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RESUMEN:

En el condicionamiento contextual Pavloviano de tipo aversivo, en el cangrejo
Neohelice granulata, la presentacion contingente de un contexto neutro (estimulo
condicionado, EC) y un estimulo aversivo (estimulo incondicionado, El) resulta en la
formacién de una memoria asociativa de miedo EC-El. De esta forma, en individuos
condicionados, la presentacion del EC sélo gatilla la respuesta condicionada (RC)
previamente bajo control exclusivo del El. Una vez consolidada esta memoria,
generandose asi una memoria de largo término, su persistencia puede ser
diferencialmente afectada por la re-exposicién al EC en ausencia del El. Breves re-
exposiciones al EC gatillan la reconsolidacion de la memoria y la persistencia de la RC,
mientras que repetidas re-exposiciones al EC producen una memoria de extinciény la
inhibiciéon de la RC. Tanto la reconsolidacion como la extincién fueron caracterizadas
a nivel molecular, presentando mecanismos especificos para cada proceso en
vertebrados e invertebrados. En observaciones recientes, se ha demostrado que
estos procesos son mutuamente excluyentes, y que ademads, una cantidad intermedia
de exposicion el EC no dispararia ni reconsolidacién ni extinciéon. Este novedoso
estado transitorio o limbo ha sido reportado en roedores y humanos, pero ain no
existe evidencia del mismo en modelos invertebrados. Es por eso que en esta Tesis,
se puso a prueba la hipdtesis de que una re-exposicion a un nimero intermedio de
ECs fallaria en gatillar tanto la reconsolidacion como la extincién de la memoria en el
cangrejo. Mis resultados revelan que 1 o 40 presentaciones del EC gatillan el proceso
de reconsolidacion y dejan la memoria sensible al agente amnésico cicloheximida. Por
otro lado, una re-exposiciéon a 80 o 160 ECs deja la memoria original en un estado
insensible o limbo, caracterizado por la ausencia de efecto amnésico de la
cicloheximida, y es insuficiente para desencadenar el proceso de extincion.
Finalmente, 320 presentaciones del EC producen la adquisicion de una memoria de
extincion. Ademads, las condiciones para desencadenar reconsolidacion, limbo o
extincion de la memoria son dependientes de la fuerza de la traza mnésica. Mientras
que en una memoria adquirida por un entrenamiento estadndar una re-exposicion de
80 ECs lleva a un estado limbo de la memoria, en una memoria mas fuerte la misma
re-exposicion produce reconsolidacion. Considerando que el limbo también ha sido
reportado en roedores y humanos, mis resultados sugieren que se trataria de un
mecanismo evolutivamente conservado cuya condicién fundamental es el arresto de
la labilizacién de la memoria original iniciado por los primeros ECs.
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Introduccién
1.1 - Aprendizaje y memoria

El comportamiento de un animal suele cambiar a lo largo de su vida, ya sea
como producto de un patréon genético de desarrollo como también de su interaccién
con el medio ambiente. El peso de cada uno de estos componentes en la
determinacion de la expresion comportamental puede variar notablemente entre
especies (Tomsic y col., 1993; Alcock, 2005). Sin embargo, el limite entre los aspectos
comportamentales derivados de uno y otro no es claro, ya que las posibilidades de un
animal de modificar sus acciones en base a una experiencia son parte de sus
habilidades cognitivas, determinadas tanto genéticamente como por experiencias
previas que establecen un abanico de posibilidades de analisis y procesamiento de la
informacién. Es por esto, que las habilidades cognitivas de un animal estan
directamente asociadas a las presiones ecoldgicas que llevaron a la plasticidad del
comportamiento (Shettleworth, 1993; Healy et al., 2009).

En la naturaleza, los estimulos que resultan biolégicamente relevantes para el
animal suelen presentarse con cierta repetitividad y predictibilidad en un dado
ambiente. Las teorias actuales consideran que el aprendizaje de la estructura del
medio ambiente le permite al animal realizar predicciones especificas. Mediante
estas, los animales aprenden a predecir el éxito o fracaso de sus actos asi como el
significado o consecuencia de una configuraciéon de estimulos en particular. Estas
predicciones resultan adaptativas siempre y cuando le permitan al animal modificar
su comportamiento para recibir un estimulo positivo o evitar un estimulo negativo
(Dickinson, 1980; Mackintosh, 1975; Pearce y Hall, 1980; Rescorla y Wagner, 1972).

Podemos definir por lo tanto al aprendizaje como al proceso mediante el cual
los animales adquieren nueva informacién referente a los estimulos ambientales.
Esta informacion resultante del aprendizaje genera una representacién interna del
mundo exterior que se encuentra codificada en circuitos neuronales en forma de
patrones espacio-temporales de actividad adquiridos mediante cambios en las
propiedades reactivas de las neuronas como producto del mismo aprendizaje (Dudai,
2002). Definiremos entonces a la memoria como la capacidad de retener dicha
informacién en el tiempo (Thorpe, 1963) lo cual le otorga al animal la capacidad de
acceder a la informacion en el momento que resulte necesario y asi poder realizar
predicciones y/o anticipaciones a eventos naturales biolégicamente relevantes.

1.2 - Niveles de analisis de la memoria y soporte bioldgico

Uno de los principales problemas de la neurobiologia es la incapacidad de
poder acceder al sustrato fisico de la memoria de forma directa. Sin embargo,
podemos evaluar la memoria a partir de su efecto sobre el repertorio
comportamental, el cual es producto de la actividad del sistema nervioso. De esta
manera, los patrones de conducta presentes en los estudios comportamentales
deben de reflejar la organizacion subyacente del sistema nervioso, dicho de una
manera, los estados comportamentales corresponden a estados cerebrales (Dudai,
1989).

De esta ultima definiciéon, se desprende que el aprendizaje y la memoria
pueden ser analizados en diferentes niveles de organizacion bioldgica. El primer nivel
de andlisis es el estudio del comportamiento del animal, en donde las propiedades
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del aprendizaje son inferidas a través de los cambios en la respuesta comportamental
como consecuencia de los estimulos presentados. Luego, se encuentra el nivel del
6rgano, el sistema nervioso o circuito neuronal, en donde se analiza el rol especifico
de una zona cerebral o de un circuito neuronal asociado al aprendizaje. Finalmente,
se encuentra el nivel celular y molecular que analiza la actividad de una neurona en
particular o de procesos bioquimicos asociados al aprendizaje y la memoria.

Haciendo uso de distintas aproximaciones metodoldgicas, uno puede generar
una interpretacién mas acabada de los mecanismos y sucesos involucrados en los
procesos de aprendizaje y memoria. Ejemplos de estas aproximaciones se encuentran
en las manipulaciones comportamentales, las lesiones discretas en determinadas
regiones del sistema nervioso, estimulaciones y registros electrofisiolégicos en
neuronas o poblaciones de neuronas particulares o la administracion de farmacos
que afectan algun proceso celular, funciones enzimaticas, transmisién sinaptica, vias
de sefalizacién o biosintesis de macromoléculas.

Para el estudio de la memoria y sus mecanismos bioldgicos, se utiliza una gran
variedad de animales, desde la abeja Apis mellifera (Hammer y Menzel, 1995), la
mosca Drosophila melanogaster (De Zazzo y Tully, 1995), el cangrejo Neohelice
granulata (Maldonado y col., 1997), el molusco Aplysia (Carew y col., 1972; Byrne,
1987), mamiferos roedores como ratas (McGaugh, 1966) y ratones (Roberts y Flexner,
1969), hasta primates (Harlow y Bromer, 1938).

El estudio del aprendizaje y la memoria suele contrastar el comportamiento
de dos (o mas) individuos en dos tiempos distintos. En principio, en un tiempo t1, los
individuos compartirian la misma experiencia previa, por lo que no deberian mostrar
diferencias en el comportamiento. Luego, a un individuo se los expone a una
experiencia de interés para el investigador, mientras que al otro no. Por lo tanto, a un
tiempo t2 posterior, el aprendizaje es evaluado y se hace evidente al medir las
diferencias comportamentales de los individuos que pasaron por la experiencia con
los que no la tuvieron (Rescorla y Holland 1976). Dependiendo del intervalo entre t1
y t2 es posible estudiar memorias de corto, mediano o largo plazo.

1.3 - Aprendizaje asociativo: condicionamiento clasico

Como los animales aprenden la estructura del mundo de distintas maneras, las
cuales podrian generar, o modificar, representaciones internas de distinta
complejidad (Dudai, 1989), el aprendizaje también puede clasificarse de acuerdo al
ndmero, contingencia y relevancia de los estimulos.

En particular, el aprendizaje asociativo consiste en el establecimiento de
relaciones, o asociaciones, de dos estimulos que previamente no tenian conexién
alguna. Este es el principio bdsico del condicionamiento clasico, un fenémeno
cognitivo descripto por primera vez en 1927 por Ivan Pavlov (Pavlov, 1927). En estos
experimentos, el sujeto muestra una respuesta inicial ante la presentacion de un
estimulo en particular, denominado estimulo incondicionado (El). Esta respuesta
evocada por el El se la denomina respuesta incondicionada (RI), debido a que se
presenta incluso sin experiencia previa con el estimulo en cuestién y esta asociada a
la valencia del El. Se consideran El positivos a aquellos con valencia positiva para el
animal (potencialmente beneficioso para su supervivencia), y El negativos a aquellos
con valencia negativa (potencialmente perjudiciales para su supervivencia). De
manera contingente es presentado otro estimulo que resulta neutral para el animal,
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[lamado estimulo condicionado (EC), que no genera en principio una respuesta en el
animal. El condicionamiento ocurre como consecuencia de la presentacion
contingente del ECy el El de forma tal que el sujeto experimenta la asociacién entre
estos dos estimulos y aprende que la ocurrencia del EC predice la ocurrencia del El. Si
la asociacion es establecida y adquirida, el animal mostrard una respuesta ante la sola
presentacion del EC, lo que se conoce como respuesta condicionada (RC). Por lo
tanto, se dice que el sujeto ha aprendido la contingencia de los estimulos a la cudl fue
expuesto. Este tipo de condicionamiento representa un ejemplo de cémo los
animales son capaces de aprender de las relaciones existentes entre los estimulos
que los rodean y generar una respuesta comportamental adaptativa.

1.4 - Fases de la memoria

Las memorias pueden durar desde segundos a dias o una vida entera,
dependiendo de la relevancia de la informacion que codifican y de la fuerza de la
experiencia que les dio origen. Asi, una experiencia que serd recordada por un tiempo
largo, desencadena una secuencia de fases transitorias y estables de memoria que
cubren desde el momento inmediato de la adquisiciéon y etapas intermedias, hasta
finalmente memorias estables o de largo término (Menzel, 1999).

Existen tres fases de la memoria, diferenciadas sobre la base del analisis
mecanistico, farmacoldgico, y de los requerimientos de induccién y de expresion
génica, que resultan de interés desde el punto de vista neurobiolégico. Estas tres
fases (Figura 1.1), definidas en base a su duracion relativa, son la memoria de corto
término (MCT), que se refiere a los sistemas que retienen la informacién desde el
momento de la experiencia y temporalmente mientras la informacién es transferida a
formas mas estables de almacenamiento, como la memoria intermedia (Ml), o a una
forma mas duradera como la memoria de largo término (MLT) (Squire, 1987; Sedman
y col., 1991). A pesar de poder definir estas tres fases segin caracteristicas propias
de cada una, es de utilidad e importancia, para poder estudiar la memoria, recordar
que estas son parte de un proceso gradual, no discreto de adquisicién y
almacenamiento de informacién, y que su denominacién no depende de la duracién
temporal absoluta de cada una de ellas, sino de los requerimientos de tipo celulares y
moleculares de las mismas.

MCT
MLT

Retencion de la memoria

Log (tiempo)

Figura 1.1. Fases de la memoria. Adaptado de McGaugh, 2000. MCT, memoria de corto término; MI, memoria
intermedia; MLT, memoria de largo término.

La secuencialidad de estas tres fases de memoria, sugiere un procesamiento
de tipo serial, en el cual cada una de ellas es dependiente de la anterior. Sin embargo,
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se ha demostrado que las fases también pueden ser inducidas y procesadas en
paralelo desde el momento del aprendizaje, dependiendo de la especie, del
paradigma y de las fases de memoria en cuestién. Uno de los modelos mas
estudiados, el molusco Aplysia, muestra en detalle el fenémeno de sensibilizacién de
una respuesta defensiva, un aprendizaje no asociativo, y los mecanismos celulares
que subyacen a la retencién de este aprendizaje a corto, mediano y largo término. Se
ha comprobado con respecto al procesamiento de estas tres fases de memoria que la
MLT es dependiente de la existencia de una MI. Sin embargo, el procesamiento de
éstas es independiente o paralelo a la memoria de corto término (Suttony col., 2001).
En pollos que aprenden a asociar un estimulo a un refuerzo negativo se ha
determinado un procesamiento serial de la memoria de corto y de largo término
(Gibbs y Ng, 1977), mientras que en ratas la existencia de las distintas fases de
memoria es independiente y son paralelamente inducidas por el aprendizaje (Frieder
y Allewis, 1978; Izquierdo y col., 1998).

1.5 - Procesos de memoria

Como fue definido anteriormente, la experiencia comportamental puede ser
codificada y guardada por el organismo en una memoria de largo término. La
formacién de esta MLT requiere de una serie de procesos con una determinada
dindmica temporal. El aprendizaje constituye el primer paso del proceso, llamado
fase de adquisiciéon, donde se produce la codificaciéon de los estimulos sensoriales
(Fig. 1.2; Dia 1). Luego, el segundo paso denominado consolidacion (Fig. 1.2;
Consolidacién), constituye un periodo de estabilizacion que permite a la memoria
subsistir en el tiempo (Dudai, 2004). Una vez consolidada la memoria, se puede
recuperar la informaciéon almacenada, lo cual ocurre durante la fase de evocacion
(Saray Hars 2006). Sin embargo, se ha demostrado que las memorias almacenadas no
son inmutables, sino que pueden ser modificadas ante la presentaciéon de una version
actualizada de la informacién original. En memorias consolidadas, la presentacién de
un recordatorio (presentacién del EC sin el El) puede guiar a la memoria a través de
dos procesos distintos. Por un lado, si el recordatorio es breve (en tiempo o nimero
de eventos) se desencadena un proceso llamado de reconsolidacion (Przybyslawski y
Sara, 1997; Nader et al., 2000; Pedreira y Maldonado, 2003) (Fig. 1.2A;
Reconsolidacién), por medio del cual la memoria original se vuelve labil y sensible a
tratamientos amnésicos, y necesita de un proceso de re-estabilizaciéon para volver al
estado estable. Este mecanismo de reconsolidacion permitiria integrar nueva
informacién o incrementar la duracién y/o precision de la memoria EC-El (De Oliveira
Alvares et al., 2012; 2013; Fernandez et al., 2016; Forcato et al.,, 2011; 2013; 2014;
2016; Inda et al., 2011). Por el otro, si la exposicion al EC desapareado es prolongada
o consiste en un nimero elevado de eventos, se puede inducir el fenémeno de
extincion (Fig. 1.2B; Adquisicion Extincién), el cual implicaria la formaciéon de una
nueva memoria asociativa EC-noEl (Bouton, 2004; Rescorla, 2004) que inhibe la
expresién de la memoria EC-El original. A continuaciéon detallaremos las
caracteristicas de estos fendmenos y su relacion.
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Dia 1 Dia 2 Dia3

Respuesta
Condicionada

Reactivacion

Consolidacion Reconsolidacién

Dia 1 Dia 2 Dia3

| -x] LT |

l-x]

Adquisicion Evocacién
Extincién Extincién

Respuesta
Condicionada
Disminuida

Consolidacion
Extincién

Consolidacién

Figura 1.2. Procesos de memoria. A. Dia 1: se produce la adquisicién de la memoria mediante la asociacién EC-El. Dia
2: una vez consolidada la memoria, una presentacion breve del EC (en tiempo o nimero de eventos) puede producir la
evocacion y reactivaciéon de la memoria EC-El, lo que desencadena el proceso de reconsolidacion. Dia 3: la
presentacién del EC produce la evocacion de la memoria. B. Dia 1: se produce la adquisicion de la memoria mediante
la asociacién EC-El. Dia 2: una vez consolidada la memoria, la presentaciéon prolongada del EC (en tiempo o nimero de
eventos) produce la adquisicion de una memoria de extincidon, lo que desencadena el proceso de consolidacion de la
memoria de extincién. Dia 3: la presentacion del EC produce la evocacién de la memoria de extincion. EC: estimulo
condicionado. El: estimulo incondicionado. N: cantidad n de repeticiones. (Adaptado de Makkar et al., 2010 y Auchter
etal. 2017).

1.5.1 -Reconsolidaciéon de la memoria

Si se le presenta a un sujeto experimental un recordatorio del aprendizaje
original, la memoria previamente consolidada puede retornar a un nuevo estado de
labilidad. Esta reactivacién abre una ventana de susceptibilidad a agentes amnésicos
(como por ejemplo los inhibidores de sintesis proteica) y a agentes hipermnésicos,
similar al de la consolidacién inicial (Lewis y Maher 1965; Misanin et al. 1968; Nader et
al. 2000; Pedreira y Maldonado, 2003). Basandose en estos resultados Lewis y Maher
(1965), propusieron que las memorias consolidadas podrian estar en un estado
inactivo y en otro activo, y que pasan de un estado al otro por la presentacion del
recordatorio, generalmente el estimulo condicionado.

Con la presentacién del recordatorio la memoria pasa de un estado inactivo a
un estado activo (reactivacion), seguido por un proceso de re-estabilizacién de la
informacién. A este ultimo se lo denominé reconsolidacion. Desde su inicio el término
reconsolidacién se tom6 como una segunda instancia de consolidacién (Przybyslawski
y Sara, 1997; Przybyslawski et al., 1999; Nader et al.,, 2000a). Actualmente es
entendida como un fenémeno que si bien recapitula dicho proceso, presenta
diferencias en algunos mecanismos y cinéticas (Lee et al.,, 2004; Lee et al,, 2012;
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Merlo et al., 2015). Estas diferencias pueden deberse a que en la consolidacion se
estabiliza una nueva traza y en la reconsolidacion se reestabiliza una traza mnésica
previamente formada (Dudai, 2004; Alberini, 2005; Forcato et al., 2011). Asi, una traza
consolidada puede volverse activa permitiendo su actualizacion de contenido o
fuerza mediante el proceso de reconsolidacion (Alberini, 2011; Finnie y Nader, 2012;
Forcato et al., 2014; Lee, 2009). Hoy en dia se sabe que el motor de la actualizacién de
memorias consolidadas es el error de prediccion (EP) (Pedreira et al., 2004; Sevenster
et al., 2012; 2013; 2014; Exton-McGuinnesset al., 2015; Fernandez et al., 2016), el cual
consiste en una incongruencia entre la prediccion realizada por el animal y el evento
ocurrido. Se entiende al EP como una condicién necesaria para desencadenar la
reconsolidacion de la memoria pero no suficiente, ya que el destino de dicha
memoria va a depender de sus caracteristicas (como la fuerza y edad) y del tipo de
recordatorio (Suzuki et al., 2004)

En el ano 2000, un trabajo demostré la fase de reconsolidacion en una
memoria de miedo en ratas, utilizando como agente disruptor la administracién de
anisomisina (antibiético que bloquea la sintesis proteica) de manera localizada en la
amigdala basolteral (Nader et al., 2000b). Este trabajo produjo un quiebre en el
estudio de los mecanismos de la formacién de las memorias, a partir del cual la fase
de reconsolidacion de la memoria se convirtié en un area de intensa investigacién en
las neurociencias (Dudai, 2012). A partir de esto, se ha demostrado que la sola
presentacion del recordatorio no es suficiente para iniciar el proceso de
reconsolidacién. Existen ciertas condiciones limitantes, como la edad de la memoria
(Inda et al., 2011; Forcato et al., 2013, 2014) o la fuerza de la memoria (Forcato et al.,
2013; Reichelt and Lee, 2013).

1.5.2 - Extincion de la memoria

El Fenémeno de la extincion de la memoria consiste en la disminucién de la RC
ante la presentacion repetida del EC (en tiempo o nimero de presentaciones) en
ausencia del refuerzo (El). Si durante el condicionamiento inicial se genera una
asociacion positiva entre el ECy el El, la ruptura de esa asociacion se define como la
extincion de esa respuesta (Rescorla, 2004).

En busca de explicar el fenémeno de extincién, algunos modelos han
propuesto que la extincion se debe a un proceso de borrado de la asociacién original
EC-El, ya que se produce una violacién de la contingencia establecida durante el
condicionamiento inicial (Rescorla y Wagner, 1972, Wagner y Rescorla, 1972). Se dice
que la asociacién EC-El que media la ocurrencia de la RC se debilita, y finalmente
queda sin efecto durante el entrenamiento de extincién, ya que el EC pierde su
habilidad de producir la RC (Myers y Davis, 2002). Sin embargo, existen resultados
comportamentales que van en contra de la hipétesis de borrado, ya que, bajo ciertas
manipulaciones experimentales, se encuentra que la memoria original puede volver a
surgir. Estos resultados son considerados como caracteristicas diagnosticas
inherentes a la extincién (Bouton, 2002, Myers y Davis, 2002), como la recuperacion
espontanea y la reinstalacién (Merlo y Romano, 2008; Hepp et al., 2010; Fustifiana et
al,, 2013).

Por otro lado, si se impide selectivamente la consolidacién de la memoria de
extincion, sin afectar su adquisicion, mediante la administracion de agentes
amnésicos como la inhibiciéon de sintesis proteica, al evaluar la memoria se observa
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una retencién de la memoria original (Falls et al., 1992, Pedreira y Maldonado, 2003,
Perez-Cuesta y Maldonado, 2009). Este hecho provee evidencias de que, a pesar de la
adquisicion de la memoria de extincién y consecuente caida de la RC, la memoria
original permanece intacta.

Otro de los procesos propuestos propone que la extinciéon se basa en una
nueva memoria que compite con la original sobre el control de la RC (Konorski, 1948;
Pavlov, 1927). Estos modelos suponen que la extincién genera una segunda
asociacién de tipo EC-noEl, que actla en paralelo con la asociacién excitatoria inicial,
y que compite con esta Ultima por el control de la activacion de la representacion del
El. Esta hipétesis ha dominado por sobre el resto de las hipétesis sobre la naturaleza
de la memoria de extincion.

La formacion de la memoria de extinciéon y su consolidaciéon son fenémenos
menos estudiados que los de la adquisicién y consolidacion de la memoria original
(Davis y Myers 2002). Sin embargo, se han encontrado ciertas coincidencias en los
eventos celulares y moleculares que subyacen a la consolidacién de estos dos
procesos (Lu et al., 2001; Santini et al., 2001), lo que es coherente con el concepto de
que la extincién es un nuevo aprendizaje asociativo (Pavlov, 1927; Myers y Davis,
2002). Por otra parte, la consolidaciéon y la extincién presentan diferencias a nivel
molecular. Se ha demostrado que calcineurina (CaN), una proteina fosfatasa
dependiente de calcio y estimulada por calmodulina, puede afectar a la consolidaciéon
de la memoria original y la memoria de extincién de maneras opuestas. Mientras que
la inhibiciéon de CaN durante el entrenamiento facilita la consolidacién de la memoria
original (lkegami y Inokuchi, 2000; Baumgartel et al., 2008), la inhibicién durante la
sesion de extincion inhibe la consolidacion de la memoria de extincion (Merlo et al,,
2014). Esta evidencia sugiere que la extincion involucra mecanismos de
depotenciacién de la memoria EC-EI complementarios a la formaciéon de la nueva
memoria EC-nokEl.

1.5.3 - Relacién entre la reconsolidacion y la extincion de la memoria

La reconsolidacion y la extincion comparten dos caracteristicas
fundamentales. Los dos procesos son inducidos por la presentacién del recordatorio
sin el refuerzo, y los dos fendmenos modulan la expresiéon de la memoria original. En
este sentido, se puede decir que la reconsolidacion y la extincién de la memoria son
dos procesos que guardan una estrecha relacién funcional, que sin embargo, estarian
basados en mecanismos distintos.

Yendo a una descripcién mas detallada, la reconsolidacion y la extincién se
basan en el hecho de que ambos procesos son inducidos por el mismo estimulo, el EC.
Mientras que una re-exposicion breve al EC desencadena el proceso de
reconsolidacion, una re-exposicion prolongada al EC induce la extincion de la
memoria. Por lo tanto, ambos procesos requieren para su induccién la presentacion
de un estimulo relacionado con la experiencia anterior. Otra caracteristica
compartida entre estos dos procesos es que se basan en la modulaciéon de la
expresion de una memoria previamente adquirida, como por ejemplo la memoria
asociativa original. Mientras que la reconsolidacion involucra una desestabilizacion
(labilizacién) y una re-estabilizacién posterior de la memoria original (Nader et al.,
2000a), la extincion involucra la formacion de una nueva memoria que compite e
inhibe la expresion de la memoria original (Myers y Davis 2002). Incluso, existe
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evidencia de que existen procesos multiples que contribuyen a la adquisicién de la
extincion. En conjunto, la fFormacién de una nueva memoria inhibitoria y la pérdida de
la fuerza asociativa o borrado parcial de la memoria original por reclutamiento de
mecanismos propios de la labilizacién de esta memoria (Lee et al., 2008; Lai et al.,
2012; KhalafF et al., 2018), podrian explicar la extincién. Sin embargo, la
reconsolidacién y extincion comparten el hecho funcional de que ambos procesos
representan una nueva oportunidad para el individuo de modificar la informacién
previamente almacenada, una afectando la representaciéon de la memoria original,
mientras que la otra, afectando principalmente su expresién. Estos mecanismos,
serian de gran valor adaptativo, ya que el animal puede actualizar la informacién de la
configuracién de su ambiente a medida que esta cambia.

Podemos decir entonces que un mismo estimulo, el EC, posee la capacidad
tanto de desencadenar un proceso desestabilizador de la memoria original
(reconsolidacion), y otro en el cual la expresidon de la memoria original es inhibida
(nueva memoria de extincién).

En observaciones recientes en roedores se ha demostrado que los procesos
de reconsolidacion y extincién son mutuamente excluyentes, y que ademas, una
cantidad intermedia de exposicion el EC no dispararia ni reconsolidacién ni extincion
(Merlo et al.,, 2014). Este novedoso estado transitorio o limbo se ha reportado
también para humanos y se caracteriza por la insensibilidad a agentes amnésicos
luego de presentaciones intermedias del EC (Flavell y Lee, 2013; Merlo et al., 2014;
Sevenster et al., 2014; Merlo et al., 2018). Podemos decir entonces que la exposicion
al EC genera al menos tres procesos de memoria diferentes. La existencia de una fase
insensible o limbo separando las condiciones para desencadenar reconsolidaciéon o
extincion agrega una nueva dimension al estudio de las propiedades moleculares de
la persistencia de la memoria sugiriendo la existencia de mecanismos moleculares
especificos y segregados encargados del arresto de la reconsolidacién y el inicio de la
extincion de manera independiente.

1.6 — Sujeto experimental

En esta Tesis se utilizé al cangrejo Neohelice granulata como sujeto
experimental. El paradigma utilizado es el de condicionamiento contextual
Pavloviano (CCP). Este se basa en el aprendizaje asociativo de miedo al contexto, en
el cual los animales relacionan un estimulo visual de peligro (EVP) con un contexto
determinado en el que este les es presentado (Maldonado, 2002; Fustifiana et al.,
2013). Los animales presentan una robusta repuesta inicial de escape ante el pasaje
del EVP, una figura opaca que se desplaza por encima del individuo (Pereyra et al.,
1999). El contexto, a su vez, puede ser iluminado de dos formas alternativas
generando dos escenarios distintos que el cangrejo interpreta como contextos
diferentes (Hepp et al,, 2010). La presentacion repetida del EVP, asociada con una de
estas iluminaciones, tipicamente en un entrenamiento de 15 ensayos con un intervalo
entre ensayos (IEE) de 3 min, produce una disminucién de la respuesta de escape al
pasaje del EVP (Fig. 1.3A, Entrenamiento). A través de los sucesivos ensayos, se
produce un cambio de estrategia defensiva, donde la respuesta de escape primera,
considerada energéticamente costosa, es reemplazada por una respuesta de
inmovilidad, mas econdémica, que persiste a través del tiempo (Pereyra et al., 1999,
Pereyra et al., 2000). Este decremento en la respuesta de escape persiste al menos
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una semana. De esta forma, durante la fase de evaluacion la comparacion estadistica
de la respuesta de animales entrenados (EN; sometidos al pasaje repetido del EVP),
con la de animales controles no entrenados (CT), revela diferencias significativas en
el nivel de respuesta (Fig 1.3A, Evaluacién). De esta comparacion surge la definicion
operativa de la retencion de la memoria. Basados en experimentos
comportamentales de contexto-especificidad (Pereyra et al., 2000; Fustinana et al.,
2013), se demostré que esta memoria es contexto especifica, ya que solo se observa
retencién si la evaluacion se lleva a cabo en el mismo contexto espacial del
entrenamiento.

Una vez consolidada la memoria, si se re-expone brevemente el animal al
contexto del entrenamiento sin refuerzo, como podria ser una sola presentacién del
EC (Fustinana et al., 2013), se desencadena el proceso de labilizaciéon de la memoriay
se abre una ventana de reconsolidacién que se estima tiene una duracién de 6 hs
(Pedreira et al., 2002) durante la cual la memoria se encuentra sensible a distintos
agentes amnésicos. Luego de esta re-exposicion breve, al evaluar la memoria al dia
siguiente, los animales EN mostrardn retencién de la memoria mientras que los
animales CT no (Fig. 1.3B).

Por otro lado, la extincién de esta memoria puede ser lograda por una re-
exposicion al contexto del entrenamiento sin refuerzo, ya sea de forma continua o en
varias presentaciones discretas, pero que sumen al menos 2 h de duracién (Pedreiray
Maldonado, 2003; Hepp et al., 2010; Fustinana et al., 2013), y esta extincion cumple
con distintas caracteristicas diagnosticas del fendémeno, como recuperacion
espontanea y reinstalacion por presentacion de un refuerzo no asociado al contexto
(Merlo y Romano, 2008; Hepp et al., 2010; Fustifana et al., 2013). Luego de esta re-
exposicion prolongada, al evaluar la memoria al dia siguiente, ni los animales EN ni
los animales CT mostraran retencién de la memoria (Fig. 1.3C).

Si bien la reconsolidacion y la extincion son procesos mutuamente
excluyentes (Pedreira y Maldonado, 2003; Suzuki et al., 2004), esto no se debe a que
uno de estos procesos resulta restrictivo para el otro, sino a la consecuencia de un
mecanismo mnésico que dirige la memoria hacia uno u otro destino. En el cangrejo se
ha demostrado que bajo ciertas condiciones de reactivaciéon, como sucesivas sesiones
de re-exposicion al EC (por ejemplo: una sesién de reactivacién seguida de un
entrenamiento de extincién), estos dos procesos pueden co-existir y desarrollarse en
paralelo (Pérez-Cuesta y Maldonado, 2009). Llevando este concepto a un protocolo
comportamental, como una sesién de extinciéon de varios ensayos de presentaciéon
del EC, implicaria que el primer EC (o primeros) desencadenaria la reconsolidacion. A
medida que uno continta presentando el EC, y llegado el momento donde se
alcanzan las condiciones necesarias, se desencadena la extincién a pesar de que la
reconsolidacion sigue en curso.

Los distintos procesos de memoria, como la consolidacién, reconsolidaciéon y
extincion han sido evidenciados en el Laboratorio de Neurobiologia de la Memoria en
el modelo invertebrado de Neohelice granulata a lo largo de las Gltimas dos décadas
(Fustinana et al., 2013; Maldonado, 2002; Pedreira y Maldonado, 2003). Sin embargo,
no existe evidencia en este modelo de la existencia de una fase transitoria o limbo,
reportada hasta el momento sélo en roedores y humanos por algunos trabajos
(Flavell y Lee, 2013; Merlo et al., 2014; Sevenster et al., 2014; Merlo et al,, 2018). A
partir de esto se desprende el interés en determinar si dicho proceso se encuentra
evolutivamente conservado, si estd presente en animales invertebrados como el
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cangrejo Neohelice granulata y eventualmente establecer las condiciones
paramétricas y limitantes para que esto ocurra, en donde van a jugar un rol
importante la fuerza de la memoria y la cantidad de ECs presentados durante la
reexposicion.

A

Dia 1 Dia 2

(Erremmients }———{ evamcon

-

N°de ECs CcT EN

Respuesta
Respuesta

Dia 1 Dia 2 Dia 3

[ Entrenamiento ]—[ Re-exposicion breve ]—[ Evaluacion ]

N° de ECs CcT EN
C
Dia 1 Dia 2 Dia3

[ Entrenamiento ]—[Re-exposicién prolongada]—[ Evaluacion ]

.

N° de ECs

Respuesta
Respuesta

Figura 1.3. Esquemas propios de un paradigma del CCP. A. Dia 1: entrenamiento de 15 ensayos que produce una
disminucion en la respuesta de escape del animal. Dia 2: sesion de evaluacion. B. Dia 1: entrenamiento de 15 ensayos
que produce una disminucién en la respuesta de escape del animal. Dia 2: una vez consolidada la memoria, la re-
exposicion breve al EC (en tiempo o nimero de eventos) produce la labilizacién y reconsolidacién de la memoria. Dia
3: sesién de evaluacion. C. Dia 1: entrenamiento de 15 ensayos que produce una disminucién en la respuesta de
escape del animal. Dia 2: una vez consolidada la memoria, la re-exposiciéon prolongada al EC (en tiempo o nimero de
eventos) produce la adquisiciéon de una memoria de extincién. Dia 3: sesién de evaluacién. CT: grupo no entrenado o
control. EN: grupo entrenado. (Adaptado de Makkar et al., 2010).

Pagina | 10



1.7 - Objetivos e hipotesis
1.7.1 - Objetivo general

En base a la evidencia en roedores y humanos sobre la existencia de una fase
transitoria o limbo que segrega los procesos de reconsolidacion y extincién, y
basados en el marco tedrico expuesto, el objetivo general de este trabajo es estudiar
la conservacién evolutiva del limbo en un animal invertebrado como el cangrejo
Neohelice granulata.

1.7.2 -Hipotesis general

En este marco tedrico nuestra hipétesis es que al igual que en mamiferos, los
procesos de reconsolidacién y extinciéon de una memoria asociativa en invertebrados
son mutuamente excluyentes y estdn segregados por una fase de limbo, inducida por
exposiciones intermedias al EC. En base a esta hipétesis central planteamos los
siguientes objetivos e hipoétesis particulares:

Objetivo 1: Estudiar las condiciones paramétricas necesarias para desencadenar una
fase transitoria de la memoria o limbo en el cangrejo Neohelice granulata. En
particular resulta de interés indagar sobre la cantidad de presentaciones del EC
necesarias para disparar dicho proceso. Para ello se estudié la sensibilidad de la
memoria original a un agente amnésico robusto como la cicloheximida, un inhibidor
de la sintesis de proteinas, luego de una re-exposiciéon a un nimero intermedio de
ECs.

Hipotesis 1: En el paradigma de condicionamiento contextual Pavloviano en el
cangrejo Neohelice granulata, la exposicion a un ndmero intermedio de ECs en
animales con memoria consolidada es incapaz de disparar tanto el proceso de
reconsolidacién como el de extincién, dejando a la memoria en un estado transitorio.

Prediccion 1: Esta fase transitoria o limbo de la memoria, gatillada por una
reexposicién a un nimero intermedio de ECs, se caracteriza por la falta de labilizacién
de la memoria original y la no Formacién de una nueva memoria de extincién. Por lo
tanto, la inyeccién sistémica de cicloheximida como agente amnésico, que resulta
deletérea para la memoria original en exposiciones breves al EC o impide la extincién
en exposiciones al EC prolongadas, no afectard la respuesta condicionada cuando es
administrada en conjunto a una exposicion a un nimero intermedio de ECs.

Objetivo 2: Estudiar las condiciones limitantes para que se desencadene esta fase
transitoria. En particular resulta de interés estudiar cual es el efecto que tiene la
fuerza de la traza mnésica sobre el destino que tomara la memoria luego de la sesién
de re-exposicion. Para ello se estudio la sensibilidad de una memoria mas fuerte a un
agente amnésico robusto como la cicloheximida, un inhibidor de la sintesis de
proteinas, luego de una re-exposicién que desencadena limbo en una memoria
adquirida por un entrenamiento estandar.
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Hipotesis 2: En el paradigma de condicionamiento contextual Pavloviano en el
cangrejo Neohelice granulata, cuando la traza mnésica consolidada es fuerte, la
exposicion a un nimero intermedio de ECs produce la reconsolidaciéon de la memoria.

Prediccion 2: Aumentando la fuerza del entrenamiento, la memoria resulta mas
dificil de desestabilizar y por lo tanto habria un “corrimiento hacia la derecha” en la
cantidad de ECs necesarios para lograr gatillar limbo. Se espera que un protocolo de
re-exposicion que gatilla limbo en una memoria estandar no serd suficiente para
gatillar el mismo proceso cuando la memoria es fuerte, y esta memoria entrard en
reconsolidacién.
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Materiales y Métodos

2.1 - Animales

Se utilizaron cangrejos machos adultos, de la especie Neohelice granulata
(antes denominado como Chasmagnathus granulatus; Dana 1851; Superclase:
Crustacea; Clase: Malacostraca; Orden: Decapoda; Infraorden: Brachyura,
Superfamilia: Grapsoidea; Familia: Varunidae) (Fig. 2.1A), con un ancho de caparazén
de entre 2,6 y 2,9 cm y un peso de 17 gr aproximadamente. Estos cangrejos habitan
en las zonas de transicion de agua dulce y salada, en general en terreno llano (Fig.
2.1B). Se distribuyen desde el Golfo San Matias (Argentina) hasta la costa sur de
Brasil (Bond-Buckup et al., 1991). Su principal predador es la gaviota cangrejera
(Beron 2003) (Fig. 2.1C), lo cual constituye un dato fundamental, dado que los
estimulos que pasan por encima del horizonte visual son interpretados por el animal
como potencialmente peligrosos (Zeil y Zanker, 1997).

Los cangrejos fueron capturados desde la costa, en las rias de San Clemente
del Tuyu, Provincia de Buenos Aires, a profundidades de menos de 1 metro. En el
laboratorio los animales fueron alojados de a 20 individuos en cubas rectangulares de
plastico (35 x 48 x 27 cm), con 1 - 2 cm de agua salobre (salinidad 12 %o p/v, pH= 7,4;
Marinemix, Cristal Sea, USA ), a una temperatura de 22 - 24 °Cy sujetos a un periodo
de luz oscuridad de 12-12 hrs (luz de 7 a 19 hrs). Esta agua no solo se utiliza para el
mantenimiento de los cangrejos, sino también en cada experimento. El agua se utiliza
en los contenedores de los equipos experimentales y en los contenedores guardados
en cajoneras utilizadas en los intervalos entre las sesiones de los experimentos. Tras
la llegada al laboratorio, todos los animales fueron marcados en su caparazén con un
punto de goma eva blanca y luego pasaron por un periodo de reposo de al menos 48
hrs antes de iniciar la etapa experimental correspondiente y todos los experimentos
fueron realizados dentro de los 10 dias siguientes, entre las 8 y las 19 hrs. Cada
cangrejo fue utilizado en un solo experimento y cada experimento fue realizado con
animales provenientes de una misma captura.
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Figura 2.1. A. Neohelice granulata. B. Habitat de Neohelice granulata en San Clemente del Tuyd,
Provincia de Buenos Aires, Argentina. Zona de captura de ejemplares. C. Gaviota cangrejera. Principal
predador frente al cual los cangrejos despliegan una respuesta defensiva.

2.2 - Dispositivo experimental

El dispositivo experimental, también conocido como actémetro, consiste de
un contenedor de plastico opaco anaranjado, con paredes céncavas de 12 cm de
altura, con un didmetro de base de 9 cm y 23 cm de didmetro superior. El mismo
contiene agua salobre en su interior, a una altura de 0,5 cm (~50 ml). Cada actémetro
aloja a un solo sujeto experimental al mismo tiempo. Asimismo, el dispositivo cuenta
con una pantalla opaca negra rectangular (28 x 7,5 cm) ubicada horizontalmente de
forma tangencial, 12 cm por encima del contenedor. Esta pantalla constituye el
estimulo visual de peligro (EVP). La pantalla, operada mediante un motor controlado
por una computadora, se mueve horizontalmente a velocidad angular constante
(w=72°/seg) describiendo un angulo de 90° que barre el espacio por encima del
actoémetro. Cada ensayo de la sesion de entrenamiento o de evaluacién consiste de
dos ciclos de movimiento de ida y vuelta de la pantalla, cada ciclo seguido de un
intervalo de 2 seg sin estimulacién, con una duracion total de 9 seg (Fig. 2.2A).

Por encima de los actdmetros se encuentran una serie de cdmaras que
permiten filmar de a 4 actémetros por cdmara la actividad de los animales durante el
experimento. Estos videos son analizados mediante un software de seguimiento que
detecta la posicion del punto de goma eva, que se corresponde con la posicion del
animal, y por ende permite analizar la distancia recorrida por los mismos.

El actémetro puede ser iluminado de dos modos distintos (Fig. 2.2B). La
iluminacién estandar estd dada por 3 ldmparas LED que proveen una luz indirecta
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desde arriba. La modalidad de iluminacién alternativa es iluminado desde debajo del
contenedor, por una ldmpara incandescente de 5 W. Esta luz se trasluce a través del
contenedor y deja en penumbras al espacio que se encuentra por encima de este.
Esta iluminacidon provee un entorno completamente diferente al anterior (Fustifana
et al., 2013). Estas modalidades de iluminacion pueden utilizarse alternativamente. El
software utilizado para controlar el dispositivo experimental permite configurar el
tipo y tiempo de iluminacién, presentacién del EVP, su nimero y momento en el que
es presentado con respecto al tipo de iluminacion. Esto otorga una gran flexibilidad
para generar distintos esquemas de entrenamiento, re-exposicion y evaluacioén.

La habitaciéon experimental se encuentra a una temperatura de 22 °C-24°C,y
cuenta con 20 actémetros separados por tabiques de madera, donde 20 cangrejos
pueden ser entrenados, tratados o evaluados simultdneamente. Asimismo, la
habitaciéon cuenta con cajoneras donde los animales son alojados entre sesiones en
contenedores individuales con agua salobre. Cabe aclarar que un mismo cangrejo
siempre es entrenado, tratado y evaluado en un mismo actémetro para descartar asi
las posibles diferencias de estimulacion que puedan presentar los distintos
actoémetros. Ademas, el animal siempre vuelve a su mismo contenedor individual.

A

2,5 25
seg 2seg seg

@

Figura 2.2. Equipo experimental. A. Esquema del desplazamiento del EVP durante un ciclo de
movimiento. Cada ensayo consta de dos ciclos de movimiento (2,5 seg), separados por un intervalo de
tiempo de 2 seg. B. Esquema del dispositivo experimental iluminado de las dos formas posibles. 1-
Inferior, 2- Superior.
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2.3 - Procedimiento general

Como procedimiento general, en cada experimento se formaron dos grupos
de cangrejos (n= 40 animales por grupo) por cada tratamiento experimental: un
grupo que recibird el entrenamiento (EN) y un grupo no entrenado utilizado como
control (CT). Invariablemente, en el Dia 1 los animales recibieron la sesiéon de
entrenamiento. En funcién del nimero de ensayos, los entrenamientos fueron
considerados como estandar (15 ensayos) o fuerte (30 ensayos) (Pedreira et al.,
1998). En los distintos experimentos, en el Dia 2 los animales fueron re-expuestos al
contexto de entrenamiento sin la presentaciéon del EVP. Luego, los animales fueron
evaluados en el Dia 3. Dependiendo del caso, las distintas sesiones de re-exposicion
podian estar seguidas de una inyecciéon de solucién vehiculo (VHC) o solucién de
cicloheximida (CHX).

2.4 - Paradigma de Condicionamiento Contextual Pavloviano (CCP)
2.4.1 - Sesion de entrenamiento

En el Dia 1 los cangrejos fueron colocados en los actémetros iluminados desde
abajo y tras 10 min de tiempo de adaptacion, recibieron un primer ensayo de pre-
entrenamiento seguido de 15 o 30 ensayos de entrenamiento. Cada ensayo estaba
compuesto por un cambio de iluminaciéon del contexto desde inferior a superior,
quedando la ultima encendida durante 27 seg (EC). En los ultimos 9 seg de esta, se
producia el pasaje del EVP (El), co-terminando estos dos estimulos. Luego, se
producia un nuevo cambio hacia la iluminacién inferior hasta el siguiente ensayo. El
intervalo entre los Els fue de 171 seg, y entre los cambios de iluminaciéon desde
inferior a superior fue de 153 seg (Fig. 2.3A). Simultdaneamente, los cangrejos que
actuaron como controles no entrenados fueron expuestos a los mismos cambios de
iluminacion pero sin recibir el EVP en los ensayos de entrenamiento.

2.4.2 - Sesion de re-exposicion

En el Dia 2, 24hs luego del entrenamiento, los cangrejos recibieron distinto
namero de re-exposiciones al EC (luz superior durante 27 segundos separada por
intervalos de luz inferior de 27 seg) (Fig. 2.3B). En algunos grupos experimentales los
animales no fueron re-expuestos al EC, mientras que en otros las re-exposiciones
fueron de 1, 40, 80, 160 o0 320 ECs.
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Figura 2.3. Esquema de un ensayo. A. Entrenamiento: el dispositivo es iluminado desde la fuente
luminica inferior (1) antes del comienzo de cada experimento y durante los intervalos entre
presentaciones del EC. La iluminacién superior (2) conforma el EC. El mismo tiene una duracién de 27
seg. En los grupos entrenados, el El, tiene una duracién de 9 seg, y es presentado durante los Gltimos 9
segundos el EC. De esta manera el EC co-termina con el El. B. Re-exposicion: presenta el mismo patrén
de iluminacién que el entrenamiento con la diferencia de que la iluminacién inferior tiene una duracién
de 27 seg. A estos intervalos entre presentaciones del EC se los conoce como IEE. Tampoco hay
presentacién del EC durante la re-exposicion.

2.4.3 - Sesion de evaluacion

La evaluacioén de la retencion de la memoria tuvo lugar en el Dia 3, 24hs luego
de la(s) re-exposicién(es). En todos los casos la evaluaciéon consistio de la
cuantificacién de la distancia recorrida como respuesta comportamental de los
cangrejos durante los 9 seg de duracién de la presentacién del EVP. La evaluacién
consistié de la presentacién de un Unico ensayo.

2.5 - Drogas y su administracion

Se utilizo solucién Fisiolégica de crustadceos como solucion vehiculo (Hoeger y
Florey, 1989) (concentraciones molares: NaCl 0,45, CaCl, 0.015, MgCl, 0,021, KCl
0,01). La CHX fue comprada a Sigma Co. La misma fue aplicada en dosis de 40 ug por
animal diluida en un volumen de 50 pl. Todas las inyecciones fueron dadas del lado
derecho del animal a través de la membrana cefalotoracica-abdominal dorsal,
controlando la profundidad de penetracién a 4 mm mediante una camisa colocada en
la aguja de la jeringa, de modo de asegurar la liberacién de la solucién inyectada en el
saco pericardico (Fig. 2.4). Debido a que los cangrejos carecen de una barrera
hematoencefalica endotelial (Abbott, 1970), y sumado al hecho de que la sangre es
distribuida mediante un sistema capilar del sistema nervioso central, es posible
aplicar inyecciones sistémicas que alcancen los ganglios cerebrales.
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Figura 2.4. Administracién de droga. Esquema de vista dorsal de Neohelice. Se indica la forma y el lugar
de administracion de las drogas. (Extraido de Carbé Tano, 2013; Tesis doctoral).

2.6 - Analisis de videos y obtencion de la variable respuesta

Como se indicé con anterioridad, el comportamiento de los animales fue
registrado en video por medio de cdmaras situadas por encima de los actémetros,
abarcando 4 actémetros por cdmara. Estos videos, con una resoluciéon temporal de 10
cuadros por segundo, fueron analizados mediante un software de seguimiento que
detecta la posicion del punto de goma eva, que se corresponde con la posicion del
animal. El software devuelve las coordenadas del animal en cada cuadro y esto nos
permite calcular la distancia recorrida por el animal en el total del ensayo, de 9 seg de
duracién. A partir de la distancia recorrida en cada cuadro, se calculé también la
velocidad total acumulada, como la sumatoria de las velocidades en cada cuadro
(distancia recorrida desde el cuadro previo al cuadro en cuestién, dividido por 0,1 seg
que es el tiempo entre cuadros). Para el calculo de ambas variables se tomé el total
del ensayo de 9 seq, incluyendo los intervalos entre ciclos de pasaje de la pantalla, ya
que integrando todo este bloque se redujo la dispersién de datos. Finalmente, luego
de analizar estas dos variables se opté por la distancia total recorrida como variable
respuesta de todos los experimentos de esta Tesis ya que constituye la medida
confiable del nivel de reactividad del animal ante el EVP y la variable respuesta con
menor dispersion de datos.

2.7 - Analisis estadistico

Como primera medida, se evaluaron los datos de la sesién de pre-
entrenamiento mediante un ANOVA de un factor y solo se continué con el analisis en
aquellos experimentos donde no existieron diferencias significativas (p > 0.05) entre
grupos. De esta forma se pudo confirmar que no existian diferencias en la respuesta
de los grupos previas a la aplicacion de las distintas condiciones experimentales.
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El nimero de animales por grupo experimental fue entre 25 y 40. La
variabilidad en cuanto al tamafno muestral se debe a los animales muertos durante el
transcurso del experimento, y a la aplicacién de un criterio de eliminaciéon de
animales teniendo en cuenta la respuesta ante el primer pasaje del EVP (sesién de
pre-entrenamiento). Se excluyeron del analisis a aquellos animales que tuvieron una
baja reactividad ante el estimulo. Por otro lado, también se eliminaron aquellos
animales con valores atipicos (mediante el andlisis de los residuos) tanto en la sesion
de pre-entrenamiento como en la evaluacién.

A partir del extenso trabajo de nuestro laboratorio con el paradigma de
condicionamiento contextual Pavloviano, la retencion de la memoria de largo
término queda definida operacionalmente como la diferencia significativa (prueba
t, p < 0.05) entre los grupos CT y EN en el nivel de respuesta media durante la
sesion de evaluacion, de modo tal que EN < CT. La misma diferencia significativa se
mantiene cuando los cangrejos son inyectados con VHC. Por lo tanto, y en base a
estas predicciones, el nivel de respuesta durante la sesién de evaluacién (dia 3) se
analiza mediante un ANOVA de un factor seguido de comparaciones planeadas a
priori (Rosenthal y Rosnow, 1985; Howell, 2009). Se asume una falta de memoria o
amnesia cuando se encuentra una falta de diferencia significativa entre los grupos CT
y EN. En el caso en el que se aplicara un entrenamiento de extincion, la falta de
diferencia significativa entre los grupos CT y EN, se considera como retencién de la
memoria de extincién. En cada experimento las comparaciones planeadas se
planificaron de la siguiente manera: en la sesiéon de evaluacién se contrasté (a) la
respuesta de grupos de animales no entrenados versus entrenados de un mismo
tratamiento experimental, para evaluar retencién o no de la memoria, y (b) la
respuestas entre grupos de animales no entrenados pero sometidos a tratamientos
diferentes, en un mismo experimento, para evaluar efectos inespecificos del
tratamiento sobre los niveles de respuesta de los animales (droga o manipulacién
comportamental). Este ultimo contraste no mostré diferencias significativas en
ningun experimento de este trabajo.

Cabe destacar, que en algunos experimentos de esta Tesis, se esperaba que
solo un grupo entrenado fuera diferente en su nivel de respuesta del resto de grupos
incluidos en el experimento, es decir, de los 4 grupos utilizados, se esperaba que solo
uno de ellos difiriera del resto. Esto generé que en algunos casos no se obtuviera
diferencias significativas en el andlisis de varianza general (ANOVA) de un factor (a <
0.05). Sin embargo, al ser las comparaciones planeadas a priori, esto nos habilita a
continuar con el andlisis estadistico y realizar las comparaciones ya mencionadas.

Todos los valores de las respuestas se muestran como media + la media del
error estandar, normalizados a los valores de la media de la respuesta del grupo
control no entrenado. Los datos se analizaron usando el paquete estadistico [R] (R
Core Team, version 3.5.1), Rstudio (Rstudio, Inc., versiéon 1.1.463) y SPSS (IBM Corp.,
version 25).
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Resultados

3.1 - Reconsolidacion de la memoria ante una o pocas re-exposiciones al estimulo
condicionado.

3.1.1 - Experimento 1: efecto de la inyeccion de cicloheximida sistémica en la
reconsolidacion de la memoria del CCP inducida por una re-exposicion a 1 EC.

Con el fin de evaluar si una Unica re-exposicién breve al EC sin refuerzo labiliza
la memoria y produce su reconsolidacion, en el experimento 1 se disefié un protocolo
que consistid en cuatro grupos experimentales (Fig. 3.1 A y B). En el dia 1, los
animales fueron colocados en los actémetros y luego de 10 minutos de aclimatacion
al equipo todos recibieron un primer ensayo de pre-entrenamiento. Para los grupos
entrenados (EN) este ensayo fue seguido de un entrenamiento estandar de 15
ensayos. Los grupos control (CT) luego del pre-entrenamiento permanecieron en los
actoémetros con el mismo patrén de iluminacion que los grupos EN pero sin
presentarles el refuerzo (El). Una vez finalizado el entrenamiento, los animales
fueron retirados de los actémetros y colocados en sus contenedores individuales. En
el dia 2, 24 horas luego del entrenamiento, todos los animales fueron colocados en
los actémetros y una vez cumplidos 10 minutos de aclimatacién recibieron 1 sélo
ensayo de re-exposicion al EC sin refuerzo. Los animales volvieron a sus
contenedores individuales, y 1 hora mas tarde recibieron una inyeccion sistémica de
solucion de cicloheximida (grupos CHX) o solucién vehiculo (grupos VHQ). En el dia 3,
24 horas luego de la re-exposicion y luego de 10 minutos de aclimatacién al
actémetro, todos los animales fueron evaluados con 1 sélo ensayo reforzado.

Al analizar el nivel de respuesta de los animales frente al EVP en la sesion de
pre-entrenamiento del dia 1 (Fig. 3.1 C), no se observaron diferencias significativas
entre grupos [ANOVA: F105=0.315; p=0.814], indicando que previo al tratamiento
estos parten de un nivel de respuesta similar, descartando efectos inespecificos de
grupo en los resultados posteriores.

Luego, al analizar la sesién de evaluacién del dia 3 (Fig. 3.1 D), el ANOVA
arrojé diferencias significativas entre grupos [ANOVA: F3105=2.898; p=0.039]. En las
comparaciones planeadas, el par VHC mostré diferencias significativas [CT-VHC vs.
EN-VHC: p=0.007], mientras que no se encontraron diferencias significativas en el par
CHX [CT-CHX vs. EN-CHX: p=0.633]. También se contrastaron ambos grupos CT, no
arrojando diferencias significativas [CT-VHC vs. CT-CHX: p=0.712], lo que descartaria
un efecto inespecifico de la droga.

Estos resultados, la retencion de la memoria en el par VHC y el efecto
amnésico de la droga en el par CHX, indican que una sesién de re-exposicion a 1 EC es
suficiente para labilizar la memoria del CCP y producir su reconsolidaciéon. Como este
proceso depende de la sintesis de novo de proteinas, una droga como la
cicloheximida, que es inhibidora de esta sintesis, interfiere en la reconsolidaciéon y
produce amnesia en el dia de la evaluacién. Estos resultados se condicen con los
antecedentes reportados en este paradigma de memoria CCP (Fustinana et al., 2013).
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Figura 3.1. Efecto de la inyeccion de cicloheximida sistémica en la reconsolidacion de la memoria
del CCP inducida por una re-exposicion a 1 EC. A. Disefios experimentales. Dia 1: entrenamiento
estandar de 15 ensayos. Dia 2: sesion de re-exposiciéon a 1EC y posterior inyeccién sistémica. Dia 3:
sesion de evaluacion. El protocolo para la condicién vehiculo (VHC) se encuentra en el panel superior. El
protocolo para la condicién cicloheximida (CHX) se encuentra en el panel inferior. Las flechas indican el
momento de inyeccién. Los rectangulos indican el estado de iluminacion del actémetro, siendo la caja
blanca el EC. El guién negro al final de cada caja representa el El. B. Respuesta media + SEM para la
sesion de pre-entrenamiento (Dia 1), normalizada con respecto a la respuesta media del grupo CT-VHC.
[F(3,105=0.315; p=0.814]. C. Respuesta media + SEM para la sesiéon de evaluacién (Dia 3), normalizada con
respecto a la respuesta media del grupo CT-VHC. [F3 105=2.898; p=0.039; CT-VHC vs. EN-VHC: p=0.007;
CT-VHC vs. CT-CHX: p=0.712; CT-CHX vs. EN-CHX: p=0.633]. CT: grupo control no entrenado. EN: grupo
entrenado. VHC: grupo inyectado con soluciéon vehiculo. CHX: grupo inyectado con solucién de
cicloheximida. El ndmero dentro de cada barra representa el tamafo muestral del grupo
correspondiente. **p<0.01.
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3.1.2 - Experimento 2: efecto de la inyeccion de cicloheximida sistémica durante
la re-exposicion a 40 ECs en la memoria del CCP.

En el siguiente experimento, se puso a prueba la hipotesis 1 de trabajo que
indicaba que un nimero intermedio de re-exposiciones al contexto producirian el
arresto de la labilizacion generado por la presentacién de los primeros ECs,
evidenciado por la falta de efecto amnésico de la droga, y que ademas estas re-
exposiciones serian insuficientes para generar una memoria de extinciéon. Con el fin
de explorar el objetivo 1 e indagar en la cantidad de ECs necesarios para producir
esta fase transitoria o limbo de la memoria, se disefié un protocolo que consistié en 4
grupos experimentales (Fig. 3.2 Ay B). El protocolo fue el mismo que el utilizado en
el experimento 1, con la salvedad que en este caso se realizé en el dia 2 una re-
exposicion a 40 ECs.

Al analizar el nivel de respuesta de los animales frente al EVP en la sesion de
pre-entrenamiento del dia 1 (Fig. 3.2 C), el ANOVA no arrojo diferencias significativas
entre grupos [ANOVA: F3 145=0.442; p=0.724], lo cual indica que previo al tratamiento
estos parten de un nivel de respuesta similar y descarta efectos inespecificos de
grupo en los resultados posteriores.

Luego, al analizar la sesién de evaluacién del dia 3 (Fig. 3.2 D), el ANOVA no
arrojé diferencias significativas entre grupos [ANOVA: Fg148=1.674; p=0.175]. Sin
embargo, al ser las comparaciones planeadas a priori, esto nos habilita a continuar
con el analisis estadistico y realizar las comparaciones ya mencionadas. En las
comparaciones planeadas, el par VHC mostré diferencias significativas [CT-VHC vs.
EN-VHC: p=0.027], mientras que no se encontraron diferencias significativas en el par
[CHX CT-CHX vs. EN-CHX: p=0.871]. También se contrastaron ambos grupos CT, no
arrojando diferencias significativas [CT-VHC vs. CT-CHX: p=0.234], lo que descarta un
efecto inespecifico de la droga.

Estos resultados, la retencién de la memoria en el par VHC y el efecto
amnésico de la droga en el par CHX, estarian indicando que una sesién de re-
exposicion a 40 ECs labilizarian la memoria y producirian su reconsolidacion, al igual
que lo ocurrido en el experimento 1. Se rechaza por lo tanto la hipétesis de que 40
presentaciones del EC sin refuerzo sean capaces de producir un estado transitorio o
limbo de la memoria.
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Figura 3.2. EFecto de la inyeccion de cicloheximida sistémica durante la re-exposicion a 40 ECs en la
memoria de CCP. A. Diseiios experimentales. Dia 1: entrenamiento estandar de 15 ensayos. Dia 2:
sesion de re-exposicion a 40EC y posterior inyeccion sistémica. Dia 3: sesion de evaluacion. El protocolo
para la condicién vehiculo (VHC) se encuentra en el panel superior. El protocolo para la condicién
cicloheximida (CHX) se encuentra en el panel inferior. Las flechas indican el momento de inyeccién. Los
rectangulos indican el estado de iluminacién del actémetro, siendo la caja blanca el EC. El guién negro al
final de cada caja representa el El. B. Respuesta media + SEM para la sesién de pre-entrenamiento (Dia
1), normalizada con respecto a la respuesta media del grupo CT-VHC. [F(3145=0.442; p=0.724]. C.
Respuesta media + SEM para la sesidon de evaluacién (Dia 3), normalizada con respecto a la respuesta
media del grupo UT-VHC. [F(3148=1.674; p=0.175; CT-VHC vs. EN-VHC: p=0.027; CT-VHC vs. CT-CHX:
p=0.234; CT-CHX vs. EN-CHX: p=0.871]. CT: grupo control no entrenado. EN: grupo entrenado. VHC:
grupo inyectado con solucién vehiculo. CHX: grupo inyectado con solucién de cicloheximida. El nimero
dentro de cada barra representa el tamafo muestral del grupo correspondiente. *p<0.05.
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3.2 - Estado transitorio o limbo de la memoria ante un nimero intermedio de re-
exposiciones al EC.

3.2.1 - Experimento 3: efecto de la inyeccion de cicloheximida sistémica durante
la re-exposicion a 80 ECs en la memoria del CCP.

Habiendo demostrado que una re-exposicién de 1 o0 40 ECs presentaciones del
EC producen labilizaciéon y reconsolidacién de la memoria del CCP, nos propusimos
entonces aumentar la sesién de re-exposicion a 80 ECs con el fin de poner a pruebal la
hipétesis 1 de trabajo. En este caso se aplicé un protocolo que consistié en 4 grupos
experimentales (Fig. 3.3 A y B), el cudl fue el mismo que el utilizado en el
experimento 1, pero con una re-exposicion de 80 ECs en el dia 2.

Al analizar el nivel de respuesta de los animales frente al EVP en la sesién de
pre-entrenamiento del dia 1 (Fig. 3.3 C), el ANOVA no arrojé diferencias significativas
entre grupos [ANOVA: F3,135=0.818; p=0.486], lo cual indica que previo al tratamiento
estos parten de un nivel de respuesta similar y descarta efectos inespecificos de
grupo en los resultados posteriores.

Luego, al analizar la sesién de evaluacién del dia 3 (Fig. 3.3 D), el ANOVA
arrojé diferencias significativas entre grupos [ANOVA: F3 139=4.607; p=0.004]. En las
comparaciones planeadas, ambos pares VHX y CHX mostraron diferencias
significativas [CT-VHC vs. EN-VHC: p=0.009; CT-CHX vs. EN-CHX: p=0.012]. También se
contrastaron ambos grupos CT, no arrojando diferencias significativas [CT-VHC vs.
CT-CHX: p=0.791], lo que descartaria un posible efecto inespecifico de la droga.

Estos resultados, la retenciéon de la memoria en el par VHC y en el par CHX,
estarian indicando que una sesién de re-exposicion a 80 ECs no estarian labilizando la
memoria, ya que no se ve un efecto amnésico en el par CHX. Mas aln, este nimero de
re-exposiciones al contexto son insuficientes para generar una memoria de extincion
ya que se observa retencion de la memoria en el par VHC. Los resultados estarian
sugiriendo la presencia de una fase transitoria de la memoria, en la cual la memoria
original no entra en una fase de labilizacién/reconsolidaciéon ni tampoco es inhibida
por la generacion de una nueva memoria de extincion.
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Figura 3.3. EFecto de la inyeccion de cicloheximida sistémica durante la re-exposicion a 80 ECs en la
memoria de CCP. A. Diseiios experimentales. Dia 1: entrenamiento estandar de 15 ensayos. Dia 2:
sesion de re-exposicion a 80EC y posterior inyeccion sistémica. Dia 3: sesion de evaluacion. El protocolo
para la condicién vehiculo (VHC) se encuentra en el panel superior. El protocolo para la condicién
cicloheximida (CHX) se encuentra en el panel inferior. Las flechas indican el momento de inyeccién. Los
rectangulos indican el estado de iluminacién del actémetro, siendo la caja blanca el EC. El guién negro al
final de cada caja representa el El. B. Respuesta media + SEM para la sesién de pre-entrenamiento (Dia
1), normalizada con respecto a la respuesta media del grupo CT-VHC. [F3135=0.818; p=0.486]. C.
Respuesta media + SEM para la sesién de evaluacién (Dia 3), normalizada con respecto a la respuesta
media del grupo CT-VHC. [F,139=4.607; p=0.004; CT-VHC vs. EN-VHC: p=0.009; CT-VHC vs. CT-CHX:
p=0.791; CT-CHX vs. EN-CHX: p=0.012]. CT: grupo control no entrenado. EN: grupo entrenado. VHC:
grupo inyectado con solucién vehiculo. CHX: grupo inyectado con solucién de cicloheximida. El nimero
dentro de cada barra representa el tamafo muestral del grupo correspondiente. *p<0.05; **p<0.01.
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3.2.2 - Experimento 4: estudio de la reconsolidacion y el estado limbo de la
memoria del CCP con una re-exposicion a 1 ECy 80 ECs.

Habiéndose cumplido el objetivo 1 de trabajo y una vez demostrado que una
re-exposicion de 80 ECs producen una fase transitoria o limbo de la memoria, nos
propusimos entonces replicar estos resultados en un experimento donde se pueda
ver el efecto o no efecto amnésico de la droga de acuerdo al destino que toma la
memoria (reconsolidaciéon o limbo) por la cantidad de ECs presentados en la re-
exposicion. En este experimento se utilizé un protocolo que consistié en 6 grupos
experimentales (Fig. 3.4 Ay B). Aligual que en el experimento 1 se formaron pares de
grupos EN/CT. En este caso, en el dia 2, el primer par no fue re-expuesto al EC, el
segundo par fue re-expuesto a 1 ECy el tercer par a 80 ECs. Luego, 1 hora después de
la re-exposicion, todos los grupos fueron inyectados con CHX. Finalmente en el dia 3,
aligual que en el experimento 1, la memoria fue evaluada.

Al analizar el nivel de respuesta de los animales frente al EVP en la sesion de
pre-entrenamiento del dia 1 (Fig. 3.4 C), el ANOVA no arrojo diferencias significativas
entre grupos [ANOVA: Fs207=0.398; p=0.850], lo cual indica que previo al tratamiento
estos parten de un nivel de respuesta similar y descartan efectos inespecificos de
grupo en los resultados posteriores.

Luego, al analizar la sesién de evaluacién del dia 3 (Fig. 3.4 D), el ANOVA
arrojé diferencias significativas entre grupos [ANOVA: Fs207=3.281; p=0.007]. En las
comparaciones planeadas, ambos pares NR y 80 EC mostraron diferencias
significativas [CT-NR vs. EN-NR: p=0.016; CT-80EC vs. EN-80EC: p=0.013], mientras
que el par 1 EC no [CT-1EC vs. EN-1EC: p=0.472].

Estos resultados, la retencién de la memoria en los pares NRy 80 EC, y la no
retencién de la memoria en el par 1 EC indican: 1) que es condicién necesaria que la
memoria sea reactivada con una sesion de re-exposicion para que la misma entre en
labilizacién/reconsolidacién, ya que la droga no tuvo efecto en el par NR; 2) que una
sesion de re-exposicion de 1 EC es suficiente para labilizar la memoria ya que se
observa un efecto amnésico de la droga en el par 1 EC; y 3) que una sesion de re-
exposicion a 80 ECs no labiliza la memoria, lo cual se condice con los resultados
obtenidos en el experimento 3, ya que no se ve un efecto amnésico en el par 80 EC.
Estos resultados no solo confirman lo observado en los experimentos anteriores, si
no que descartan que la falta de amnesia en el experimento 3 se deba a una solucién
de CHX defectuosa. Asimismo, estas observaciones refuerzan la hipétesis de la
existencia de una fase transitoria o limbo de la memoria con una re-exposicién a 80
ECs.
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Figura 3.4. Estudio de la reconsolidacion y el estado limbo de la memoria del CCP con una re-
exposicion a 1 EC y 80 ECs. A. Disefios experimentales. Dia 1: entrenamiento estandar de 15 ensayos.
Dia 2: sesién de re-exposicion a 1EC o 80EC y posterior inyeccién sistémica. NR: no re-expuesto. Dia 3:
sesion de evaluacién. Las flechas indican el momento de inyeccién. Los rectangulos indican el estado de
iluminacion del actémetro, siendo la caja blanca el EC. El guidn negro al final de cada caja representa el
El. B. Respuesta media + SEM para la sesién de pre-entrenamiento (Dia 1), normalizada con respecto a la
respuesta media del grupo CT-NR. [Fs207=0.398; p=0.850]. C. Respuesta media + SEM para la sesién de
evaluacién (Dia 3), normalizada con respecto a la respuesta media del grupo CT-NR. [F(s207=3.281;
p=0.007; CT-NR vs. EN-NR: p=0.016; CT-1EC vs. EN-1EC: p=0.472; CT-80EC vs. EN-80EC: p=0.013]. CT:
grupo control no entrenado. EN: grupo entrenado. NR: grupo no re-expuesto. 1EC: grupo re-expuesto a
1EC. 80EC: grupo re-expuesto a 80EC. CHX: grupo inyectado con solucién de cicloheximida. El nimero
dentro de cada barra representa el tamafo muestral del grupo correspondiente. *p<0.05.
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3.2.3 - Experimento 5: efecto de la inyeccion de cicloheximida sistémica durante
la re-exposicion a 160 ECs en la memoria del CCP.

Habiendo demostrado que una re-exposicion al contexto de 80 ECs producen
una fase transitoria o limbo de la memoria, nos propusimos entonces aumentar la
sesion de re-exposicion a 160 ECs con el fin de hallar el nimero de ensayos
suficientes para generar una memoria de extincién que inhiba la expresion de la
memoria aversiva original. Trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado
que la memoria de extincion puede ser generada con una o varias re-exposiciones al
contexto de entrenamiento sin refuerzo, siempre y cuando el tiempo de re-
exposicion tenga una duracion que supere las 2 horas (Pedreira y Maldonado, 2003;
Hepp et al., 2010; Fustifana et al., 2013). Sin embargo, en el caso memorias del CCP,
ningln trabajo respetd, en la sesion de re-exposicién, los mismos tiempos de
exposicion al EC que los del entrenamiento. En estos casos, donde se presenta el EC
de forma discreta, el error de prediccion se da con la finalizacién de cada
presentacion del EC, por lo que en un protocolo de extincién la cantidad de
presentaciones también juega un rol importante junto con el tiempo total de
exposicion. A partir de esto surge la hipotesis de que respetando estos tiempos, una
re-exposicion a 160 ECs seria suficiente para generar una memoria de extincién,
aunque estos 160 ensayos s6lo sumen 72 minutos de re-exposicién al EC. En este
caso se aplicoé un protocolo que consistié en 4 grupos experimentales (Fig. 3.5 Ay B),
el cudl fue el mismo que el utilizado en el experimento 1, con una re-exposiciéon a 160
ECseneldia 2.

Al analizar el nivel de respuesta de los animales frente al EVP en la sesién de
pre-entrenamiento del dia 1 (Fig. 3.5 C), el ANOVA no arrojé diferencias significativas
entre grupos [ANOVA: F3 122=0.445; p=0.721], lo cual indica que previo al tratamiento
estos parten de un nivel de respuesta similar y descarta efectos inespecificos de
grupo en los resultados posteriores.

Luego, al analizar la sesién de evaluacién del dia 3 (Fig. 3.5 D), el ANOVA
arrojé diferencias significativas entre grupos [ANOVA: F31,2=6.072; p=0.001]. En las
comparaciones planeadas, ambos pares VHX y CHX mostraron diferencias
significativas [CT-VHC vs. EN-VHC: p=0.009; CT-CHX vs. EN-CHX: p=0.014]. También se
contrastaron ambos grupos CT, no arrojando diferencias significativas [CT-VHC vs.
CT-CHX: p=0.093], lo que descarta un efecto inespecifico de la droga.

Estos resultados, la retenciéon de la memoria en el par VHC y en el par CHX,
estarian indicando que una sesién de re-exposicion a 160 ECs no disparan la
reconsolidacion ni extincién de la memoria del CCP, rechazando la hipdtesis
planteada. La diferencia en el nivel de respuesta del par VHC indica que 160 ECs no
son suficientes para extinguir la memoria CCP. La ausencia de un efecto amnésico en
el par CHX indica la ausencia de labilizaciéon de la memoria original. Estos resultados
sugieren la presencia de una fase transitoria o limbo de la memoria con una re-
exposicion a 160 ECs, al igual que lo obtenido con 80 ECs.
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Figura 3.5. EFecto de la inyeccién de cicloheximida sistémica durante la re-exposicion a 160 ECs en
la memoria de CCP. A. Disefios experimentales. Dia 1: entrenamiento estandar de 15 ensayos. Dia 2:
sesion de re-exposiciéon a 160EC y posterior inyeccion sistémica. Dia 3: sesion de evaluacién. El protocolo
para la condiciéon vehiculo (VHC) se encuentra en el panel superior. El protocolo para la condiciéon
cicloheximida (CHX) se encuentra en el panel inferior. Las flechas indican el momento de inyeccién. Los
rectadngulos indican el estado de iluminacién del actémetro, siendo la caja blanca el EC. El guién negro al
final de cada caja representa el El. B. Respuesta media + SEM para la sesién de pre-entrenamiento (Dia
1), normalizada con respecto a la respuesta media del grupo CT-VHC. [F(31,2=0.445; p=0.721]. C.
Respuesta media + SEM para la sesién de evaluacién (Dia 3), normalizada con respecto a la respuesta
media del grupo CT-VHC. [F(,122=6.072; p=0.001; CT-VHC vs. EN-VHC: p=0.009; CT-VHC vs. CT-CHX:
p=0.093; CT-CHX vs. EN-CHX: p=0.014]. CT: grupo control no entrenado. EN: grupo entrenado. VHC:
grupo inyectado con solucién vehiculo. CHX: grupo inyectado con solucién de cicloheximida. El nGmero
dentro de cada barra representa el tamafo muestral del grupo correspondiente. *p<0.05; **p<0.01.
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3.3 - Extincion de la memoria CCP ante 320 presentaciones del EC.

3.3.1 - Experimento 6: efecto de la inyeccion de cicloheximida sistémica en la
extincion de la memoria del CCP inducida por una re-exposicion a 320 ECs.

Habiendo demostrado que la fase transitoria o limbo es producida ante una
re-exposicion al contexto de 80 y 160 ECs, nos propusimos entonces aumentar la
sesion de re-exposicion a 320 ECs con el fin de hallar el nimero de ensayos
suficientes para generar una memoria de extincién. En este caso, 320 ensayos
computan las 2 horas de re-exposicion que son condiciéon necesaria para generar una
memoria de extincién, segun reportan trabajos previos (Pedreira y Maldonado, 2003;
Hepp et al., 2010; Fustifana et al., 2013). Se utilizé6 un protocolo que consistié en 4
grupos experimentales (Fig. 3.6 A y B), el cual fue el mismo que el utilizado en el
experimento 1, con la salvedad que en este caso se realizé en el dia 2 una re-
exposicion a 320 ECs.

Al analizar el nivel de respuesta de los animales frente al EVP en la sesién de
pre-entrenamiento del dia 1 (Fig. 3.6 C), el ANOVA no arrojo6 diferencias significativas
entre grupos [ANOVA: F3 15=1.124; p=0.341], lo cual indica que previo al tratamiento
estos parten de un nivel de respuesta similar y descarta posibles efectos
inespecificos de grupo en los resultados posteriores.

Luego, al analizar la sesion de evaluaciéon del dia 3 (Fig. 3.6 D), el ANOVA
arrojo diferencias significativas entre grupos [ANOVA: F3 15,=3.317; p=0.022]. En las
comparaciones planeadas, el par CHX mostré diferencias significativas [CT-CHX vs.
EN-CHX: p=0.013], mientras que no se encontraron diferencias significativas en el par
VHC [CT-VHC vs. EN-VHC: p=0.857]. También se contrastaron ambos grupos CT, no
arrojando diferencias significativas [CT-VHC vs. CT-CHX: p=0.858], lo que descarta un
efecto inespecifico de la droga.

Estos resultados, la retencién de la memoria en el par CHX y el efecto
amnésico del par VHC, indican que una sesion de re-exposicién a 320 ECs genera una
nueva memoria de extinciéon, ya que existe un efecto amnésico en el par VHC
generado por la memoria de extincién que inhibe la RC. Ademads, la retencion de la
memoria en el par CHX se interpreta por expresion de la memoria aversiva original
debido a la interferencia de la droga en la consolidaciéon de la memoria de extincion.
Estos resultados indican que la presentacion de 320 ECs en animales con memoria de
CCP consolidada induce la extinciéon de dicha memoria e inhibiciéon de la respuesta
condicionada.
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Figura 3.6. EFecto de la inyeccion de cicloheximida sistémica en la extinciéon de la memoria del CCP
inducida por una re-exposicion a 320 ECs. A. Disefos experimentales. Dia 1: entrenamiento estandar
de 15 ensayos. Dia 2: sesion de re-exposicién a 320EC y posterior inyeccién sistémica. Dia 3: sesiéon de
evaluacioén. El protocolo para la condicién vehiculo (VHC) se encuentra en el panel superior. El protocolo
para la condicién cicloheximida (CHX) se encuentra en el panel inferior. Las flechas indican el momento
de inyeccién. Los rectdngulos indican el estado de iluminacion del actémetro, siendo la caja blanca el EC.
El guién negro al final de cada caja representa el El. B. Respuesta media + SEM para la sesion de pre-
entrenamiento (Dfa 1), normalizada con respecto a la respuesta media del grupo CT-VHC. [F,152=1.124;
p=0.341]. C. Respuesta media + SEM para la sesion de evaluacién (Dia 3), normalizada con respecto a la
respuesta media del grupo CT-VHC. [F3,152=3.317; p=0.022; CT-VHC vs. EN-VHC: p=0.857; CT-VHC vs. CT-
CHX: p=0.858; CT-CHX vs. EN-CHX: p=0.013]. CT: grupo control no entrenado. EN: grupo entrenado. VHC:
grupo inyectado con solucién vehiculo. CHX: grupo inyectado con solucién de cicloheximida. El nGmero
dentro de cada barra representa el tamafo muestral del grupo correspondiente. *p<0.05.
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3.4 - Condiciones limitantes a la induccion de limbo: fuerza de la memoria.

3.4.1 - Experimento 7: efecto de la fuerza de la memoria en las condiciones
paramétricas que inducen la fase limbo.

En este Ultimo experimento se puso a prueba la hipotesis 2 de trabajo que
sostiene que las condiciones paramétricas para inducir el estado limbo dependen,
entre otras variables, de la fuerza de la memoria en cuestién. Esta hipdtesis se basa
en observaciones anteriores que indican que una memoria mas fuerte necesita una
exposicion mas extendida al EC ser labilizada y reconsolidada (Suzuki et al., 2004). Se
espera, por lo tanto, que en una memoria fuerte de 30 ensayos una re-exposicién a
80 ECs sea insuficiente para evitar el arresto de la labilizaciéon/reconsolidacién de la
memoria y entrar asi en la fase transitoria o limbo. En este Gltimo experimento 7, se
aplicé un protocolo que consistié en 4 grupos experimentales (Fig. 3.7 Ay B), el cual
fue el mismo que el utilizado en el experimento 3, con la salvedad que en este caso
se realizé en el dia 1 un entrenamiento fuerte de 30 ensayos.

Al analizar el nivel de respuesta de los animales frente al EVP en la sesién de
pre-entrenamiento del dia 1 (Fig. 3.7 C), el ANOVA no arrojé diferencias significativas
entre grupos [ANOVA: F3,145=0.947; p=0.420], lo cual indica que previo al tratamiento
estos parten de un nivel de respuesta similar y descarta efectos inespecificos de
grupo en los resultados posteriores.

Luego, al analizar la sesién de evaluacién del dia 3 (Fig. 3.7 D), el ANOVA
arrojé diferencias significativas entre grupos [ANOVA: F(3 145=4.698; p=0.004]. En las
comparaciones planeadas, el par VHC mostré diferencias significativas [CT-VHC vs.
EN-VHC: p=0.004], mientras que no se encontraron diferencias significativas en el par
CHX [CT-CHX vs. EN-CHX: p=0.576]. También se contrastaron ambos grupos CT, no
arrojando diferencias significativas [CT-VHC vs. CT-CHX: p=0.457], lo que descartaria
un posible efecto inespecifico de la droga.

Estos resultados, la retencién de la memoria en el par VHC y el efecto
amnésico de la droga en el par CHX, indican que una sesién de re-exposicion a 80 ECs
labilizarian la memoria del CCP cuando esta traza es mas fuerte y producirian su
reconsolidacién, al igual que lo ocurrido en el experimento 1y 2,y en contraposicién
a lo obtenido en el experimento 3 con la misma re-exposicién. Estos resultados
apoyan la hipétesis de que la fuerza de la traza mnésica juega un rol importante en el
destino que toma esta memoria con la reactivacion, y se suman a la vasta evidencia
que existe acerca de la fuerza de la traza mnésica como condicién limitante para
desencadenar el proceso de labilizaciéon/reconsolidacién (Dudai and Eisenberg, 2004;
Suzuki et al., 2004; Forcato et al., 2013).
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Figura 3.7. Efecto de la fuerza de la memoria en las condiciones paramétricas que inducen la fase
limbo. A. Disefios experimentales. Dia 1: entrenamiento fuerte de 30 ensayos. Dia 2: sesiéon de re-
exposicion a 80EC y posterior inyeccion sistémica. Dia 3: sesidon de evaluacién. El protocolo para la
condicién vehiculo (VHC) se encuentra en el panel superior. El protocolo para la condiciéon cicloheximida
(CHX) se encuentra en el panel inferior. Las flechas indican el momento de inyeccién. Los rectangulos
indican el estado de iluminacién del actémetro, siendo la caja blanca el EC. El guién negro al final de
cada caja representa el El. B. Respuesta media + SEM para la sesion de pre-entrenamiento (Dia 1),
normalizada con respecto a la respuesta media del grupo CT-VHC. [F(3,145=0.947; p=0.420]. C. Respuesta
media + SEM para la sesion de evaluacién (Dia 3), normalizada con respecto a la respuesta media del
grupo CT-VHC. [F(3,145=4.698; p=0.004; CT-VHC vs. EN-VHC: p=0.004; CT-VHC vs. CT-CHX: p=0.457; CT-
CHX vs. EN-CHX: p=0.576]. CT: grupo control no entrenado. EN: grupo entrenado. VHC: grupo inyectado
con solucion vehiculo. CHX: grupo inyectado con solucion de cicloheximida. El nimero dentro de cada
barra representa el tamano muestral del grupo correspondiente. **p<0.01.
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Discusion

A continuacién repasaremos los objetivos y resultados obtenidos en esta

Tesis, para luego analizar cada uno de ellos con mayor profundidad:

Como objetivo general de esta Tesis nos propusimos estudiar la conservacién

evolutiva del limbo en un animal invertebrado como lo es el cangrejo Neohelice
granulata, para lo cual planteamos dos objetivos de trabajo.

1.

Como primer objetivo nos propusimos estudiar las condiciones paramétricas
necesarias para desencadenar limbo. En particular indagamos acerca de la
cantidad de exposiciones al EC necesarias para disparar dicho proceso
haciendo uso de una herramienta farmacolégica como la cicloheximida para
poder disecar el limbo. Los resultados revelaron que 1 o 40 presentaciones
del EC desencadenan el proceso de reconsolidaciéon y dejan la memoria
sensible al agente amnésico cicloheximida. Por otro lado, una re-exposicién a
80 o 160 ECs deja la memoria original en un estado insensible o limbo,
caracterizado por la ausencia de efecto amnésico de la cicloheximida, y dicha
re-exposicion es insuficiente para desencadenar el proceso de extincion.
Finalmente, 320 presentaciones del EC producen la adquisicién de una
memoria de extincién. Los resultados, consistentes con la hipétesis 1, indican
que existe un estado insensible o limbo de la memoria del CCP en el cangrejo,
desencadenado por una re-exposicion a un nimero intermedio de ECs. Esto
sugiere, junto con los antecedentes en roedores y humanos, que el limbo se
trataria de un proceso evolutivamente conservado.

Como segundo objetivo nos propusimos estudiar las condiciones limitantes
para que se desencadene el limbo. En particular nos preguntamos cual es el
efecto que tiene la fuerza de la traza mnésica sobre el destino de la memoria
luego de la re-exposicion. Para responder a esta pregunta aumentamos la
fuerza del entrenamiento y re-expusimos a un nimero intermedio de ECs. Los
resultados indicaron que mientras que en una memoria adquirida por un
entrenamiento estandar de 15 ensayos, una re-exposicion a 80 ECs lleva a un
estado limbo de la memoria, caracterizado por la ausencia del efecto
amnésico de la cicloheximida, en una memoria adquirida por un
entrenamiento fuerte de 30 ensayos la misma re-exposicion produce
reconsolidacion, dejando la memoria sensible a la cicloheximida. Los
resultados, consistentes con la hipétesis 2, indican que la fuerza de la traza
mnésica es una condicién limitante para desencadenar limbo y sugieren que
con el aumento de la fuerza de la traza mnésica existe un corrimiento “hacia la
derecha” del nimero de ECs necesarios para desencadenar limbo.

4.1 - Antecedentes de aprendizaje y memoria en el cangrejo.

Durante los ultimos 30 anos aproximadamente nuestro laboratorio se ha

dedicado al estudio del aprendizaje y la memoria en el cangrejo Neohelice granulata.
Estos trabajos fueron obtenidos gracias al desarrollo de dos paradigmas de
aprendizaje asociativo en el cangrejo.

El primero, denominado memoria contexto-senal (CSM), se trata de una

memoria adquirida a partir de la asociacion entre las caracteristicas del ambiente de
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entrenamiento (contexto) y el estimulo visual de peligro (EVP, sefal) (Tomsic et al.,
1998). Este tipo de memoria genera una fuerte respuesta de inmovilidad
cuantificable (Pereyra, Saraco y Maldonado, 1999) la cual se mantiene por al menos 5
dias (Lozada, Romano y Maldonado, 1990), siempre y cuando sea adquirida mediante
un entrenamiento en el cudl se presente la sefnal de forma espaciada y en una
repeticiéon de al menos 15 veces (Freudenthal et al., 1998; Locatelli et al., 2002). Esta
memoria es sensible a la cicloheximida en su fase de consolidacién cuando la droga es
administrada en una ventana temporal entre 1h a 6hs luego del entrenamiento
(Pedreira et al., 1995). Para una CSM consolidada, la presentacién del contexto de
entrenamiento durante 5 min continuos y sin EVP son suficientes para labilizar la
memoria y desencadenar el proceso de reconsolidaciéon (Pedreira y Maldonado,
2002), lo cual abre una ventana temporal de sensibilidad a la cicloheximida de hasta
6hs de duracion post re-exposicion. Luego, la memoria de extincién bajo este
paradigma se adquiere con no menos de 1h de re-exposicion al contexto sin refuerzo
(Pedreira y Maldonado, 2003; Hepp et al., 2010) presentando caracteristicas
diagnésticas como la recuperacién espontanea (Merlo y Romano, 2008; Pérez-Cuesta
et al., 2009; Hepp et al., 2010). Cabe aclarar, que en la CSM el contexto es presentado
de forma continua tanto en la sesién de entrenamiento como en las sesiones de re-
exposicion y evaluacién, por lo que el tiempo de exposicion al contexto es el tiempo
de permanencia del animal en el dispositivo.

El segundo paradigma estudiado, y utilizado en esta Tesis, se denomina
condicionamiento contextual Pavloviano (CCP). A diferencia del CSM, en el CCP el
contexto (EC) y el estimulo visual de peligro (El) son presentados de forma discreta.
Aqui el animal aprende a asociar estos dos estimulos presentados: el EC y el El. La
memoria del CCP se adquiere mediante la presentacién contingente del EC con el El
con una repeticion de al menos 15 presentaciones espaciadas, y genera una memoria
robusta de al menos 5 dias de duraciéon (Fustifnana et al., 2013). Esta memoria
presenta sensibilidad a la cicloheximida tanto en su fase de consolidacién como de
reconsolidacién. Para una memoria del CCP consolidada, la presentacion discreta de 1
EC (de 27 seg de duracién) sin EVP produce la labilizaciéon/reconsolidacién de la
memoria, mientras que la memoria de extincién se obtiene tipicamente con 15
presentaciones de EC (de 8 min de duracién cada una, lo cual computa un total de 2
hs de re-exposicion al EC) (Fustinana et al., 2013). A la hora de decidirse el destino
que tomara la memoria pareceria ser que no solo la cantidad de presentaciones del
EC son importantes, sino también el tiempo total de exposicion al estimulo. El animal
es capaz no solo de discriminar estos tiempos de presentacion del EC, sino también
los intervalos entre ECs (Lopez et al., 2016). Hasta ahora ningun trabajo exploro qué
destino toma la memoria con un nimero intermedio de presentaciones del EC en
conjunto con el uso de una herramienta farmacolégica para discernir qué fase de la
memoria se estd llevando a cabo. A diferencia del protocolo clasico de extincién, en
esta Tesis nuestro protocolo intentdé respetar en la sesién de re-exposicion los
mismos tiempos de presentacién del EC del entrenamiento para mantener esa
variable constante y hacer énfasis en el nimero de presentaciones necesarios para
desencadenar limbo. Para lograr esto fue necesario reducir los intervalos entre ECs
en la re-exposicidn, con respecto a los intervalos del entrenamiento, para que la
sesion de re-exposicién sea viable en una jornada de trabajo. No descartamos los
efectos que pueda llegar a tener esta manipulacién. Nuestros resultados con una re-
exposicion a 1 EC se condicen con los antecedentes de reconsolidacion del CCP en el
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cangrejo. Ademas, es interesante destacar que obtuvimos una memoria de extincién
con 320 presentaciones del EC (de 27 seg de duracién cada una), lo cual computa un
total de 144 min que superan a los 120 min reportados por los antecedentes en el
cangrejo (Carbé-Tano, 2013; Fustinana et al., 2013).

4.2 - Condiciones paramétricas de la Fase limbo del CCP.

Los distintos procesos de memoria, como la consolidacién, reconsolidaciéon y
extinciéon, han sido evidenciados en distintos animales vertebrados e invertebrados
(Nader et al., 2000; Berman y Dudai, 2001; Pedreira et al, 2002; Troncoso y
Maldonado, 2002; Pedreira y Maldonado, 2003). Encontrar los mismos procesos en
animales tan alejados evolutivamente indica que se tratarian de mecanismos que
aumentan significativamente las posibilidades de supervivencia de estos animales.
Las memorias que subyacen a estos procesos forman representaciones internas del
medio externo a partir de la experiencia, y esto les permite a los animales adaptarse
al medio ambiente y/o predecir situaciones futuras y actuar en consecuencia, lo cual
aumenta considerablemente su valor adaptativo. Trabajos recientes en roedores y
humanos (Flavell y Lee, 2013; Merlo et al., 2014; Sevenster et al., 2014; Merlo et al.,
2018) han demostrado la presencia de una fase transitoria o limbo segregando los
procesos de reconsolidacién y extinciéon, pero no existen evidencias de esta fase en
animales invertebrados. De estos antecedentes se desprende el objetivo general de
este trabajo, el cual buscaba indagar acerca de la conservacién evolutiva del limbo en
el cangrejo Neohelice granulata.

La primera serie de experimentos de esta tesis tuvo como objetivo el estudio
de las condiciones paramétricas necesarias para desencadenar limbo en el cangrejo,
donde se indagd acerca de la cantidad de presentaciones del EC necesarias para
disparar dicho proceso. En esta seccion se puso a prueba la hipdtesis de que la
exposicion a un nimero intermedio de ECs en animales con memoria consolidada es
incapaz de disparar tanto el proceso de reconsolidacion como el de extincion,
dejando a la memoria en un estado transitorio.

Los resultados obtenidos indican que 1 o 40 presentaciones del EC labilizan la
memoria y desencadenan el proceso de reconsolidaciéon, dejando la memoria sensible
al agente amnésico cicloheximida. Por otro lado, una re-exposicién a 80 o 160 ECs
deja la memoria original en limbo, caracterizado por la ausencia de efecto amnésico
de la cicloheximida, y es insuficiente para desencadenar el proceso de extincion, lo
cual va a favor de la hipétesis planteada. Finalmente, 320 presentaciones del EC
producen la adquisicion de una memoria de extincién. Cabe aclarar, con respecto a
este Ultimo experimento, que no se aplicé ninguno de los protocolos de reversién
(Myers y Davis, 2002). De acuerdo a los antecedentes en cangrejos (Merlo et. al, 2008;
Hepp et al., 2010; Carb6-Tano, 2013; Fustifana et al, 2013), la recuperacién
espontdnea hubiera sido el protocolo adecuado para corroborar que efectivamente
se trate de una memoria de extincién. Este protocolo consiste en realizar una sesion
de evaluacién 72hs luego de la sesién de re-exposicion para observar el retorno de la
respuesta condicionada. Sin embargo, este experimento replica parte de los
resultados observados en estos antecedentes de extincion del CCP, donde se
observa que 24hs luego de la sesiéon de extincion el grupo vehiculo no presenta
retencién de la memoria, consistente con la generacién de una memoria de extinciéon
inhibitoria de la RC; y el grupo tratado con el agente amnésico presenta retencién de
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la memoria debido a la interferencia en la consolidaciéon de la memoria de extinciéon
(Fustinana et al.,, 2013). Basados en estos antecedentes podemos esperar que
nuestros resultados obtenidos en el experimento 6 (Fig. 3.6) se deban efectivamente
a la generacion de una memoria de extincion.

A partir de la memoria asociativa entre el EC y el El, el animal tiene la
capacidad de predecir la ocurrencia del El con la sola presentacién del EC, por lo que
genera una RC. Sin embargo, con cada presentacién del EC sin refuerzo se genera un
error en la prediccién (EP) entre lo que el animal espera (El) y lo que en realidad
ocurre (no El) (Pedreira et al., 2004). Este EP seria el motor no solo del proceso de
adquisicion de la memoria sino también condicion necesaria para iniciar la
labilizacion/reconsolidacion (Exton-McGuinness et al., 2015; Sevenster et al., 2014).
Ademads, la ausencia de refuerzo (EP negativo) no es la Unica forma de generar un EP.
Se ha descripto en el cangrejo (Lépez et al., 2016) que la memoria también puede ser
desestabilizada mediante un EP temporal (que se trata de alteraciones en los
tiempos de presentacién del ElI durante la re-exposiciéon con respecto a los tiempos
del entrenamiento), o también mediante la alteracién de los intervalos entre
estimulos. Por otro lado, se puede generar un error en la prediccion denominado EP
positivo cuando se entrena al cangrejo con un refuerzo del 50% y se lo re-expone a
una sesion totalmente reforzada (Lépez et al., 2016).

Si lo que ocurre no se aleja mucho de lo que el animal espera, pero aun asi no
se cumple la prediccién en su totalidad ya que el evento ocurrido presenta pequenas
caracteristicas distintivas, es coherente que la memoria asociativa no se pierda pero
que aun asi exista un mecanismo que permita incorporar nueva informacion a la traza
original, caso contrario las asociaciones generadas por primera vez serian inmutables
y no permitirian incorporar pequenas variaciones. La reconsolidacién seria el proceso
mediante el cual una memoria puede actualizarse tanto en fuerza como en contenido
(Lee et al., 2009). Asi, pocas presentaciones del EC no reforzado significan un EP que
desencadena el proceso de labilizaciéon y posterior reconsolidacion de la memoria,
que permite una actualizaciéon en contenido (Alberini, 2011; Finnie y Nader, 2012;
Forcato et al.,, 2014; Lee, 2009). Por otro lado, cuando el animal pasa por una
experiencia en donde lo ocurrido se aleja mucho de lo esperado, es coherente que
exista algun proceso que pueda alterar la respuesta comportamental. Pero por otro
lado aportaria un gran valor adaptativo que este proceso cumpla con su objetivo sin
la necesidad de deshacer la traza original, ya que llegado el caso que esta nueva
experiencia no se vuelva a repetir en un futuro, seria adecuado que la traza de la
memoria EC-El siga vigente (Pavlov, 1927; Bouton, 2004; Hepp et al., 2010). Asi,
muchas presentaciones del EC no reforzado significan sucesivos EP que
desencadenan el proceso de consolidacién de una memoria de extincién, una traza
paralela e inhibitoria de la traza asociativa original. Ahora bien, en la naturaleza se
generan situaciones intermedias en donde los eventos predichos por el animal no se
encuentran ni muy cerca ni muy lejos de lo realmente ocurrido. Se espera que estos
eventos no pongan en juego la memoria original, ya que de no volver a repetirse este
evento, una actualizacién considerable de contenido en la traza original podria
resultar perjudicial para la supervivencia del animal. Por otro lado, tampoco resultaria
adaptativo la generacién de una traza inhibitoria de la RC ya que durante el tiempo
en el que domine esta traza la RC se verd reducida. Que un evento de tales
caracteristicas inhiba la RC también podria resultar perjudicial para el animal. Asi, un
numero intermedio de presentaciones del EC gatillan una fase transitoria cuya
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funcién probable podria ser la de proteger la traza original y la RC. Sin embargo,
existe también evidencia en roedores de una reduccién de la RC ante una re-
exposicion limbo que no puede ser interpretada como memoria de extincién (Merlo
et al.,, 2014; Cassini et al., 2017; Merlo et al., 2018), lo cudl iria en contra de la
hipétesis de que el limbo seria un mecanismo de proteccién de la traza original y la
RC. La escasa evidencia al dia de hoy, incluyendo la presentada en este trabajo, no
permite discernir cual seria la funcion bioldgica del limbo.

En resumen, la fase limbo se encuentra presente en el cangrejo Neohelice
granulata en un paradigma de CCP y se hace evidente cuando se re-expone al animal
a un numero intermedio de ECs. Estos resultados, junto con los antecedentes
obtenidos en roedores y humanos (Flavell y Lee, 2013; Merlo et al., 2014; Sevenster
et al., 2014; Merlo et al., 2018), indican que se trata de un proceso evolutivamente
conservado caracterizado por el arresto de la labilizaciéon de la memoria del CCP.

4.3 - Condiciones limitantes de la fase limbo del CCP.

Es sabido que los distintos procesos de memoria presentan condiciones que
van a limitar su ocurrencia. Una de estas condiciones limitantes es la fuerza de la
traza mnésica (Morris et al., 2006; Taylor et al., 2009; Lee, 2010; Federman et al.,
2012). Se sabe que las memorias fuertes son mas resistentes a la reconsolidaciéon que
las memorias débiles (Suzuki et al., 2014), por lo que requerirdn una re-exposicion
mayor para iniciar el proceso de labilizacién/reconsolidaciéon. De la misma forma, las
memorias fuertes son mas resistentes a ser inhibidas por una memoria de extincion
(Federman et al., 2014).

El dltimo experimento de esta tesis tuvo como objetivo el estudio de las
condiciones limitantes, en términos de la fuerza de la traza mnésica, para que se
desencadene la fase limbo luego de la re-exposicién. En esta Gltima seccién se puso a
prueba la hipotesis de que la exposicidon a un nimero intermedio de ECs, que resultan
suficientes para desencadenar la fase limbo en una memoria de un entrenamiento
estdndar (Fig. 3.3 y 3.4), son insuficientes para gatillar el limbo cuando la traza
mnésica consolidada es fuerte, desencadenando en su lugar la reconsolidacién de la
memoria. Los resultados indican que en una memoria del CCP fuerte, una re-
exposicion a 80 ECs produce la reconsolidacién de la memoria, lo cual no descarta la
hipétesis planteada.

Segun el modelo asociativo de aprendizaje, el error de prediccién es
considerado un fenémeno necesario no solo para la adquisicion inicial de la memoria
asociativa sino también para las fases de reconsolidacion y extincion, que modulan la
memoria original (Le Pelley, 2004; Pearce and Mackintosh, 2010; Rescorla y Wagner,
1972). Esto significa que previo a la generacién de la asociacion EC-El el animal realiza
una prediccién acerca del EC en base a alguna traza mnésica que precede al
condicionamiento. Esta prediccién se trata de la no ocurrencia del El. Si se presenta el
El asociado con el EC, existe un error en la prediccion ya que lo que espera el animal
(no El) se aleja de lo que en realidad ocurre (El). De esta forma, es condicién necesaria
para el aprendizaje que codifique esta nueva asociacion de estimulos (EC-El) que
durante la experiencia sensorial el error de prediccién sea suficientemente elevado, o
lo que es lo mismo, que se presentan estos dos estimulos pareados de forma
repetida lo suficiente como para generar este condicionamiento. Es en este punto
donde la consolidacién de la asociacién inicial y la consolidacién de la memoria de
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extincion presentan caracteristicas compartidas, la codificacién de una traza ante
sucesivos EP. Ahora bien, la fuerza de una memoria asociativa EC-El depende, entre
otros pardmetros, de la contingencia entre estos dos estimulos, de su saliencia, y de
la experiencia previa del animal con ambos estimulos. Asi, la traza de memoria sera
mas fuerte cuantas mas veces se presenten estos dos estimulos de forma pareada.
Luego, las predicciones generadas por el animal dependeran de la fuerza de la traza
mnésica. En una traza fuerte, donde las predicciones generadas por el animal
también lo seran, la no ocurrencia del evento esperado genera un EP mayor que en
una traza mnésica débil. Asi, un nidmero intermedio de presentaciones del EC que
significarian un EP medio para una memoria estandar, resultarian en un EP grande
para una memoria fuerte, lo cual llevaria a la memoria a extincién. Sin embargo esto
no fue lo que se observé en los resultados y es en este punto donde el modelo de
Rescorla-Wagner no resulta adecuado para lograr interpretaciones coherentes. La
seccioén siguiente plantea una alternativa a este modelo que nos permite interpretar
los resultados obtenidos.

A modo de resumen de esta seccion, la fase transitoria o limbo presenta
condiciones limitantes para su ocurrencia. Entre estas condiciones limitantes, la
fuerza de la traza mnésica juega un rol importante y determina, en memorias de
distinta fuerza, el destino que tomaran ante una presentacién intermedia del EC.

4.4 - Teoria bayesiana del aprendizaje

En los ultimos anos, con el desarrollo de un modelo bayesiano de aprendizaje
(Courville et al., 2006; Gershman y Niv, 2012), surgié un nuevo marco teérico que
permitio re-interpretar gran parte de los experimentos realizados hasta ese entonces
en el drea de aprendizaje asociativo y predecir de forma efectiva aquello que no
contemplaba el modelo asociativo de aprendizaje. Segun esta teoria bayesiana de
aprendizaje, los animales adquieren un modelo interno del medio ambiente a partir
de la experiencia, combinando aquel conocimiento previo de cémo el mundo estd
estructurado junto con las observaciones recientes para poder inferir cudl es la
conexién entre los estimulos y poder hacer predicciones a futuro (Gershman y Niv,
2012). Durante el aprendizaje, el animal no estaria aprendiendo a asociar estimulos
sino que asigna una causa al conjunto de observaciones hechas. De esta forma,
distintos eventos que posean caracteristicas similares seran agrupados mediante la
inferencia de una misma causa latente. Si llevamos esta teoria al condicionamiento
contextual Pavloviano, el animal no estaria asociando el EC con el El de forma directa,
sino que infiere una misma causa latente a la ocurrencia de ambos estimulos. Para
determinar el nivel de respuesta condicionada de cada ensayo, el animal primero
determina cual es la causa latente que se encuentra activa dadas las observaciones,
luego realiza una prediccion acerca de la ocurrencia del El basandose en la
experiencia previa asociada a esta causa latente, y finalmente genera la respuesta
apropiada.

En un animal condicionado, si se lo re-expone nuevamente al EC, este inferira
que la misma causa latente del condicionamiento se encuentra activa, por lo tanto su
predicciéon serd la ocurrencia del El. Si este estimulo es presentado, se confirmara la
prediccién y solo el proceso de evocacion de la memoria serd iniciado. Sin embargo, si
el El no es presentado, se generard una incongruencia o EP que desencadenard el
proceso de reconsolidacion, llevando a la memoria a su actualizacién y ajustando las
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predicciones futuras asociadas a esta causa latente. Finalmente, la extinciéon de la
memoria puede pensarse como una serie de eventos incongruentes que provocan la
inferencia de una nueva causa latente activa, lo cual lleva a la generacion de una traza
de memoria paralela que codifique esta asociacion entre las observacionesy la nueva
causa latente.

Este modelo nos permite interpretar los resultados de esta Tesis, tanto
aquellos referidos a las condiciones paramétricas de la fase limbo como a sus
condiciones limitantes. Cuando la re-exposicion es de 1 EC o 40 ECs, se infiere que la
misma causa latente de la sesidon de entrenamiento esta activa ya que no se acumulé
evidencia suficiente para que se infiera lo contrario, esto iniciaria el proceso de
labilizacion/reconsolidacion de la memoria original. Por otro lado, cuando se re-
expone a 320 ECs, la inferencia es que una nueva causa latente estd activa debido a la
evidencia acumulada, lo cual desencadena la memoria de extincién. En re-
exposiciones intermedias de 80 ECs o 160 ECs, el sistema no es capaz de asignar las
observaciones a la causa original ni tampoco acumulé evidencia suficiente para
asignar una nueva causa latente. En este espacio paramétrico se ubica el limbo,
caracterizado por la ausencia de efecto de la cicloheximida debido a que la memoria
original no es labilizada y tampoco se establece una memoria de extincién. En cuanto
al efecto de la fuerza de la memoria sobre el destino que esta tomara luego de la re-
exposicion, el modelo bayesiano nos permite interpretar que en una memoria fuerte
se ven aumentadas las probabilidades de que la causa latente del entrenamiento siga
activa durante la re-exposicion. Asi, mientras que para una memoria estandar la re-
exposicion a 80 ECs produce limbo, para una memoria fuerte la misma re-exposicién
produce reconsolidacion debido a que el sistema infirié que la misma causa latente
del entrenamiento estaba activa en este caso, ya que las probabilidades de que asi
sea eran altas debido a la fuerza del entrenamiento.

4.5 - Modelo de transicion entre reconsolidacion y extincion.

El error de prediccién generado por el recordatorio no reforzado pareceria ser
critico en la desestabilizaciéon de la memoria EC-El. Pero este mecanismo por si solo
no explica bien lo observado cuando se aumenta el nimero de re-exposiciones al EC.
Bajo estas condiciones, se forma una memoria de extincion la cual se trata de una
traza paralela que es almacenada sin destruir la traza original, pero que va a competir
con la primera por el control del comportamiento (Brooks y Bouton, 1994). Es esta
nueva memoria la que se vuelve vulnerable a los agentes amnésicos y en estas
condiciones es esperable la retenciéon de la memoria original en una sesién de
evaluacion. Segln algunos autores (Dudai, 2002; Debiec, LeDoux y Nader, 2002), la
reconsolidacion y la extincién son dos procesos que compiten a nivel molecular. Si se
utiliza un agente amnésico junto con una re-exposicién al EC y se observa una
retencion de la memoria original, esto seria un indicador de que el proceso
dominante seria la extincién. En cambio, si no hay retencién de la memoria original el
proceso dominante seria la reconsolidacion. Esta teoria de dominancia de trazas
(Devenport, 1998; Eisenberg et al.,, 2003) permite explicar situaciones extremas
donde, de acuerdo a la duracion del recordatorio, uno u otro proceso es dominante y
este se evidencia ya que se vuelve sensible a los efectos del agente amnésico.

Si bien la duracién del recordatorio determina de forma excluyente cual de
ambos procesos se va a llevar a cabo, también se ha observado que estos procesos
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pueden co-existir bajo determinadas condiciones de re-exposicion (Pérez-Cuesta y
Maldonado, 2009). Sin embargo, no estd del todo claro de qué manera ocurre la
transicion entre estos procesos. En observaciones recientes (Flavell y Lee, 2013;
Merlo et al., 2014), se vio que existen situaciones intermedias de re-exposicion en
donde se observa insensibilidad a los agentes amnésicos e hipermnésicos, lo cual
podria estar indicando que ni uno ni otro proceso estaria siendo desencadenado.

Es posible plantear al menos 3 modelos alternativos de transicion entre
reconsolidacion y extincién (Merlo et al, 2014) en funcién del aumento de
exposiciones al EC solo. El primer modelo, llamado modelo de transicién gradual (Fig.
4.1A), propone estados de transicion que involucran a uno u otro proceso en
diferentes grados. Bajo este modelo, con una re-exposicién a un nimero intermedio
de EC, se disparan ambos procesos de forma parcial generando una RC que resultara
de la interacciéon de estos dos procesos desencadenados. En el segundo modelo,
denominado modelo de transicion de dos fases (Fig. 4.1B), los procesos de
reconsolidacion y extincion son mutuamente excluyentes y no existen estados
intermedios o de transicion. Bajo este modelo existen solo dos estados posibles, un
primer estado en donde se dispara la reconsolidacién en su totalidad y un segundo
estado donde se dispara la extincion en su totalidad. Por ultimo, el tercer modelo
denominado modelo de transiciéon de tres fases (Fig. 4.1C), propone una transicién
con tres fases separadas. En una primera fase se desencadena la reconsolidacion,
luego una segunda fase de transicién o limbo donde no se dispara ninguno de estos
dos procesos, y finalmente una tercera fase donde se dispara la memoria de
extincion.

Como fue planteado con anterioridad, la fase limbo podria tener la funcién de
proteger la traza original y la RC ante una re-exposicion intermedia al EC. Bajo el
modelo de transicion de tres fases, la fase limbo separa por lo tanto a la
reconsolidacién y extincion de forma discreta generando una tercera fase que se
distingue de estas ultimas dos. Asi, unas pocas presentaciones del EC en la sesién de
re-exposicion producen la reconsolidacion de la memoria, presentaciones
intermedias del EC generan una fase transitoria o limbo donde no se desencadena ni
reconsolidacién ni extincion, y finalmente muchas presentaciones del EC
desencadenan la memoria de extincion.

Pagina | 41



Transicién
gradual

Transicion
de 2 fFases

Transicion
de 3 Fases

N° de EC

Figura 4.1. Modelo de transiciéon de reconsolidaciéon a extincion. A. Modelo de transiciéon gradual B. Modelo de
transicion de dos fases. C. Modelo de transicion de tres fases. R: reconsolidacién; E: extincién; Eje x: nimero de
estimulos condicionados presentados durante la sesién de re-exposicion; Eje y: dependencia de NMDAR. (Adaptado
de Merlo et al., 2014)

Los resultados obtenidos en esta Tesis se condicen con el modelo de
transiciéon de tres fases, donde en una memoria estandar 1 o 40 presentaciones del
EC producen reconsolidacién, 80 o 160 presentaciones producen limbo, y 320
presentaciones producen extincién (Fig. 4.2A). Luego, para una memoria fuerte, 80
presentaciones del EC producen reconsolidacién debido a un corrimiento hacia la
derecha de la cantidad de EC necesarios para desencadenar este proceso (Fig. 4.2B).
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Figura 4.2. Modelo de transicion de reconsolidacién a extincién del CCP en Funcién del nimero de ECs.

A. Dependencia de la sintesis de proteinas para una memoria estandar del CCP de 15 ensayos en funcién del nimero
de ECs presentados en la sesidn de re-exposicién. B. Dependencia de la sintesis de proteinas para una memoria fuerte
del CCP de 30 ensayos en funcién del nimero de ECs presentados en la sesion de re-exposicion.

4.6 - Perspectivas a futuro.

En esta Tesis se comprobé que la fase limbo estd evolutivamente conservada,
ya que se encuentra tanto en roedores y humanos, como en un animal invertebrado
como el cangrejo Neohelice granulata. Esta fase transitoria o limbo es desencadenada
por una re-exposicién intermedia al EC. Ademas, la fuerza de la traza mnésica resulta
en una condiciéon limitante para que esta fase se lleve a cabo.

Una pregunta que se desprende inmediatamente de estos resultados es si
esta fase limbo en realidad se trata de un proceso de extinciéon que fue iniciado pero
no es lo suficientemente fuerte como para observar cambios comportamentales. Si
este fuera el caso, se deberia poder facilitar la consolidacién de este proceso iniciado
al punto de observar cambios en la respuesta comportamental. Un facilitador de la
consolidaciéon de la memoria de extincion en el cangrejo es el muscimol (MUS), un
agonista de los receptores de tipo GABA,. Este efecto facilitador de la consolidacién
se da cuando la droga es administrada previa a un entrenamiento de extincién débil
(Carb6 Tano et al., 2013). Un experimento que podria responder a esta pregunta seria
replicar el experimento 5 de esta Tesis pero inyectando MUS inmediatamente antes
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de la sesion de re-exposicién. En este caso, si la presentacion de 160 EC inician el
proceso de extincion pero no son suficientes para poder observar un cambio
comportamental, un grupo inyectado con MUS no mostrara retenciéon de la memoria
ya que la droga potenciard la consolidacion de esta extinciéon, comparado con un
grupo VHC que si mostrara retencion de la memoria.

En cuanto a las condiciones limitantes para desencadenar esta fase limbo, un
interrogante que surge a partir de los resultados presentados es si el corrimiento en
la cantidad de ECs necesarios para iniciar cada proceso se da también para las fases
limbo y de extincién cuando se trata de una memoria fuerte. Para responder a esta
pregunta se podria indagar sobre la cantidad de ECs necesarios que deben ser
presentados en una sesion de re-exposicion como para desencadenar tanto la fase
limbo como la extincién, luego de la consolidacién de una memoria fuerte.

4.7 - Entendiendo los mecanismos de persistencia de memorias aversivas para su
aplicacion clinica.

Dentro de los desérdenes de ansiedad, el sindrome de estrés post-traumatico
(TEPT) o las fobias especificas afectan a un 11% de la poblacién adulta [Ministerio de
Salud de la Nacién; (Kessler et al., 2005)]. El TEPT y las fFobias especificas se basan en
la presencia de un componente de memoria traumatica (Parsons y Ressler, 2013),
aberrantemente persistente y formadas durante la exposicién a una situacion
traumatica o por transmision de informacién (miedo o aversion a animales,
situaciones o contextos sociales, etc. para fobias especificas).

Resulta interesante que la mayor parte de los tratamientos clinicos usados
hoy en dia para TEPT o fobias especificas no apuntan directamente a la causa basica
del desorden: la persistencia de memorias aversivas aberrantes. La terapia
preponderante, la terapia cognitiva conductual (TCC), intenta inhibir la respuesta de
miedo de los pacientes por medio de sesiones de exposicion a narraciones
retrospectivas de la experiencia traumatica o a las claves ambientales asociadas con
la experiencia negativa. Esta terapia es efectiva s6lo en una fraccién de los pacientes
y alin en estos casos se reportan tasas de recaida elevadas (Craske et al., 2014). El
efecto de la TCC, mediado por el proceso de extincién, depende de la formacién de
una memoria inhibitoria que regule la expresién de la memoria aversiva original. Para
que la terapia conductual cognitiva sea efectiva este balance debe favorecer a la
nueva memoria inhibitoria, pero los mecanismos que gobiernan la persistencia de la
memoria excitatoria original o su interaccion con la nueva memoria inhibitoria
formada por la TCC son ampliamente desconocidos. Ademas, bajo determinadas
condiciones o estimulos andlogos a los protocolos experimentales de reversion, la
memoria original puede reaparecer. Es por esto que una terapia eficaz y duradera
deberia ser capaz de atacar estos desérdenes de ansiedad desde la degradacién o
inhibicién permanente de estas memorias asociativas aberrantes. Algunas evidencias
obtenidas en experimentos piloto con pacientes sugieren la aplicaciéon con éxito de
este tipo de tratamientos (Brunet et al., 2008; Soeter y Kindt, 2015). Por este motivo
y con vistas al desarrollo de nuevas herramientas farmacolégicas para el tratamiento
de estas enfermedades, es fundamental profundizar nuestro conocimiento acerca de
los mecanismos comportamentales, moleculares y neuroquimicos necesarios para la
persistencia o inhibicién de memorias aversivas (Merlo et al., 2015).
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Las observaciones recientes sobre un estado de transicion o limbo con la
presentaciéon de un nimero intermedio de ECs coinciden con el patrén de efectos de
la evocacion sobre la persistencia de la memoria aversiva que se observa al hacer un
tratamiento de mejoramiento de la memoria (por medio del agente hipermnésico D-
cicloserina, DCS) en terapias de exposicion para desérdenes de ansiedad (Smits et al.,
2013). Cuando la exposicién a las claves fue breve, DCS empeord los sintomas,
probablemente por potenciaciéon de la reconsolidacion de la memoria traumatica.
Cuando la exposicion fue prolongada, alcanzando niveles significativos de extincién
en la sesion, DCS tuvo un efecto potenciador del tratamiento, probablemente
potenciando el proceso de extincion. Sin embargo, para exposiciones intermedias,
DCS no tuvo efecto alguno comparado con el grupo que recibié placebo, sugiriendo
que la sesion no produjo ni reconsolidacion ni extincién, probablemente por la
induccion del estado de limbo. El uso de DCS en tratamientos de exposicion a
mostrado efectos positivos (Guastella et al., 2008; Otto et al.,, 2010), efectos
negativos (Smits et al., 2013) y ausencia de efecto (Kleine et al., 2012). Este patrén de
resultados es consistente con la presencia de memorias aversivas maladaptativas de
diferente fuerza donde el grado de re-exposicién al EC necesario para desencadenar
cada uno de los procesos va a variar de un individuo a otro.

Desde hace varias décadas se han utilizado investigaciones pre-clinicas en
animales de laboratorio, con el fin de conocer los mecanismos de memoria que
subyacen a la formaciéon y mantenimiento de memorias aversivas en individuos sanos.
De esta forma, conocer los mecanismos que regulan la terminacién de la
reconsolidacion podria beneficiar a las terapias que estan siendo desarrolladas en la
actualidad, por lo que el entendimiento de los mecanismos que llevan al arresto de la
reconsolidacion en esta fase transitoria o limbo podria contribuir considerablemente
al disefio de nuevos tratamientos mas sencillos y eficaces en términos de la reduccion
de la respuesta comportamental y de la duraciéon de los efectos.
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