novedosos o familiares. Esto puede interpretarse como que la memoria de
ROC puede ser afectada por diversas situaciones que contengan cambios en los
componentes del “donde” como del “que” del evento que experimenta el animal. Sin
embargo, cuando evaluamos la MLT de RON del Obj1, con independencia de las
caracteristicas del segundo ensayo, llevado a cabo siempre en un CTX2 diferente al del
primer ensayo, no observamos IR. Por lo tanto, podemos concluir que el segundo
ensayo interpolado interfiere especificamente con la consolidacién de la memoria del
Obj1 en el CTX1 sin afectar la formacién de la memoria de reconocimiento del Obj1
per se (Figs. 4 y 5). Nuevas variaciones del segundo ensayo interpolado en la busqueda
de la IR sobre la memoria de RON seran exploradas en el capitulo siguiente.

Wixted (2004) sugiere que la interferencia es un nuevo aprendizaje, que utiliza
para si los recursos disponibles para consolidar la traza inicial. De acuerdo con esta
idea, experimentos anteriores de nuestros grupo sugieren que la competencia para la
consolidacion de dos trazas de memoria (ambas hipocampo dependientes) ocurre
cuando los recursos necesarios para la plasticidad se encuentran en cantidades
limitadas (Martinez et al., 2012). De este modo, una traza se consolida, pero la otra no,
debido a que los recursos no alcanzan para formar ambas. Por lo tanto, nuestra
hipétesis es que en este paradigma de memoria de ROC, el procesamiento del segundo
ensayo podria interferir con el procesamiento en curso del primero, al utilizar
recursos de plasticidad comunes o desviando la maquinaria de sintesis proteica que

tenian como objetivo la consolidacion de la MLT del Obj1 en el CTX1. Si ese fuera el
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caso, entonces, ;cudles son las estructuras del cerebro que estan involucradas en la
formacion de MLT de ROC?

Debido al importante rol del Hp en el procesamiento de la informacién espacial
y contextual (Mumby etal., 2002; Balderas etal., 2008; Komorowski etal., 2009;
Barker y Warburton, 2011), razonamos que la formacién de la MLT de este tipo de
asociacion entre los objetos y contextos podria ser dependiente de la actividad de esa
region.

Como observamos en la figura 8, al silenciar con muscimol la regién CA1 del
Hp dorsal antes del aprendizaje del segundo ensayo se deteriora la formacion MLT
para esta asociaciéon (Obj2 en CTX2), mientras que se permite la restauracion de la
expresion de la MLT del Objl en el CTX1. Resultado que nos indica que el input
hipocampal parece ser importante para iniciar la formacion de la MLT de ROC. De este
modo razonamos que si no hay una segunda traza que se solape a la primera, se
evitaria la competencia ya sea por la maquinaria o los futuros recursos necesarios
para la consolidacion de las memorias.

Nuestros datos acerca de que el Hp juega un rol importante en la consolidaciéon
de memoria en este paradigma estan de acuerdo con un trabajo previo en el que la
infusion de un inhibidor de traduccion proteica (anisomicina) en el Hp
inmediatamente después del entrenamiento bloquea la MLT pero no la MCT de ROC
(Balderas et al., 2008).

El papel de la CPFm en la adquisicion y formacién de la MCT de reconocimiento
estd bien caracterizado (Barker et al., 2007; Barker y Warburton, 2013). Sin embargo,

pocos trabajos se han enfocado en estudiar el rol de la CPFm en los procesos de
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consolidacion en general, y menos aun en analizar el rol de esta estructura en las
memorias de reconocimiento en particular. Nuestros experimentos muestran que la
inactivacion por muscimol de la CPFm antes de la adquisiciéon de una tarea de ROC
afecta su expresion dejando intacta la expresién de la MLT de los Objl en el CTX1
(Figura 9). Estos resultados sugieren que la adquisicion de la memoria ROC y su
consolidacion requieren la activacion de CPFm. Ademas, el procesamiento coincidente
de dos ensayos diferentes en la CPFm podria resultar en la competencia de las trazas,
dando lugar a la expresion de IR. En concordancia con nuestro trabajo, se ha
encontrado recientemente que la inactivacion de la CPFm antes de la adquisicién de
de una lista de discriminacién de olores (asociado vs no asociado a recompensa), evita
la interferencia observada cuando se las somete a un aprendizaje posterior de una
segunda asociacion de olores con informacion contradictoria con respecto al primero
(Peters et al., 2013). Nuestra interpretacién a esos resultados es que esta intervencion
farmacolégica podria bloquear la formacién de la primera lista, y reducir la
interferencia proactiva, previniendo la competencia entre las diferentes trazas.
Notablemente, el bloqueo de la corteza perirrinal, la corteza insular o la
amigdala no afecté6 la memoria de ROC (Balderas y col., 2008). Por el contrario,
nuestros resultados sugieren que el Hp dorsal y la CPFm son fundamentales para la
formacion de su MLT. Por otra parte, los recientes hallazgos de Bekinschtein y col.
(2013) muestran que el bloqueo de los receptores 5HT24 en la CPFm o el Hp dorsal
impide el reconocimiento del objeto incongruente en un protocolo donde la memoria
es evaluada a corto plazo. Los autores demuestran que la sefializacion serotoninérgica

en la CPFm esta acoplada a la actividad del Hp durante la evocacion de la tarea ROC. A
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pesar de que en nuestro trabajo no se explora la participacién de la transmision
serotoninérgica en la formaciéon de la MLT para esta tarea, la inactivacion
farmacolégica con muscimol nos permite plantear la hipotesis de que la interconexion
entre estas regiones seria requerida para consolidar la MLT de la tarea de ROC.

Cada vez hay mas evidencias de la participacion de redes cerebrales solapadas
para el procesamiento de los diferentes aspectos tanto de la memoria espacial y como
de la memoria de reconocimiento (Warburton y Brown, 2010; Banks etal.,, 2012;
Barbosa etal, 2012; Barker y Warburton, 2013; Rossato etal, 2013a). Nuestra
hipétesis es que los procesos que subyacen a la adquisicion, consolidacion y expresion
de memorias de ROC podrian competir dentro de estas redes, lo que resulta en una
interferencia visible. En este sentido, se ha reportado en experimentos de memory
allocation que las neuronas que respondian a un evento tenian niveles elevados del
elemento de union de respuesta a AMPc (CREB1) por un corto periodo de tiempo,
haciéndolas mas propensas a ser reclutadas por otro evento que ocurre en una
ventana temporal cercana (Zhou et al.,, 2009). De esta manera podrian solaparse los
sustratos neuronales de ambas trazas sobre los que los mecanismos de competencia
tienen lugar. De acuerdo con esto, también se registr6 mediante la combinacién de
técnicas de genética y genes de expresion temprana (del inglés, [EG) la respuesta de
activacion neuronal cuando las ratas fueron expuestas a dos entornos diferentes. Lo
que se observd fue una activaciéon de poblaciones neuronales distintas en el giro
dentado, mientras que en la CAl se observo un solapamiento parcial (Deng etal,

2013). Por lo tanto, es plausible que un mecanismo de competencia celular en la CA1
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del Hp dorsal y la CPFm explique las bases moleculares de la IR en el procesamiento
MLT de ROC.

(Por qué no encontramos IR para la MLT del Obj1? Con este protocolo, hemos
observado que el segundo ensayo no interfiri6 con la consolidacion de la MLT para la
memoria de RON (Figura 5). Una posible explicacion de esto es el enlace entre las
representaciones espaciales del Hp y componentes de memoria extra-Hp, que podria
reforzar la identidad de los objetos relacionados con diferentes contextos sin resultar
en IR (Hardt et al., 2013). Es decir, la memoria de los objetos en si es robusta y poco
vulnerable si el CTX contribuye a su formaciéon. De tal modo que luego, aunque el
animal no recuerde en que CTX exploré el Obj, si recuerda la identidad del mismo. Si
bien mostramos la funcién de la CPFm y del Hp en la memoria de esta tarea de
reconocimiento, no podemos descartar la participacion de otras cortezas. Se demostré
que las ratas con lesiones de la corteza entorrinal lateral no fueron capaces de
reconocer las asociaciones de Obj en CTX (Wilson et al., 2013a; b). Si los objetos y los
contextos son considerados como una parte de un entorno contextual general, se
podria pensar que tanto la corteza entorrinal lateral como la CPFm vinculan los
objetos con sus contextos para formar una representacién de un nuevo entorno
contextualizado. Otra corteza también involucrada en la formacion de MLT de
reconocimiento es la perirrinal (Seoane etal, 2012; Tinsley etal., 2012; Balderas
etal., 2013) y su participacién en el RON esta bien documentado (Winters et al., 2008,
2011; Albasser et al.,, 2011).

La conclusiéon principal de los experimentos presentados en este primer

capitulo es que cuando dos trazas de memoria diferentes de ROC se estan procesando,
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la segunda traza interfiere con la consolidacion de la primera en una ventana
temporal critica. Hemos demostrado que la CPFm y la CA1 del Hp dorsal estan
involucradas en la consolidacién de esta tarea. La amnesia observada en la MLT por la
IR es probablemente causada por la competencia por los recursos o la maquinaria
celular en estas regiones del cerebro cuando se encuentran comprometidos con la

formacion de la memoria de dichas trazas.
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Resultados - Capitulo II

La consolidacion y expresion de una memoria de Reconocimiento de objeto

novedoso (RON) es susceptible de ser interferida retroactivamente.

Como ya hemos mencionado con anterioridad, reconocer es la habilidad de
distinguir la ocurrencia de un estimulo que fue previamente presentado de uno que
no lo fue (Squire etal, 2007). Los animales pueden formar memorias de
reconocimiento de la identidad de objetos, de su ubicacion y del momento temporal
en el cual ellos fueron presentados (Barker etal, 2007). En este capitulo, nos
enfocaremos en la memoria de RON, la cual se basa en la capacidad de los animales de
discriminar un nuevo Obj de uno familiar cuando ambos son presentados en una
arena familiar. Esta tarea es utilizada para investigar el aspecto del “qué” de las
memorias del tipo episddica (Tulving, 2002; Ergorul y Eichenbaum, 2004; Dere et al,,
2005).

En el capitulo anterior mostramos que la formacién de la MLT de ROC es
sensible de IR generada por la exploracién de un CTX diferente (familiar y novedoso)
con diferentes objetos (familiares o novedosos) en él. Esta interferencia ocurre en
una ventana temporal restringida y opera sobre la fase de la consolidacion, dejando
intacta la expresion de la MCT (Martinez et al., 2014). Sin embargo, 1a memoria de los
objetos en si presentados en el primer ensayo, es insensible a IR ocasionada por la
exploraciéon objetos diferentes en un CTX diferente (Martinez et al.,, 2014). En otras

palabras, los animales pueden recordar el Obj pero no recuerdan en qué CTX fue

explorado ese Obj durante el entrenamiento.
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Por lo tanto, ;Es la memoria de RON inmune a la RI? O ;Es necesario aumentar
la complejidad de la tarea para poder observar la interferencia sobre la habilidad de
las ratas de recordar la identidad del Obj? Con el fin de resolver este interrogante, en
esta parte del trabajo expusimos a las ratas a dos sesiones de exploracion de objetos
secuenciales, ambas en la misma arena, cambiando la identidad de los objetos
colocados en cada ensayo.

El objetivo de este capitulo es por lo tanto investigar si la MLT de RON es
susceptible de IR dentro de la ventana de consolidaciéon. Ademas determinamos que
tipo de eventos son capaces de interferir con la memoria de RON y cudles son las areas
del cerebro que estan involucradas en este proceso.

Como los primeros resultados que obtuvimos y mostramos en el capitulo
primero, muestran que la MLT de la identidad del Obj no sufre de IR cuando se
utilizan contextos diferentes, en este capitulo estudiamos si la MLT de RON era
susceptible de IR utilizando condiciones mas exigentes en los ensayos. Con este fin, se
entrenaron ratas en con dos ensayos en un mismo CTX y en cada uno de estos ensayos
se les presentaron dos objetos idénticos entre si, pero diferentes entre ensayos. Estos
ensayos fueron separados por diferentes intervalos temporales (iti): 1h, 3hs, 4hs y
7hs. La MLT para los objetos presentados en el primer ensayo (Obj1) o en el segundo
ensayo (Obj2) fue evaluada 24hs luego del entrenamiento, utilizando grupos de
animales independientes. Durante la sesidn de testeo, realizada en la misma arena que
las sesiones de entrenamiento, lo animales exploraron un Obj familiar que habia sido
presentado durante la sesiéon de entrenamiento (Objl u Obj2), y un Obj novedoso,

nunca visto antes. Como se puede observar en la Figura 10a los animales
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pertenecientes al grupo control, que tuvieron un solo ensayo de RON durante el
entrenamiento, muestran una preferencia exploratoria por el objeto novedoso (t(7)=
3.37, p=0.012). Sin embargo, cuando los animales recibieron un segundo ensayo de
RON 1h o 3hs después del primero en el entrenamiento, al momento del testeo ambos
objetos fueron explorados igualitariamente, lo que refleja que la MLT del Obj1 se vio
perjudicada (Grupo 1h: t23)= 0.18, p= 0.856; Grupo 3hs: t11)=1.63, p=0.132).

Por otro lado, el efecto de IR del segundo ensayo de RON sobre el primero
estuvo ausente cuando el iti fue de 4 o 7hs (Grupo 4h: t9)= 2.49, p= 0.022; Grupo 7h:
t(17)= 5.82, p< 0.001), dado que observamos una mayor exploraciéon del Obj novedoso
por sobre el Objl durante la sesion de testeo. En la Figura 1b se muestra que
independientemente del iti utilizado, la MLT del Obj2 se encontr6 presente en todos
los casos aqui estudiados (Grupo Ctrl: t(10)=4.17 , p=0.002 ; Grupo 1h: t21)=2.30, p=
0.032; Grupo 3hs: t(12)=2.83, p=0.015; Grupo 4hs: tze= 3.05, p=0.006 y Grupo 7hs:
tz= 2.52, p=0.025), lo que sugiere que el primer ensayo no causa interferencia

anterdgrada sobre la MLT del Obj2 presentado en el segundo ensayo.
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Figura 10) La MLT de RON es retroactivamente interferida por la exploracion de un
Obj novedoso en la misma arena dentro de una ventana temporal critica.

Representaciéon esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracién de los objetos. Cada par
de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesién de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al Obj novedoso y las lisas al Obj familiar.
Grupos independientes de animales fueron entrenados con un solo ensayo, grupo control,
o con dos ensayos de RON separados entre si 1h, 3hs, 4hs 6 7hs. Para todos los grupos la
MLT fue testeada a las 24hs del entrenamiento, en a) se evalu6 la MLT del Obj presente en
el primer ensayo (Obj1) y en b) la MLT del objeto presente en el segundo ensayo (Obj2), *
p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. el obj familiar, Test de T pareado.

A continuacion, decidimos estudiar si la IR sobre la formaciéon de MLT que
observamos 24hs luego del entrenamiento, estaba relacionada también con dafios en
la formaciéon de la MCT del Objl. Como se muestra en la Figura 11a la MCT para el
Obj1 pudo observarse a los 4:30hs en ratas que habian sido sometidas a un sélo
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ensayo durante el entrenamiento (Grupo Ctrl (t9)=2.29, p=0.047), asi como también
en aquellas ratas que durante el entrenamiento tuvieron dos sesiones de RON en el
mismo contexto separadas por una hora (Grupo Exp t)=2.85, p=0.022). Asimismo,
como era de esperar, también fue observada la MCT del Obj2, tanto en animales
sometidos a un s6lo ensayo como a dos, cuando fueron testeados a los 3:30hs (figura
11b Grupo Ctrl: tg)=3.10, p=0.015; Grupo Exp: tg)=3.72, p=0.006). Es decir que la MCT
de los Objl y del Obj2 se pudo adquirir, formar y expresar 3:30hs luego del
entrenamiento, ya sea en presencia o ausencia de un segundo ensayo de RON

separada por una hora (que si produce IR para la MLT del Obj1).
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Figura 11) La formacion de la MCT de RON no es interferida por la exploracion de
otro objeto novedoso en la misma arena.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracion de los objetos. Cada par
de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesiéon de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al Obj novedoso y las lisas al Obj familiar. La
MCT para el Obj1 no es interferida por la presencia del Obj2 en el mismo contexto. Grupos
independientes de animales fueron entrenados con un solo ensayo, grupo control, y
testeados en la misma arena 4:30hs o 3:30hs luego del entrenamiento. Los sujetos en el
Grupo experimental fueron sometidos a dos ensayos en la sesiéon de entrenamiento y
3.30hs luego de la misma fueron testados para evaluar la memoria del Obj1 o del Obj2. a)
MCT para el Obj presentado en el primer ensayo (Obj1). b) MCT para el objeto presentado
en el segundo ensayo (0bj2). * p<0.05, **p<0.01, vs. el Obj familiar, Test de T pareado.

Sin embargo, encontramos que si la exploracion del Obj2 ocurria muy cercana
al testeo de RON para el Obj1 (30 min antes), entonces la memoria de reconocimiento
del Obj1 no se podia evidenciar (Figura 12a). Entonces, nos dedicamos a estudiar si el
segundo ensayo de la sesion de entrenamiento era capaz de perjudicar la expresion de
la memoria de los objetos presentados en el primero. Con esto en mente, realizamos
una serie de experimentos en los cuales entrenamos animales con un solo ensayo de
RON (Obj1), y realizamos el segundo ensayo (Obj2) 30 min antes de la sesién de
testeo. Nuestro objetivo fue evaluar los efectos de este segundo ensayo sobre la
expresion de la MCT asi como la MLT del OBJ1. Como puede observarse en la Figura
12a encontramos fallos en la expresion de ambas memorias en los animales
pertenecientes al grupo experimental (Grupo Exp MCT: t(14)=0.07, p=0.945, Grupo Exp
MLT: t9)=0.43, p=0.680). Los animales en los grupos controles que fueron entrenados

en paralelo pero no recibieron un segundo ensayo previo al testeo expresaron
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correctamente tanto la MCT (Grupo Ctrl MCT: t(9)=2.49, p=0.034) como la MLT (Grupo

Ctrl LTM: t(13)=2.26, p=0.041).

-':'I.] — b]' S
g o el 71 [&a] —2-[as] Cirl
. s i@ W [#2] Exp [ 2 i) —2 EEwih |yer
% ey ) —2 %E;: LK. = By [23] 2 [i3] Exp 24hs
& k| fow

-

*
-
i

i

Preferencia (%)
oh
T

Preferencia (%)

[y
T

L] w* L] *

| 1
Exp ol == Exp1h  Exp 24hs
McT MLT eT

Figura 12) La expresion de la memoria de RON se ve afectada por la exposiciéon a un
Obj novedoso cerca del momento del testo y en la misma arena.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracion de los objetos. Cada par
de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesion de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al objeto novedoso y las lisas al objeto
familiar.

Los animales en el grupo control fueron entrenados solo con un ensayo y testeados
30min, 90min o 24hs luego. Los animales en los grupos experimentales tuvieron dos
ensayos (Obj1 primero y Obj2 segundo) siendo el segundo ensayo 30min antes de la sesi6on
de testeo. La expresion de la MCT se evalud a los 30min del entrenamiento, y la expresion
de la MLT a las 24hs del entrenamiento. a) expresiéon de la MCT y MLT para el Obj
presentado en el primer ensayo (Obj1), b) expresion de la MCT para el Obj presentado en
el segundo ensayo (0bj2). * p<0.05, **p<0.01, vs. el Obj Familiar, Test de T pareado.

Estos resultados sugieren que la presencia de un segundo ensayo de

entrenamiento cercano a la sesién de testeo perjudica la expresion de tanto la MCT
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como la MLT de RON para el Objl. Mas aun, en la figura 12b se puede ver que el
primer ensayo de entrenamiento tuvo un efecto negativo sobre la expresién de MCT
del Obj2 cuando el Obj1 fue explorado cerca del momento del testeo (Grupo Exp -1h
STM: t(15=1.17, p=0.258). Sin embargo, cuando el primer ensayo, en el que se exploré
el Obj1, ocurri6 24hs antes del testeo, la expresion de la MCT del Obj2 no se ve
afectada (Grupo Exp -24h MCT: t(10)=4.55, p=0.001). Esta MCT observada para el Obj2
fue similar a la encontrada en el grupo control (Grupo Ctrl STM: t(12)= 3,23, p= 0.007).

Tomados como un todo, estos resultados sugieren que tanto la expresién de la
MCT como la expresion de la MLT de RON son afectadas por la exposiciéon a otro
objeto novedoso cuando ésta ocurre cercana al momento del testeo.

Luego, decidimos enfocarnos en la IR sobre la formacion de la MLT de RON
descripta en la figura 10a. Hasta aqui mostramos que ella acontece si el segundo
ensayo es presentado 1 o 3 horas mas tarde y que ella no impide la formaciéon de la
MCT del Obj1. Sin embargo, a pesar de estar muy separada del momento del testo, si
impidi6 su expresion a largo término. En su conjunto, estos resultados sugieren que la
IR opera sobre la consolidacion de la memoria del Objl. A continuacién, nos
interesaba estudiar cudles eran las caracteristicas del segundo ensayo que son
importantes para ejercer el efecto perjudicial sobre la consolidacién de la MLT del
Obj1. Con este objetivo, los animales exploraron un par de objetos novedosos, Obj1, en
un contexto familiar determinado, y una hora mas tarde fueron reintroducidos en el
mismo CTX, sélo que esta vez sin objetos (grupo Vacio), o con un par de objetos
novedosos (grupo Novedoso, Nov) 6 un par de objetos diferentes con los que el animal

fue previamente familiarizado (Grupo Familiar, Fam). Veinticuatro horas mas tarde la
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MLT para el Obj1 fue medida, testeando a los animales en el mismo CTX en presencia
de una copia del Obj1 y un Obj nunca visto antes. En la Figura 13 se puede observar
que tanto la exposiciéon al mismo CTX vacio, como a objetos familiares, no perjudican
la consolidacion de la MLT de Obj1l (Grupo Vacio: t(15=3.64, p=0.002; Grupo Fam:
t(15)=3.64, p=0.002). De la misma manera que observamos en la Fig 103, la presencia
de un par de objetos novedosos en el mismo CTX dafia la consolidacion de la MLT del

Obj1 (t2=0.41, p=0.691).
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Figura 13) La IR sobre la formacion de la MLT del Obj1 requiere la exploracion de un
par de objetos novedosos, y no familiares en la misma arena.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracién de los objetos. Cada par
de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesién de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al Obj novedoso y las lisas al Obj familiar.

Los sujetos experimentales realizaron un primer ensayo en la sesiéon de entrenamiento
en presencia de los Obj1 novedosos y una hora mas tarde un segundo ensayo en la misma
arena, en ausencia de objetos (grupo Vacio) o en presencia de un par de objetos a los que
habian sido previamente habituados (grupo Fam) o en presencia de un par de objetos
completamente novedosos (Grupo Nov). Para todos los grupos la MLT fue testeada a las
24hs del entrenamiento. * p<0.05, **p<0.001, vs. el Obj Familiar, Test de T pareado.

Siguiendo con el estudio de las caracteristicas del segundo ensayo necesarias
para que haya interferencia, realizamos otra serie de experimentos que se describen a

continuaciéon. Una hora luego del primer ensayo de RON en un contexto familiar con
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los objetos novedosos (0Obj1), se expuso a los animales a un segundo ensayo en un CTX
diferente del primero, al cual podian estar previamente familiarizados (CTX diferente
familiar) o no (CTX diferente novedoso). Este segundo CTX, al igual que en el caso
anterior podia encontrarse vacio, o con un par de objetos familiares (Fam) o
novedosos (Nov) dentro. Como puede observarse en la figura 14a cuando el segundo
ensayo tiene lugar en un CTX novedoso, independientemente de si esta vacio (Grupo
Vacio: t)=4.87, p=0.003), con objetos novedosos (Grupo Nov: t(11)=2.20, p=0.05) u
objetos familiares (Grupo Fam: t¢9)=6.46, p<0.001) dentro, la MLT del Objl se
encuentra preservada y no vemos IR. Resultados similares fueron obtenidos cuando el
segundo ensayo ocurrié en un contexto diferente pero con el cual los sujetos
experimentales habian sido familiarizados. En todos los casos se observé la MLT del
Objl (Figura 14b, Grupo Vacio: t)=4.14, p=0.006; Grupo Nov: tg=6.95, p<0.001;
Grupo Fam: t(17)=3.45, p=0.003).

Estos resultados confirman y extienden lo que habiamos reportado en el
capitulo 1 y sugieren que la MLT de RON es robusta y s6lo puede ser interferida por la

presencia objetos novedosos en el mismo CTX.
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Figura 14) No se observa IR sobre la formaciéon de la MLT del Obj1 cuando la
segunda sesion ocurre en un Contexto diferente al de la primera.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracion de los objetos. Cada par
de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesion de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al Obj novedoso y las lisas al Obj familiar.

Los sujetos experimentales realizaron un primer ensayo en la sesién de entrenamiento
en presencia de los Obj1 novedosos y una hora mas tarde un segundo ensayo en una arena
diferente en ausencia de objetos (grupo Vacio) o en presencia de un par de objetos a los
que habian sido previamente habituados (grupo Fam) o en presencia de un par de objetos
completamente novedosos (Grupo Nov). a) El segundo ensayo se realiz6 en un CTX
familiar diferente al primero. b) El segundo ensayo se realiz6 en un CTX novedoso
diferente al primero. Para todos los grupos la MLT del Obj1 fue testeada a las 24hs del
entrenamiento en el CTX del primer ensayo. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, vs. el Obj
familiar, Test de T pareado.
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Finalmente, con respecto a las estructuras involucradas en la formacién de la
MLT de RON, nos interesé estudiar el rol del Hp y de la CPFm, dado que ambas
estructuras se encuentran involucradas en diferentes paradigmas de memorias de
reconocimiento. Ademads, nos interesaba comparar la participacion de estas
estructuras respecto de la memoria de ROC estudiada en el capitulo primero de esta
tesis. Para esta serie de experimentos los animales fueron canulados de manera
bilateral mediante cirugia estereotaxica o bien en la region CA1 del Hp dorsal o en la
CPFm para infundirles muscimol de manera tal de generar una inhibicién reversible
en estas areas. Utilizamos un protocolo de IR con un ITI de 1h, similar al descripto en
la figura 10a, s6lo que esta vez 15 min antes del segundo ensayo los animales
recibieron la inyeccién local de la droga y la MLT del RON fue evaluada al dia

siguiente.
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Figura 15) La inactivacion local del Hp previa al segundo ensayo perjudica la MLT
del Obj2 mientras que restituye la MLT del Obj1.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracién de los objetos. Cada par
de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesién de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al Obj novedoso y las lisas al Obj familiar.

Los sujetos realizaron dos ensayos de RON en un mismo CTX separadas por un iti de
lhora. 15 min previos al segundo ensayo recibieron una infusiéon local de vehiculo (Veh) o
muscimol (Mus) en el Hp, la MLT fue evaluada 24hs luego del entrenamiento, a) para
evaluar la MLT del Obj1 o b) para evaluar la MLT del Obj2. **p<0.01, ***p<0.001, vs. el Obj
Familiar, Test de T pareado.

En la Figura 15a puede observarse la reconfirmacion del efecto de IR sobre la
MLT del Obj1, dado que cuando los animales fueron infundidos con vehiculo en la CA1
del hp dorsal no presentaron preferencia por el Obj novedoso al momento del testeo

(Grupo Veh: t14)=0.86, p=0.405). Contrariamente, en los animales pertenecientes al
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grupo Mus, la MLT del Obj1 fue restaurada (Fig. 15a, Grupo Mus: t(12)=4.06, p=0.002).
Los animales que fueron testeados en forma paralela para evaluar la MLT del Obj2 se
ilustran en la Figura 15b. Alli puede observarse que, como era esperado, los animales
pertenecientes al grupo Veh presentan una MLT intacta (Grupo Veh: t(13)=6.81,
p<0.001) mientras que aquellos animales que recibieron la infusiéon del agonista
GABAAa presentan ausencia de la MLT para el Obj2 (Grupo Mus: t(13)=1.35, p=0.200).

De igual modo, cuando la infusidon de Mus se realiz6 en la CPFm la MLT del Obj2
se vio dafiada (Fig. 16b, Grupo Mus: t7)=0.390, p=0.708), mientras que cuando se
infundio6 la solucién vehiculo, dicha MLT pudo evidenciarse (Fig. 16b, Grupo Veh:
t(5)=4.18, p=0.009). De manera similar a lo observado en el Hp, cuando se impide la
formacion de la MLT del Obj2 ocurre de modo correlativo la consolidacion de la MLT
del Obj1 (Fig. 16a, Grupo Mus: t(7=2.84, p=0.025, Grupo Veh: t)=0.03, p=0.974).

Estos resultados sugieren que tanto la CA1 dorsal del Hp como la CPFm estan
involucradas en el procesamiento de la MLT de RON. Ademas sugieren un grado de
competencia por la actividad de estas regiones por consolidar la MLT de uno y otro

Obj.
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Figura 16) La inactivacion local del CPFm previa al segundo ensayo perjudica la MLT
del Obj2 mientras que restituye la MLT del Obj1.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracion de los objetos. Cada par
de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesion de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al Obj novedoso y las lisas al Obj familiar.

Los sujetos realizaron dos ensayos de RON en un mismo CTX separadas por un iti de
lhora. 15 min previos al segundo ensayo recibieron una infusién local de vehiculo (Veh) o
muscimol (Mus) en la CPFm, la MLT fue evaluada 24hs luego del entrenamiento, a) para

evaluar la MLT del Objl o b) para evaluar la MLT del Obj2. *p<0.05 **p<0.01, vs. EIl Obj
Familiar, Test de T pareado.
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Conclusiones - Capitulo II:

En este capitulo hemos visto que la formacion de la MLT de RON es susceptible
de ser interferida retroactivamente por la presentacion subsecuente de un nuevo par
de objetos en la misma arena. Observamos que ésta IR depende del intervalo temporal
entre las presentaciones, pudiendo ser observada cuando los ensayos fueron
separados 1y 3 horas, pero no cuando esta separacién se extendié a 4 y 7horas. Esta
IR opera solamente sobre la MLT de RON dejando intacta su MCT (testada a las
3:30hs). También observamos que la exposicion a un par de objetos novedosos
presentados en la misma arena cerca del momento del testo afecta tanto la expresion
de la memoria de reconocimiento de corto como la de largo término de un par de
objetos presentados previamente. Se determiné que la IR sobre la formacion de la
MLT de RON es ocasionada solamente por la presentaciéon de un par de objetos
novedosos en la misma arena, dado que una segunda presentaciéon con objetos
familiares en la misma arena o de un CTX vacio o de un CTX diferente con objetos
dentro, fue incapaz de generarla. La inactivacidon de la CA1 del Hp y CPFm antes del
aprendizaje del segundo par de objetos impide formacion de la MLT de RON de este

par, mientras que se restaura la expresion de la MLT de RON del primer par.
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Discusion - Capitulo II

En el capitulo anterior estudiamos el fenémeno de IR sobre la formacién de la
MLT de ROC. Al evaluar la MLT cuando entrenamos a los animales con dos ensayos de
exposicion a objetos novedosos en contextos familiares diferentes. Lo que observamos
fue que cuando la separaciéon entre ensayos fue de 1lhora, la MLT de la primera traza
de ROC no pudo ser observada, sin embargo, la MLT del objeto per se se encontraba
intacta. Estos resultados nos llevaron a preguntarnos si es que era posible encontrar
interferencia sobre la formacién de la memoria de RON. Nuestro razonamiento fue
que era necesario aumentar la complejidad de la tarea para poder observar la
interferencia sobre la MLT del RON. Es por esto que realizamos modificaciones en el
protocolo experimental. En este caso los animales fueron, durante el entrenamiento,
expuestos a dos ensayos de exploracion de objetos novedosos, utilizando siempre el
mismo CTX. En este caso, observamos la IR s6lo cuando los animales fueron expuestos
a un segundo ensayo de exploraciéon de objetos novedosos 1 o 3hs luego del primer
ensayo. Intervalos mayores no son efectivos para causar IR, sugiriendo que el periodo
de consolidacion celular de esta tarea puede ser mayor a 3 horas. Para ninguno de los
intervalos temporales utilizados se observd interferencia anterégrada del primer
ensayo sobre el segundo, dado que para todos los casos observamos MLT de RON del
Obj2.

Luego de caracterizar el curso temporal de IR en la formacién de la MLT de
RON (figura 10) nos preguntamos si esta actuaria también sobre la formacion de la
MCT. Los resultados sugieren que la memoria del Objl es capaz de ser adquirida y
expresada como MCT. Por lo tanto pensamos que es la estabilizaciéon de la memoria
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del Obj la que se ve impedida por la interferencia y por lo tanto su MLT no es
observada a las 24 hs.

A continuacion y de manera analoga a lo que realizamos en el capitulo anterior
nos propusimos disecar las caracteristicas del segundo ensayo que son necesarias
para generar IR sobre la MLT del primero. Los resultados obtenidos después de un
analisis exhaustivo sugieren que sdlo la presencia de nuevos objetos en la misma
arena de entrenamiento puede inducir la IR sobre la MLT de RON. Cuando se realizé
un segundo ensayo en el mismo contexto pero sin objetos o cuando los objetos
presentados en el segundo ensayo fueron familiares (Figura 13), no se vio afectado el
proceso de consolidaciéon de la memoria de los objetos explorados en el primer
ensayo. Es decir que en este caso, la IR no tiene lugar cuando la traza interferente es
familiar, probablemente debido a que la MLT del Obj2 ya se consolid6 en
procedimiento de familiarizacion previo y al ser asi ya no es capaz de generar IR sobre
la MLT de la primera sesion. Hasta aqui evaluamos variaciones del segundo ensayo en
las cuales el contexto utilizado era el mismo que el utilizado en el primero. Pero, ;es
posible generar esta interferencia utilizando una segunda exploracién en un contexto
distinto al primero?

Como vimos en el capitulo anterior, la IR sobre la formacién de la MLT de RON
no se observa cuando diferentes escenarios fueron combinados con diferentes objetos
en los dos ensayos del entrenamiento (figura 5). En este capitulo afiadimos que si el
ensayo interpuesto se produce en un escenario diferente, sin importar si este era
novedoso o familiar para las ratas o incluso sino contenia objetos novedosos o

familiares, la IR no es observada. Creemos que los diferentes contextos utilizados en
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los dos ensayos contribuyen a la formacién de la memoria de la identidad del Obj
presentado en cada ensayo. En concordancia con esto, Hardt y col., (2013) postulan
que cuando la neocorteza esta involucrada, una manera de minimizar la confusién
entre recuerdos similares es mediante la vinculacion de los contenidos de una
memoria episodica especifica a su CTX espacio-temporal unico. Es decir que el CTX
ayuda a formar la memoria de los objetos vistos alli. Entonces, a nivel celular, ;por qué
la presencia de una arena diferente evita la IR sobre la MLT de RON? Nosotros
pensamos que es porque cada uno de los contextos activa mayoritariamente a
subpoblaciones diferentes de neuronas, mientras que el mismo CTX activa
mayoritariamente a la misma poblacién neuronal. Este razonamiento esta basado en
los trabajos de Guzowski etal. (1999) que describen tal escenario de activacion
neuronal. Entonces, resulta plausible que si las ratas exploran diferentes objetos
dentro de un mismo CTX, una competencia por la consolidacién de la memoria de
ambos objetos tenga lugar en el Hp y en las regiones con las que esta estructura se
conecte.

Ademas de describir el proceso de IR en la formacién de MLT de RON, en este
capitulo también mostramos que tanto la expresion de la MCT como la expresion de la
MLT son impedidas cuando un ensayo diferente se experimenta 30 minutos antes de
la sesidon de testeo (Figura 12). Creemos que el proceso neural asociado al ensayo que
induce la interferencia involucra la activacion de diferentes regiones del cerebro y el
uso de varios recursos que también se requieren para la expresién de la memoria
relacionada con el Obj. Entonces, cuando estos recursos no estan disponibles en el

momento de la evocacién, la expresion de la traza de memoria se deteriora. Por
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ejemplo, el Hp podria ser una de las estructuras cerebrales implicadas en este
fenomeno, dado que se ha demostrado que participa tanto en la consolidacién como
en la evocacion de la memoria de RON (Rossato et al., 2007b; Cohen et al., 2013).
Finalmente quisimos evaluar que sustratos neuronales estarian involucrados
en el procesamiento de la MLT de RON. La intension final de esta parte del trabajo fue
evaluar si la IR podria ser explicada como consecuencia de la utilizaciéon y
competencia de recursos o de la actividad cerebral en estas areas. Nuestros resultados
sugieren que se requiere la activacién de la CA1 del Hp dorsal para la formacién de la
MLT de RON testeada 24 horas luego de su formacién (Figura 15). Otros autores
también han encontrado que la infusiéon de muscimol o lidocaina en el Hp dorsal de
roedores en las diferentes etapas de una tarea de RON impide la formacién de la
memoria no espacial de objetos (Hammond, 2004; de Lima et al.,, 2006; Cohen et al,,
2013). Sin embargo, existen otros reportes que muestran que el Hp no participa e
incluso contradicen los resultados a los mencionados anteriormente (Oliveira et al.,
2010; Kim etal, 2014). No obstante, el bloqueo de factores de transcripcion
especificos o tratamientos con inhibidores de la sintesis proteica en el Hp dorsal
durante una determinada ventana temporal posterior al entrenamiento dio lugar a
deficiencias en la MLT de RON (Rossato et al., 2007b; Zalcman et al., 2015). Ademas,
extensas lesiones en el Hp realizadas varios dias después de la sesion de
entrenamiento afectan negativamente la expresion de la MLT de RON (Gaskin et al.,
2003; Mumby et al., 2005; O’Brien et al., 2006). Como se detall6, a pesar de que hay
bibliografia contradictoria sobre el rol del Hp en la formaciéon de RON, muchos son los

resultados que avalan su participacion.
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Nuestros resultados también sugieren que se requiere la activacién de la CPFm
para formar la MLT de RON (figura 16). Rossato y col. (2013) demostraron que se
requiere la activacion simultdnea de receptores D1 dopaminérgicos en la CPFm y en la
amigdala para consolidar la MLT de RON. Ademas, la infusién de un inhibidor de la
sintesis proteica en la corteza prefrontal ventral interrumpe la MLT de RON sin alterar
su MCT (Akirav et al., 2006). Estos resultados se suman a otros que muestran el papel
del CPFm en tareas de ROC, de posicion de objetos y de reconocimiento de orden
temporal de objetos (Morici etal., 2015; Warburton y Brown, 2015), destacando la
participacion de esta region del cerebro en las tareas de reconocimiento.

Hemos demostrado que el Hp dorsal y la CPFm estan involucrados en la
formacion de las MLT de RON y ROC (Figuras 8, 9, 15 y 16). Por otra parte, hemos
demostrado que cuando estas regiones fueron inactivadas de forma local mediante el
uso de muscimol antes del segundo ensayo durante la sesion de entrenamiento, la
MLT del Obj2 estaba ausente el dia siguiente mientras que la MLT del Objl se
encontraba intacta (figura 15 y 16). Estos resultados estan de acuerdo con la idea de
que ambas regiones estdn involucradas a la formaciéon de la MLT de RON vy, si un
procesamiento se encuentra en curso en estas regiones, un requerimiento de
actividad adicional de ellas podria poner en peligro la consolidacion de la traza. Sin
embargo, ;Es qué estas estructuras estdn interactuando o actian de manera
independiente? Hasta ahora esta pregunta no ha sido resuelta, pero teniendo en
cuenta el reciente descubrimiento de una proyeccién monosinaptica desde la corteza
prefrontal al Hp en ratones, es probable que estas regiones estén involucradas en un

mismo circuito. Por lo tanto, es plausible pensar que la CPFm podria ejercer control
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top - down sobre el Hp en el procesamiento de la memoria RON como ocurre en el
caso de una memoria de miedo contextual (Rajasethupathy et al., 2015).

Como ya se discutié anteriormente, los experimentos con muscimol permiten
inactivar transitoriamente alguna estructura cerebral. Tanto para el caso de la MLT de
ROC como de RON, esto evito la IR y pensamos que ello se debe a que se deja sin efecto
la competencia por la actividad del area. No obstante, ;qué mecanismo molecular
podria explicar tal efecto? Una amplia serie de reportes sugieren fuertemente que la
formacion de MLT depende de la sintesis de proteinas relacionadas con la plasticidad
(PRP) que seran utilizados en sustratos especificos (etiquetas inducidas por las
experiencias de aprendizaje) con el fin de establecer la traza de la memoria (Moncada
etal, 2015). Por lo tanto, creemos que un evento molecular plausible seria la
competencia por las PRPs inducidas para la formacion de la MLT del Obj1 y el Obj2. En
este sentido, nuestro laboratorio ha informado anteriormente la existencia de
competencia por la utilizacion de la proteina asociada al citoesqueleto y regulada por
actividad (ARC), como la causa de IR en otros paradigmas dependientes del Hp
(Martinez et al., 2012). Aunque no fue demostrado experimentalmente en esta tesis, el
mismo razonamiento podria postularse como causa de la IR en la formacién de
memoria de RON que se muestra aqui. Incluso la explicacion puede aplicarse también
a la IR observada en la expresion de MLT, debido a que resultados recientes sugieren
que la evocacion de la memoria también depende de la sintesis de proteinas (Lopez
etal,, 2015). Ademas, el hecho de que la formaciéon de la MCT no fuese vulnerable a la
IR esta de acuerdo con este mecanismo, ya que ha sido ampliamente postulado que la

MCT es independiente de la sintesis proteica (Davis y Squire, 1984; Igaz etal., 2002;
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Motanis y Maroun, 2012; Gould et al., 2014), en consecuencia, no se veria afectada por
la competencia por los PRPs.

En conclusion, nuestros resultados sugieren que tanto la consolidacion de la
memoria RON como su expresiéon son susceptibles de ser interferidas por la
exploraciéon de un nuevo par de objetos presentes en el mismo CTX y que el Hp dorsal
y la CPFm son dos de las regiones del cerebro implicadas en este fendmeno.

Lo presentado hasta aqui puso de manifiesto como la presencia de un segundo
aprendizaje puede interferir con la formacién de la MLT de un aprendizaje previo. En
el préoximo capitulo, nos proponemos evaluar tareas en las cuales el segundo
aprendizaje en lugar de interferir con la memoria del primero, permita su promocién.
A pesar de tratarse de dos resultados antagoénicos, creemos que los mecanismos
celulares que permiten explicarlos son similares. Ambos procesos, los de interferencia
como los de promocién, pueden ser discutidos y analizados bajo la 6ptica de la

hipotesis del etiquetado conductual (behavioral tagging en ingles, BT).
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Resultados - Capitulo III.

(Como podemos promocionar la memoria?

En los capitulos anteriores realizamos protocolos de interferencia, en los cuales
la formacién de una MLT para ROC o para RON es impedida al recibir un nuevo
aprendizaje. Este nuevo aprendizaje es disruptivo sobre la MLT que se estd formando,
si ocurre en una ventana temporal préoxima a él y si contiene informacién sobre otros
contextos y otros objetos. Nuestros resultados sugieren que la utilizacion de regiones
cerebrales comunes, en la formacion de las MLT de experiencias que los animales
reciben de modo secuencial, seria un factor limitante. Ello podria deberse a que ambas
experiencias requieran de la actividad o de los recursos disponibles en dichas
regiones y al competir por ellos una de las MLT se perjudica en beneficio de la otra.

Continuando con esta linea de pensamiento, nos propusimos abordar la
contracara de este fenémeno e investigar la situacion en la cual una traza débil de
memoria podria beneficiarse por un segundo aprendizaje. Antecedentes de nuestro
grupo muestran que una segunda experiencia puede promocionar la formacién de la
MLT de una tarea débil al proveerle las proteinas de plasticidad (PRPs) necesarias
para su consolidacion. En este caso, también existen requerimientos respecto del
curso temporal en el que se experimenta la tarea asociada y se observo que ella debe
ser fuerte (inducir PRPs), novedosa y compartir regiones cerebrales de procesamiento
respecto de la tarea débil (Ballarini et al., 2009; Martinez et al., 2012). De este modo,
en trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se demostré que era posible
promover la formacién de una MLT a partir de entrenamientos débiles incapaces de
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generarla por si mismos (Moncada y Viola, 2007; Ballarini et al., 2009; Moncada et al.,
2011). Utilizando memorias aversivas, como son el evitamiento inhibitorio y el
condicionamiento por miedo al CTX, ambas tareas Hp dependientes, se demostré que
es posible generar una MLT utilizando protocolos suaves que so6lo generan MCT, si se
presenta dentro una ventana temporal determinada un CA novedoso. También se
demostré que era posible inducir una MLT mediante una novedad, en una tarea
corteza insular dependiente e hipocampo independiente, como es el condicionamiento
aversivo al gusto. Sin embargo en este caso, la asociaciéon con un CA no fue exitosa, y
fue necesario utilizar una experiencia que fuera también procesada en la corteza
insular, como es el consumo de un sabor novedoso (Ballarini et al., 2009). El proceso
de promocion de la MLT de la tarea débil requiri6 de la sintesis de PRPs inducida por
la tarea fuerte asociada ya que en todos los casos se observé que bloqueando la
traduccién proteica el fendémeno desaparece (Moncada y col, 2007; Ballarini y col
2009).

Estas observaciones concuerdan con la idea de que para formar una MLT se
requiere del aporte de PRPs. Se conoce que un entrenamiento fuerte induce PRPs que
son requeridas para la formacién de MLT (Schafe etal, 1999; McGaugh, 2000;
Quevedo etal, 2004; Costa-Mattioli y Sonenberg, 2008). Sin embargo, el hallazgo
original consistiéo en demostrar que un entrenamiento débil puede utilizar proteinas
inducidas a raiz de una experiencia asociada. Este proceso fue denominado Etiquetado
conductual (Behavioral tagging en inglés: BT) y pone en manifiesto la importancia del
marcado de los sitios donde las PRPs son utilizadas. Se postula que el entrenamiento

débil etiqueta sitios especificos para la formacion de su MLT y alli se utilizan las PRPs
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que estén disponibles en el lugar y en el momento indicado (Viola etal, 2014;
Moncada et al., 2015). La hipoétesis del BT, predice que habra una interaccion entre las
etiquetas y PRPs que coexistan espacial y temporalmente (Viola et al., 2014; Moncada
etal.,, 2015). Este marco tedrico permite estudiar y explicar fenémenos de promocion
de memorias (un aprendizaje que indujo etiqueta pero no PRPs utiliza las PRPs
provenientes de otra experiencia), tanto como fen6menos de interferencia (donde las
PRPs inducidas por una experiencia son desviadas y utilizadas por etiquetas inducidas
por otro evento). En los ultimos afios se reportan antecedentes de ambos casos,
provenientes de nuestro laboratorio y de otros grupos de investigaciéon (Moncada y
Viola, 2007; Ballarini et al., 2009, 2013; Wang et al., 2010; Redondo y Morris, 2011; Lu
etal, 2011; Moncada etal, 2011; Almaguer-Melian etal., 2012; Dong etal., 2012;
Martinez et al., 2012; Cassini etal., 2013; de Carvalho Myskiw et al., 2013; Salvetti
etal., 2014; Viola etal, 2014). Considerando estos antecedentes, en el presente
capitulo estudiamos si se puede promocionar la formacién de la MLT de una
experiencia por la repeticién de dos ensayos débiles de la misma tarea. A diferencia de
los capitulos anteriores, el protocolo que utilizamos aqui evita cualquier situaciéon de
competencia entre memorias, debido a que el animal es entrenado dos veces en la
misma tarea. Nuestra hipotesis de trabajo postula que una tunico ensayo de
aprendizaje de caracteristicas débiles no es suficiente para formar una MLT debido a
que no es capaz de inducir la sintesis de ciertas proteinas de plasticidad (PRPs) que
son necesarias para el establecimiento de la traza. Un segundo ensayo de
entrenamiento experimentado en una ventana temporal adecuada contribuird a la

consolidacion de la memoria ya que posibilitara la sintesis de las PRPs necesarias.
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Postulamos que al re-entrenar a los animales en una misma tarea, se marcaran
mayoritariamente los contactos neurales que fueron estimulados en el ensayo previo
y que los mecanismos intracelulares gatillados por ambos ensayos podrian sumarse o
sinergizarse alcanzando el umbral para la sintesis de proteinas requerida para la
consolidacion de la traza. Debido a que los procesos de marcado y
sintesis/degradacion de PRP presentan cinéticas caracteristicas, postulamos que debe
existir una ventana temporal dentro de la cual resulte efectivo el protocolo de re-
entrenamiento.

En este trabajo de tesis doctoral utilizamos paradigmas de aprendizaje y
memoria basados en la exploraciéon espontdnea de los animales hacia objetos. En
particular en este capitulo realizamos entrenamientos débiles en la tarea de REO.
Antecedentes del grupo demostraron que es posible promocionar una memoria
episddica como la de REO mediante la presencia de una CA en tiempos cercanos al
entrenamiento (Ballarini y col, 2009).

Al igual que ocurre con las tareas utilizadas en los capitulos I y II, el REO se
basa en la tendencia natural de los animales a explorar objetos o lugares que les
resultan novedosos (Ennaceur y Delacour, 1988). Al presentdarsele al animal un par de
objetos idénticos en un CTX familiar con claves espaciales, se propicia la formaciéon de
una memoria tanto de los objetos como de la ubicacién donde estos se encuentran
dentro de este medioambiente espacial, informacién que es procesada en la formacion
hipocampal (Clark y Martin, 2005; Dere et al.,, 2005; Lima et al., 2009; Clarke et al,,
2010). Luego, en la sesion de testeo, mientras que uno de los objetos se ubica en la

misma posicidn el otro es desplazado a una posicion diferente a la del entrenamiento
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y por lo tanto novedosa. Si el animal es capaz de advertir este cambio pasara mas
tiempo explorando el Obj en la posicién novedosa con respecto al que se encuentra en
la posicién familiar.

El primer paso fue realizar un protocolo de la tarea de REO de manera tal que

un solo entrenamiento genere MCT y falle en inducir una MLT.
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Figura 17) Protocolo débil de REO induce MCT pero no MLT.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra la
media del porcentaje de preferencia (x SEM) en la exploracién de los objetos. Cada par de
barras corresponde a la exploraciéon durante la sesidn de testeo de un grupo experimental de
ratas. Las barras rayadas representan al Obj en la posiciéon novedosa y las lisas el Obj en la
posicidén familiar. Grupos de animales independientes fueron entrenados con un ensayo de
REO se evaludé su MCT, 1h post entrenamiento o su MLT 24hs luego del entrenamiento.
*p<0.05 vs. la posicidn familiar, Test de T pareado.

Como se observa en la figura 17, luego de un entrenamiento débil de REO se
observa MCT, dado que cuando los animales son testeados a la hora del

entrenamiento pasan mas tiempos explorando el Obj en la posicién novedosa con
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respecto al que se encuentra en la posicion familiar (t7)=2.532 p=0,0391). Mientras
que al evaluar la memoria a las 24hs de la sesiéon de entrenamiento, no se observa
MLT dado que ambos objetos son explorados de forma similar (dejando el porcentaje
de preferencia cercano al 50%) aun cuando uno ha cambiado su ubicacion
(t6=0.1494, p=0,8861).

Nuestro siguiente experimento consisti06 en realizar sesiones de re-
entrenamiento a la tarea REO débil para estudiar si se podia promocionar la
formacion de MLT de REO y cudl era el curso temporal critico para lograr dicho efecto.
En este caso los animales fueron expuestos a dos ensayos durante la sesion de
entrenamiento, separados entre si por diferentes iti (30min, 1h, 4hs y 7hs), un grupo

entrenado con una solo ensayo fue utilizado como grupo control.
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Figura 18) Ventana temporal de promocion por re-entrenamiento de REO débil.

Representaciéon esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracién de los objetos. Cada par
de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesiéon de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al objeto en la posicién novedosa y las lisas
el objeto en la posicion familiar. Se evalué la MLT a las 24 hs de la sesién de entrenamiento
de REO, en grupos independientes de animales. El grupo control (Ctrl) fue sometido a un
unico ensayo y los demas grupos a dos ensayos separados entre si por 30min, 1h, 4hs o
7hs. **p<0.01,*p<0.05 vs. la posicion familiar, Test de T pareado.

En la Figura 18 se observa que las ratas del grupo control entrenadas con un
solo ensayo, exploraron ambos objetos de manera similar (no hubo discriminacién
entre posicion novedosa y familiar (t(23)=0.95, p=0,353), sin embargo cuando los
animales recibieron un segundo ensayo 30min, 1h o 4hs después del primero,
muestran al momento del testeo preferencia por el Obj que se encuentra en la
posicién novedosa (Grupo 30min t(10)=3,00, p=0,013; Grupo 1h t(5=4.011, p=0,001;
Grupo 4hs t(7=3,82, p=0,007). Si este intervalo se extiende a 7hs, nuevamente no
observamos la MLT dado que al igual que en el caso control, estos animales no
muestran preferencia por ninguna posicién (t¢9)=1.575 p=0,1498).

Estos resultados nos sugieren que es posible generar una MLT con un
protocolo de REO débil, silos dos ensayos se separan con un iti de hasta 4 horas. A
continuacién nos interes6 evaluar si la promocion en la formacién de MLT de REO
requiere de la sintesis de PRPs inducida por ambos ensayos experimentados en la
ventana temporal critica. Para ello decidimos bloquear la traduccién proteica en la
region dorsal del Hp de las ratas, debido a que esta reportado que el procesamiento de
esta tarea involucra a dicha regidn cerebral (Clark y Martin, 2005; Dere et al., 2005;
Lima et al., 2009; Clarke et al., 2010). Los animales fueron canulados en la regién CA1

del Hp dorsal y luego de su recuperacion fueron entrenados en un protocolo de re-
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entrenamiento de REO con un iti de 1h, e inmediatamente después del segundo
ensayo, se les infundié anisomicina (Ani), un conocido inhibidor de la sintesis
proteica. En la figura 19 se puede observar el efecto amnésico provocado por la
infusion intrahipocampal de Ani (Ani 0,8ul x lado de 80pg/ul; t(10=0.1377, p=0,8932).
En contraste, el grupo de animales infundidos con solucién vehiculo formaron MLT de
REO (Grupo Veh t(10)=4.653, p=0,0009). Se realiz6 un grupo control con animales
sujetos a un Unico ensayo y que recibieron la infusion del vehiculo a la hora y cuatro
minutos del ensayo. Como era esperado, en esta condicién tampoco se observa MLT

(Grupo Ctrl t(7»=0.006, p=0,9956 ).
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Figura 19) La promocion de la MLT por re-entrenamiento de REO es dependiente de

la sintesis proteica.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM). Cada par de barras corresponde a la
exploracién durante la sesiéon de testeo de un grupo experimental. Las barras rayadas
representan al Obj en la posicién novedosa y las lisas el Obj en la posiciéon familiar. Se
evalu6 la MLT a las 24hs de ser entrenados con un ensayo de REO, grupo control (Ctrl), o
dos ensayos separados entre si 1h, inyectados en la CA1 del Hp Dorsal inmediatamente
luego del segundo ensayo con anisomicina (Ani) 6 Vehiculo (Veh). Se utilizaron grupos de
animales independientes. ***p<0.001 vs. la posicion familiar, Test de T pareado.

La figura anterior demuestra que es necesaria la sintesis proteica luego del
segundo ensayo para la formaciéon de la MLT de REO en este protocolo de re-
entrenamiento, puesto que el bloqueo con anisomicina impide la formacién de la
misma.

En los capitulos previos mostramos que la activaciéon del Hp es importante
para formar memorias de objetos en CTX o de objetos. Decidimos estudiar dicho
requerimiento para la formaciéon de la MLT de REO en un protocolo de re-
entrenamiento de dos ensayos débiles de REO. Resultados previos del laboratorio de
la Dra. Cynthia Katche demostraron que al infundir muscimol luego de un
entrenamiento fuerte de REO (que induce MLT), se impide la formacién de la MLT
(comunicacion personal). Decidimos estudiar los efectos de este agonista de los
receptores GABAa, al ser infundido en la region CA1 del hipocampo dorsal
inmediatamente luego del segundo ensayo. Los resultados obtenidos se muestran en
la figura 20, cuando la solucién vehiculo es infundida luego del segundo ensayo de
REO, se expresa MLT (Grupo Veh t)=3.05, p= 0,022); pero cuando se infundi6

muscimol (0,5ul x lado de 0,2 pg/pl) los animales no mostraron preferencia alguna

por los objetos de la posicion novedosa o familiar (Grupo Mus t)=0,15, p=0,885).
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Como era de esperar el grupo que sélo tuvo un ensayo en el entrenamiento no expresa

MLT (Ctrl t(9=0.19, p=0,853).
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Figura 20) La promociéon de la MLT por re-entrenamiento de REO es dependiente de la
actividad hipocampal.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra la
media del porcentaje de preferencia (+ SEM). Cada par de barras corresponde a la exploracién
durante la sesidn de testeo de un grupo experimental. Las barras rayadas representan al Obj en
la posicién novedosa y las lisas el Obj en la posicion familiar. Se evalué la MLT a las 24hs de ser
entrenados en grupos independientes de animales entrenados con un ensayo de REO, grupo
control (Ctrl), o dos ensayos separados entre si 1h, inyectados en la CAl del Hp Dorsal
inmediatamente luego del segundo ensayo con Muscimol (Mus) 6 Vehiculo (Veh) *p<0.005 vs.
la posicién familiar, Test de T pareado.

Por lo presentado hasta el momento podemos concluir que para la formacién
de una MLT utilizando un protocolo de re-entrenamiento de REO, es necesario que el
intervalo entre ensayos sea de hasta 4 hs. Ademas es necesaria la actividad y sintesis
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proteica en el hp, area del cerebro fuertemente involucrada con el procesamiento de
esta memoria, luego del segundo ensayo para que la estabilizaciéon de esta memoria
ocurray la MLT se forme.

En los capitulos anteriores, hemos analizado cuales son los factores que forman
parte de la experiencia que interfiere y que son importantes para el efecto deletéreo
sobre la formacion de la MLT. Aqui también nos propusimos estudiar si otros factores
experimentados una hora luego del entrenamiento débil de REO, eran efectivos en la
promocidén de la MLT de REO. Elegimos para ello tareas que involucran al Hp dorsal en
su procesado, como la novedad espacial o el estrés (Moncada y Viola, 2006; Cazakoff
etal, 2010).

Resultados previos de nuestro laboratorio publicados en el 2009 (Ballarini
etal.,, 2009) se resumen en la figura 21 y son incorporados en esta tesis a modo de
comparacion con otras tareas utilizadas como segundo ensayo. En la figura podemos
observar que es posible promocionar la memoria de REO de un entrenamiento débil si
lhora luego del mismo se expone a los animales a un CA novedoso (Grupo Ctrl tg)=
2.113, p= 0,0676; Grupo CA t)= 3.204, p= 0,0185, figura 21). Esta promocion de la
MLT de REO es dependiente de la sintesis proteica gatillada por la exposicion al
campo abierto, dado que cuando se infunde Ani en el Hp inmediatamente después a la
exploracién al mismo la MLT no es observada (Grupo Ani tn= 0,3362, p=0,7466
figura 21). En esta experiencia en particular el intervalo utilizado entre el
entrenamiento de REO y la exposicién al CA fue de sélo 15 min, pero como puede
observarse en el grupo Veh, esta distancia temporal es efectiva para promocionar la

memoria de REO (Grupo Veh t(7= 3.440, p= 0,0108).
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Figura 21) La exposicion a un CA promueve la formacion de la MLT de un
entrenamiento débil de REO. Esta promocion es dependiente de la sintesis de
proteinas generada por el CA.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (# SEM). Cada par de barras corresponde a la
exploracidon durante la sesion de testeo de un grupo experimental. Las barras rayadas
representan al Obj en la posicién novedosa y las lisas el Obj en la posiciéon familiar. Se
evalué la MLT a las 24hs de ser entrenados en grupos independientes de animales
entrenados con un ensayo de REO, grupo control (Ctrl) solo fue entrenado con un ensayo
de REO, el grupo campo abierto (CA) fue expuesto a un CA 1h luego del entrenamiento de
REO. Los animales en los grupos Vehiculo (Veh) y anisomisina (Ani) fueron entrenados con
un ensayo de REO y 15 min luego expuestos a un CA recibiendo una infusién en la CA1 del
Hp dorsal de Veh o Ani inmediatamente después de este. *p<0.005 vs. la posicion familiar,
Test de T pareado. Adaptacidn de los resultados presentados por Ballarini et al. 2009.

Por otra parte, un considerable nimero de investigaciones han demostrado
que la exposicion a estrés genera complejos efectos sobre la cognicion. El efecto
especifico del estrés depende de varios factores, que incluyen el tipo de tarea

cognitiva empleada, el tipo especifico de estresor, el tiempo al que el estresor es
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experimentado, su duracién, la naturaleza de la tarea a realizar, la valencia de los
estimulos evaluados, y las caracteristicas del sujeto, tales como el sexo y la edad (Joéls
et al., 2006; Shors, 2006; Diamond et al., 2007; Sandi y Pinelo-Nava, 2007; Wolf, 2008).
Nosotros nos preguntamos si el factor estrés puede ayudar a formar memorias débiles
y consolidarlas a MLT.

Para esta parte del estudio, debimos realizar algunas modificaciones a nuestro
protocolo experimental utilizado hasta el momento, basandonos en los resultados
obtenidos por Maroun y Akirav (2008), donde se observé que la promocién de una
memoria de REO por estrés so6lo era posible cuando no se habituaba a los animales al
CTX donde se realizé el entrenamiento, sugiriendo que el nivel de saliencia o el estrés
experimentado por el animal durante el entrenamiento son factores importantes en la
determinacion de si el estrés mejorara o pondra en peligro la consolidacion de la
memoria. Es por todo esto que, para esta parte del trabajo los animales no fueron
habituados previamente a la sesién de entrenamiento; ademas, para garantizar que
los tiempos de exploracién de los objetos fuesen similares a los utilizados hasta el
momento, se le sumo un minuto adicional al entrenamiento, siendo el mismo ahora de
5 min. Una hora luego del ensayo de entrenamiento los animales fueron puestos en
una plataforma elevada intensamente iluminada durante 30 min, modelo de estrés
agudo que elegimos, dado que se sabe aumenta los niveles plasmaticos de
corticosterona un 38% con respecto a ratas naives (Kavushansky and Richter-Levin,

2006).
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Figura 22) Un evento estresante 1h luego de la sesion de entrenamiento es capaz de
promover la MLT de un entrenamiento débil de REO.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra
la media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracién de los objetos. Cada par
de barras corresponde a la exploraciéon durante la sesién de testeo de un grupo
experimental. Las barras rayadas representan al Obj en la posicién novedosa y las lisas el
Obj en la posicion familiar. Se evalué la MLT a las 24hs de ser entrenados con un ensayo de
REO, grupo control (Ctrl), o con estrés (30 min sobre una plataforma elevada) 1h luego del
entrenamiento, (estrés +1h). Grupos independientes de animales fueron utilizados.
***p<0.001 vs. la posicion familiar, Test de T pareado.

Como se observa en la figura 22, al utilizar el nuevo protocolo experimental
de REO, sin habituacién y con un ensayo de entrenamiento de 5 minutos, al momento
del testeo, 24hs luego del mismo, el grupo control no muestra MLT ya que ambas
posiciones son igualmente exploradas (Grupo Ctrl t;2=1.294, p=0,209). Sin embargo
el grupo de animales que fue expuesto a estrés una hora luego del entrenamiento
muestra MLT dado que se observa preferencia por el Obj en la posicion novedosa

(Grupo Estrés +1h t20)=3.941 p=0,0008).
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Nuestra propuesta es que el estrés induce la sintesis proteica en regiones
como el Hp, que ya sabemos esta involucrada en procesar esta memoria. Para poner a
prueba esta hipoétesis, canulamos animales y los expusimos al mismo protocolo
experimental del punto anterior pero esta vez, 15 min antes del evento estresor, se
infundié Ani en la CA1 del Hp dorsal. Los resultados obtenidos se observan en la
figura 23. Los animales expuestos soélo al entrenamiento débil de REO no presentan
MLT (Grupo Ctrl t(13)=0.55, p=0,594), mientras que en aquellos animales que luego del
ensayo de REO se los expuso al estrés, mostraron MLT cuando se infundio Vehiculo
(Grupo Veh t12)=3.861, p=0,002), mientras que aquellos que fueron infundidos con
Ani no presentan preferencia por la posicién novedosa (Grupo Ani t(11)=0,41, p=
0,689). Este resultado nos permite sugerir que el estrés gatillaria la sintesis proteica

necesaria en el Hp para la formacién de la MLT de REO.
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Figura 23) La promocion de la MLT de REO es dependiente de la sintesis de proteinas
generada por el estres.

Representacion esquematica del protocolo experimental en la parte superior. Se muestra la
media del porcentaje de preferencia (+ SEM) en la exploracion de los objetos. Cada par de
barras corresponde a la exploracidn durante la sesidn de testeo de un grupo experimental. Las
barras rayadas representan al Obj en la posicion novedosa vy las lisas el Obj en la posicion
familiar. Se evalud la MLT a las 24hs del entrenamiento. Grupos independientes de animales
fueron entrenados con un ensayo de REO y 45 min mas tarde infundidos con solucién Veh,
grupo control (Ctrl), o entrenados con un ensayo de REO y una hora mas tarde sometidos a
estrés, donde 15 min previos a la misma se les infundié Veh 6 Ani (grupos Veh estrés +1h y Ani
estrés +1h respectivamente) **p<0.01 vs. la posicién familiar, Test de T pareado.
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Conclusiones - Capitulo III

En este capitulo hemos estudiado diferentes modos de promocionar una
MLT de un entrenamiento débil de REO. Hemos visto que cuando se somete a los
animales a dos ensayos débiles sucesivos de REO es posible formar una MLT si los
mismos se encuentran dentro de una determinada ventana temporal (entre 30min y
4hs). Ademas hemos demostrado que el segundo entrenamiento es necesario para
que se active el Hp y se gatille alli la sintesis proteica requerida para la formacion de
la MLT. Un entrenamiento débil de REO, no seria capaz de generar la sintesis de PRPs
necesaria para que su traza se estabilice y pueda expresarse su MLT, sin embargo
cuando el mismo entrenamiento se repite dentro de una determinada ventana
temporal, estos fendmenos ocurren.

También hemos visto que la formacién de la MLT de REO, puede
promocionarse por otros factores, aparte del re-entrenamiento, como son la
exploraciéon a un CA novedoso o una experiencia estresante. Estos factores funcionan,
permitiendo que en el sustrato donde esta memoria es procesada (el Hp) se gatille la

sintesis de PRPs requerida para consolidar la traza de REO.
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Discusion - Capitulo III:

En este ultimo capitulo nos propusimos indagar acerca del fenomeno de
promocién de una MLT de reconocimiento. A diferencia de lo expuesto en los dos
capitulos anteriores, en los cuales estudiamos como una traza fuerte puede ejercer
interferencia una sobre otra traza fuerte, en esta parte nos propusimos estudiar
diferentes estrategias para lograr que una traza débil que sélo genera MCT pueda
consolidase en una MLT, ya sea mediante la repeticién de la misma, protocolo de re-
entrenamiento o gracias a la presencia de un evento novedoso o estresante. Al  igual
que como sucede con el fendbmeno de interferencia pensamos que, para poder
observar la promocién de la MLT, es fundamental que la intervenciéon conductual
opere sobre sustratos neuronales compartidos con la traza mnésica de interés

En esta parte del trabajo utilizamos el paradigma de REO, el procesamiento
de esta tarea es llevado a cabo, al menos en parte, por el Hp, como dan cuenta
numerosos estudios en los cuales se ha bloqueado la MCT como la MLT tanto con
lesiones como con manipulaciones farmacolégicas en esta area (Mumby et al., 2002;
Barker et al., 2007).

Del trabajo de nuestro laboratorio de 2009 (Ballarini y col., 2009) sabiamos
que la exploraciéon del CA puede promover la formaciéon de la MLT de REO si es
presenciado a entre una hora antes y las dos horas posteriores al entrenamiento débil
de REO, que es sélo capaz de inducir MCT de por si. De este mismo trabajo también
concluimos que la sintesis proteica en el Hp inducida por la exploracién a un CA es
necesaria para que esta promociéon ocurra. La explicacion de este fendmeno de
promocién podemos encontrarla en la hipotesis del BT, que postula que un
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entrenamiento débil (el de REO en este caso) genera una etiqueta en aquellas sinapsis
que activa donde se utilizarian las PRPs sintetizadas por otra experiencia (exploracion
a un CA novedoso), permitiendo asi la estabilizacién de la traza mnesica en MLT.

Es sabido que la repeticion de un aprendizaje mejora la retencion de la
memoria (Greene, 2008; Smolen etal, 2016). La MLT pueden formase usando
protocolos de entrenamiento débiles si estos son reiterados dentro de una ventana
temporal apropiada. En este trabajo sometimos a los animales a dos ensayos débiles
de REO y evaluamos la MLT, encontrando que un iti de hasta 4h es efectivo en
promocionar la MLT pero si se extiende a 7hs ya no lo es. Es importante destacar que
a diferencia de lo que ocurre con el protocolo de promocién por CA (Ballarini et al.,
2009), en el caso de re-entrenamiento, cada ensayo tendria la capacidad de etiquetar
los sustratos que activa, y dado que ambos ensayos son iguales, es de esperarse que
mayoritariamente se marquen los mismos sustratos neuronales. Probablemente ésta
sea la razon por la cual podemos encontrar promociéon con intervalos temporales
mayores entre los ensayos a los encontrados cuando se utiliza CA. Con el protocolo de
promocidén por CA, las etiquetas inducidas por el aprendizaje de REO habrian decaido
a niveles tales que para cuando las PRPs inducidas por el CA estuvieran disponibles,
no podrian ser utilizadas en los sitios especificos en pos de estabilizar la MLT.
Mientras que cuando se realizan re-entrenamientos, los sitios son nuevamente
marcados, etiquetados, por el segundo ensayo y la promociéon puede obtenerse a
mayores distancias temporales entre trazas. Esta distancia también posee sus limites,
hecho que se pudo observar cuando los ensayos fueron separados por un intervalo de

7 horas, en esta ocasidn, el protocolo de re-entrenamiento falla en generar una MLT.
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Esto nos estaria hablando de que existe algiin cambio provocado por el primer ensayo
que debe permanecer remanente al momento de la llegada del segundo ensayo, para
que éste sea capaz de sumarse o sinergizarse con los efectos que el siguiente
entrenamiento induzca. Lo cierto es que el cambio generado por el primer ensayo
presenta un curso temporal mas acotado para el decaimiento de la marca, pero mas
prolongado para otros procesos que podrian contribuir a la sintesis de PRPs.

Con el objetivo de caracterizar un poco mas este protocolo de promocidn,
utilizamos animales canulados en la CA1 del Hp dorsal y los sometimos al protocolo
de re-entrenamiento administrando post segundo ensayo muscimol, agonista GABAA,
6 anisomicina, inhibidor de la sintesis proteica. Los resultados de estos experimentos
expuestos en la figuras 19 y 20 nos permiten sugerir que luego del segundo ensayo de
REO es necesario que se active el Hp y se gatille alli la sintesis proteica para que la
MLT pueda expresarse a las 24hs. Estos resultados estan en concordancia con la
importancia de la region hipocampal en el procesamiento de esta tarea (Clark y
Martin, 2005; Dere etal., 2005; Postma et al,, 2008; Lima etal.,, 2009; Clarke et al,,
2010). Un entrenamiento débil de REO, no seria capaz de generar la sintesis de PRPs
necesaria para que su traza se estabilice y pueda expresarse su MLT, sin embargo,
cuando el mismo entrenamiento se repite dentro de una determinada ventana
temporal, ahora es capaz de gatillar la sintesis proteica necesaria para la produccion
de PRPs y formacion de la MLT. Sin embargo, no podemos excluir la posibilidad de que
el entrenamiento débil genere una cantidad de PRPs insuficientes para la formacion
de la MLT. Estos PRPs podrian permanecer en las areas activadas durante el primer

ensayo cuando el segundo ensayo arriba. Esta segunda experiencia también
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produciria PRPs subumbrales para la formacién de la MLT, pero dado que ya existen
remanentes de la experiencia anterior, se pueden dar efectos sumatorios y se
establecen asi los contactos necesarios para la formacion de la MLT.

En conclusién, hemos dejado aqui planteado un modelo de formaciéon de MLT
por re-entrenamiento que consta de solamente dos ensayos, en lugar de ensayos
multiples, lo cual presenta una ventaja gracias a su simpleza a la hora de estudiar los
mecanismos subyacentes. La observacién que maultiples entrenamientos
promocionaban MLT datan de principio del siglo pasado. Los ensayos de Ebbinghaus
(1913) en humanos y el testeo de la memoria adquirida para una lista de palabras, es
un ejemplo de ello. Hace una década se public6 un meta-andlisis de mas de trescientos
estudios realizados con aprendizajes verbales en humanos, concluyendo que la
retencion aumenta cuando se incrementa el intervalo entre sesiones (Cepeda et al,,
2006). Estas observaciones fueron también confirmadas con otros protocolos en
modelos animales tan diversos como Aphysia, mosca, abeja, roedores y primates no
humanos (Beck et al.,, 2000; Menzel et al., 2001; Pagani et al., 2009; Bello-Medina et al.,
2013; Philips etal, 2013; Smolen etal, 2016). Luego de una centuria de
experimentacion en este area, se pueden sacar dos grandes conclusiones: primero que
el fendbmeno promnésico inducido por re-entrenamientos espaciados esta
evolutivamente conservado y segundo que no se conocen claramente las bases
neurobioldgicas de este fendmeno. Los experimentos de re-entrenamiento realizados
en este capitulo permiten sugerir que el mecanismo basico de accién dependeria de
los procesos de marca y sintesis proteica. Hemos demostrado que la inhibicién de la

sintesis proteica impide el efecto del re-entrenamiento sobre la formaciéon de MLT de
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REO. Sin embargo resta demostrar que bloqueando la marca los efectos de los re-
entrenamientos desaparecen.

La pregunta que queda planteada para los siguientes trabajos, es cudl o
cuales son las sefiales que deben encontrarse presentes al momento de llegar el
segundo ensayo que hacen posible que ahora este entrenamiento débil gatille la
sintesis proteica y consiga la consolidacion de la traza en MLT. Un candidato tentador
a jugar este rol es la actividad de las proteinas quinasas activadas por mitégenos
(MAPK). La activacién de éstas moléculas ha demostrado ser de fundamental
importancia en la formacién de memorias por re-entrenamiento en modelos de
invertebrados (Philips et al.,, 2007, 2013; Pagani et al., 2009), niveles aumentados de
pMAPK/MAPK al momento de la llegada del segundo ensayo parecen ser claves para
el éxito de la formacion de la MLT. Adicionalmente, ésta molécula esta involucrada en
los procesos necesarios para que ocurra el fenémeno de LTD (Navakkode, 2005; Brust
etal,, 2006; Mackley et al., 2015), mecanismo sinaptico que estaria involucrado en la
formacion de memorias de reconocimiento (Goh y Manahan-Vaughan, 2013). Todos
estos hechos nos llevan a pensar que la actividad de las MAPK podria ser el elemento
clave en la formacién de MLT por re-entrenamiento de REO, préximos estudios
utilizando nuestro modelo nos permitiran dilucidar esta incégnita.

El otro mecanismo de promocion de la memoria de REO utilizado en esta tesis
fue el estrés. Es ampliamente reconocido que el estrés tiene efectos sobre la memoria
y el aprendizaje, sin embargo, poco preciso es lo que se sabe sobre como el estrés
actiia sobre la memoria, existen reportes tanto de efectos dafiinos como beneficiosos.

Una de las principales consecuencias de la exposicion a stress es la activacion del eje
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Hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) y la liberacion de hormonas glucocorticoides
(cortisol en humanos, y corticosterona en la mayoria de los roedores) de la glandula
adrenal asi como también la liberacion de otros mediadores como las catecolaminas y
citoquinas. En el cerebro, estas sefiales moleculares activan a sus respectivos
receptores resultando en una serie de cambios funcionales tales como alteraciones en
la actividad sinaptica, organizacion dendritica, y neurogénesis (de Kloet et al., 2005;
Kim etal., 2006; Howland y Wang, 2008; Holmes y Wellman, 2009).

En el presente trabajo evaluamos la capacidad del estrés de promover la MLT
de una tarea de REO. Como puede observarse en la figura 22 demostramos que es
posible promocionar una MLT de REO si sometemos a los animales a permanecer por
30 minutos en una plataforma elevada bien iluminada (estrés agudo) una hora luego
de un entrenamiento débil de REO. Nosotros pensamos que de manera analoga al CA,
el estrés actiia en el hipocampo como agente promotor, propiciando que en ésta area
donde la memoria es procesada se gatille la sintesis de las PRPs que son requeridas
para consolidar la traza de REO. Nuestros resultados obtenidos al administrar un
inhibidor de la traduccién proteica en el Hp previo al estresor, estan en concordancia
con esta idea.

;Como el estrés induciria la sintesis proteica? Este hecho se apoya en el
conocimiento de que la liberacién de glucocorticoides activa receptores de
mineralocorticoides (RM) y de glucocorticoides (RG) en el cerebro. Los RM y RG estan
ubicuamente expresados a lo largo del todo el cerebro tanto en células de la glia como
en neuronas, con altos niveles en el Hp (de Kloet etal., 2005; Lupien et al., 2007).

Varios estudios han demostrado que luego del entrenamiento los receptores de
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glucocorticoides regulan vias de sefializaciéon intracelulares que se sabe son
requeridas para la consolidacién de la memoria (Chen et al., 2012). Estos incluyen las
vias activadas por CREB, las MAPK, proteina quinasa dependiente de la
calcio/calmodulina II (CamKII), y el Factor neurotroéfico derivado del cerebro (BDNF).

Actualmente estamos investigando los actores moleculares de la marca
inducida por entrenamientos débiles de REO. La finalidad es luego poder inhibir por
via farmacoloégica su induccién o establecimiento y estudiar el efecto sobre la MLT. Si
nuestra propuesta de BT es aplicable a la formacién de MLT inducida por re-
entrenamiento, novedad o estrés, en todos estos casos al impedir la marca del
aprendizaje de REO, los efectos promotores sobre la formaciéon de su MLT no se

evidenciaran.
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Discusion

Final



Discusion Final.

En este trabajo hemos visto que luego de someter a los animales a una
experiencia de aprendizaje donde son expuestos a un par de Objetos novedosos
dentro de un CTX familiar, se forman trazas de memoria acerca de la identidad del Obj
y acerca de la contextualizaciéon de ese Obj. Estas trazas son diferenciables y tienen
caracteristicas propias de procesamiento.

También hemos demostrado que cuando una segunda experiencia es
interpolada, es posible generar IR sobre la consolidacion de la MLT de la asociacién de
los objetos al CTX e incluso sobre la memoria de la identidad de estos objetos.
Comparando ambos procesos mnésicos, nuestros resultados sugieren que la memoria
de la identidad del Obj puede ser interferida durante su fase de consolidacion y de
expresion. Su ventana de consolidacion parece ser mayor a la de ROC y sélo es
afectada por una nueva asociacion muy parecida a la anterior. Es por ello que el uso de
un CTX especifico para cada Obj, preserva la memoria de la identidad de los objetos.
En otras palabras, la MLT de RON toma su tiempo para formarse, pero es poco
disruptible. Sin embargo, recordar el CTX dénde un Obj fue presentado parece ser una
memoria con una ventana de consolidaciéon menor pero con un grado de
vulnerabilidad mayor, debido a que puede ser interferida por muy diversas
asociaciones.

Nuestra investigacion aporta al conocimiento del mecanismo para explicar por
qué en algunas circunstancias los animales no pueden recordar dénde vieron un Obj

particular, pero si pueden expresar que recuerdan haber visto el Obj. Estos dos tipos
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de memoria necesitan de la activacién del Hp dorsal y de la region CPFm para su
formacion.

En contrapartida, el dltimo capitulo aborda los mecanismos de promoci6n de la
memoria de la localizacion de los Obj dentro del CTX, y para ello trabajamos con un
aprendizaje débil que no induce MLT. Determinamos que es posible promocionar la
MLT de ROE si la experiencia de aprendizaje es repetida dentro de una determinada
ventana temporal en la sesion de entrenamiento, asi como también si es asociada con
la exploracién a un ambiente novedoso o un evento estresante. La sintesis de
proteinas en el Hp dorsal es necesaria para observar el efecto promotor.

La conclusidn principal de este trabajo de tesis doctoral es que la consolidaciéon
de una traza mnésica depende del estado del sistema encargado de su procesamiento.
La consolidacion podria ser interferida cuando otra experiencia conductual compite
por la actividad o los recursos dentro de ese sistema. Si las estructuras encargadas de
procesar los aprendizajes estan superpuestas, las PRPs pueden ser compartidas
durante la consolidaciéon de las memorias. Esto sucederia de existir sustratos
neuronales comunes en el procesamiento de los ensayos experimentados durante los
entrenamientos (y en algunos casos incluso durante la evocacion). El caso antagénico
ocurre cuando, la traza puede ser favorecida gracias a la segunda experiencia que
provee o permite la sintesis de los recursos requeridos para la consolidacion.

Nuestra hipotesis estd fuertemente apoyada por un trabajo recientemente
publicado (Nomoto et al., 2016) en el que se demostro, utilizando un protocolo de BT,
que existe un aumento en el solapamiento de las neuronas activadas en la CA1 del Hp

dorsal cuando una traza débil de RON es promocionada por la presencia de un CA.
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Mdas aun, en este trabajo también demostraron que cuando se silencia
optogenéticamente el conjunto de células involucradas en la evocacion de la memoria
del CTX, la expresion de la MLT de RON es suprimida. Estos resultados estdn en
concordancia con nuestras ideas y denotan la importancia de la activaciéon
convergente de sub-poblaciones neuronales durante los ensayos de aprendizaje con el
fin de que el fendmeno de BT sea posible.

La hipotesis de BT ofrece un marco conceptual amplio en el cual la interaccion
entre la activacion especifica de sitios neuronales gatillado por las experiencias
(etiquetas) y los recursos proteicos necesarios para consolidar las trazas (PRPs)
pueden interaccionar positiva o negativamente, si existe convergencia temporal y

espacial de las senales.
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