
Di r ecci ó n:Di r ecci ó n:  Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :Co nta cto :  digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis Doctoral

Estudio comparado del papel de laEstudio comparado del papel de la
epigenética en distintas fases de laepigenética en distintas fases de la

memoria de largo términomemoria de largo término

Federman, María Noel

2010

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Federman, María Noel. (2010). Estudio comparado del papel de la epigenética en distintas fases
de la memoria de largo término. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires.

Cita tipo Chicago:

Federman, María Noel. "Estudio comparado del papel de la epigenética en distintas fases de la
memoria de largo término". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. 2010.

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


 

 

�

�

�

�

 
 
 

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES 
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES 

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGÍA, BIOLOGÍA MOLECULAR Y CELULAR 
�

�

Estudio comparado del papel de la 

����������	 en distintas fases de la 

memoria de largo término 
 

�

������������	
�
��
�
���	
��
�	�	���������	��
����
����������
������������������������

���
����������
���������
����

����������������������������������������������������

��	������������������ 
� 

�

�����	������	�����!������"���������	�������������	����#� 
���

���
�����	�
$
"����
$��
	�������������$�����
����
�%� ���
�&�'��	�	�	�������������
��

������
�%����
��!������������
�&��
��	
�����������
��()
�	
��!��
	��
��&����&

�*�'�(��

�

�

�

�

���������������%
�+�����,-.-��



Estudio comparado del papel de la epigenética en distintas fases de la 
memoria de largo término 

 
Resumen 
 

�
��������
��������
�� � ���
�����
����	/� ����0%��1�������	
����
�
���	�����������������#� �!����	���
�����
$
"���������	������������
��)��	����
����
��
�����
�2
�������������
�������� � ���
����	
$���!��������
�
������� ��
�
�
���������
������(�	
�����
�2
���	�������
����������
���
�	��
��������
�%���
�������
�����
�����
��������
�%�����
����������
��������
�%���	
 $�/��
���������������	���	�
����������
���!�	�
�������
����

�
�	�
������������/���
�������	��
�
�����2
�	��������	�
������������
��2
�	�����!����������������������2
�	�����!�������������������
��
��)��������
�/���
� ���
�	�������	��
�����������	
�����
� 
3���
��
����	�
�����������$
�
��
�� ���
����
���	���	��
����
���� 
	��
�!4�� ���2��
����3�� ��
 ��	��
��
5��	��
�����
����
�� ���2��
����������	&	�
�������
������5��	��
�� �����	���
�
�
���
�
��	�
������(�	�����������������
�������
��	�
�
��06���1�!����
��	�
�
�����
5��	��
��06����1��

(����	��	�
$
"�����	��������������	
����������
��
����
�����
���
2���
 ��	
�3����� ���
�
��	�
��������5��	��
�����
�	��
��������
�����!�
���������
��������
� � ���
����	�)	�&��7
�������
����"����	
�	��	��
�
��	���	�
��
����� ��	
 $�/�����
�	��
��������
��������
� � ���
����
�������� ���	������$"�	�����������������
	�����
���
����
���

(��������$������	�
������	
�	��	��
�����$���������
� ��	��������
����������
��	�
��������5��	��
�89����
�	��
��������
������.�5��
������������
��	���
 ���	��2���	������ �� �������$�������������� ��	���� �
�����
�

��	�
��������
�5��	��
�89����
�	��
����������
������.�5��
������/�����
�
��
�	��
��������
� � ���
��(����	�� ��������$�3����2
� 
�����������
�
������
���
��6����� ���
�	��
�
� ����	�
����������5�$�����$�	��
	�����������0�
�1��
���
�	��
��������
����������
� � ���
��/$����������
�2
���	
����������	
�
 � ���
�������������	�������2��	��2
���	
�������
� � ���
� ���
�	��
�

� ����	�
����������	
�����
����
�	��
����������
�������
� :����	���
���������5����
 ��������
���
����
������$���������
� ��	�����
�������������
��	�
��������5��	��
�89����
�	��
��������
������.�5��
���������
�����	���
 ���	��2���	������
�������������	���
 ���	������ ����� 
���	����
��� ����
� � ���
�2��� �"��
�
� ���
�	��
�
� ����	�
�������	�
&5����
 �
�
�����5�$��������6������
���
� (�����"��	�����	����
	������	������3���
�
��	�
��������5��	��
��������
 ��
��� ��2���
 ��	
����
��������
�����!����������
��������
�%����(�	��
��������������/	����2������
��
��� ����
��
�
�	����	��
� ����
����� � ���
��
2���	����(�	�� ��
��� �� ����
������
�������
��)���������/���
����
�	��
�
2�� 
��������
� � ���
����������	�
�����	��
 ��	���������
����
 
 
:

$�
���
����%� ���
�����
�����/� ������������
������#��������
������
��
������������(�����/	��
�����	�
������6�����6������



Comparative study of the role of the epigenetic in long term memory 
phases 

 
Abstract 
 

�������
	�����2����&	�� � � ������0%��1���3���������������!�	5������2�
 #���
������	�����#����	��	������������	�	5���)��	������2�
���;��������
	���&
�<���5
����2��	
$��
���
��
�!��������
	��� � �������;5��5�����
���
���������
	������5����5
����������$!�	5����
�	��
	�����2�	5��%������������$!�
 � ��!���	����
��#��������
	����
��������������	�
������	���
�
���
	�
��
	���
�����	���

��
������	���
�
�	��
	����������	�����$!�	�
������	����2
�	�����	5����
��2
�	����
�����������������2
�	����
���������������
������
	��������)���������$!�
��	��
�	����;�	5�$
�
�	�
������	���� 
�5����!���� ��������5�� 
	����	���	����

��4����5� ��
!� ���2!����5��	�������5��
��	!
	�������	5�� ��	��	������
 ���2��
	�����2�5��	�������
	���	��������)�������������
	������5��������������
����
	���$!�5��	����
��	!
����06���1�
���5��	������
��	!
����06����1��

�5���	5�����������	������������
$��	�	5�����	��
������2�5��	����
��	!
	����
��������������
	����
������������
	�����2����	�)	&����
� � ��!����	5����
$�
��	
�	��	��
���	���	�
��
��;��
����������������
	�����2�������$"��	�
�������	���� � ��!����	5�� �������
���
����
���

'����	
�	��	��
���	�����5�;��
�������
������	5��
��	!
	���������2�5��	����
89����	5�����	�
�$�
�����������������
	�����.�5����
2	���
��	�����	�
������
���	�����%���������	5
	������
����
��	!
	�����2�5��	����89�;
��
����$�������
����������������
	�����.�5����
2	��� � ��!���
�	��
	�����'��	5��������	�$�
	��
 ������5
� 
������
�$��<
����2�	5��
�	�����2�6�����$!�
� ����	�
	�����2�	5��
��5�$�	�������� �$�	!�
	���������	5���������
	�����2�
�;�
<� � ��!����������
 � ��!�2
���	
	�����=��2�������� � ��!���5
��� ��	��22��	�$!�
� ����	������
	5�����������������������
	������

%������������	5��5�����
 �����2���
���
����
��	5����;
��
�������
������
	5��5��	����89�
��	!
	����������������������
	�����.�5����
2	���
��	�����	�
�������
�5����5
���������	��$�������
2	���;�
<���	�
���������	���������	5�� ����� � ��!�
;
��� �������$!���	�
&5�����
 �
�
� ����	�
	�����2�6�������5�$�	�������� �
$�	!�
	����

����	5����	5�����
	
�
�����	5
	�
��	!
	�����2�5��	��������
�<�!� ��5
��� ����
	5���������
	����
������������
	�����2�	5��%�����5����������	�����������
2���	�����
��
� ����
��2�
	�����2��	������� � ��������5��� ��5
��� �����
	����
������)���������������� � ��!�2�� 
	�����������	���
��!������������
 
 
�
6�!�;�������������� �%� ��!���������
	�����#��������
	�������
������	�����
(������	�������	�
	�����6�����6������
 
 
�
�



Índice 

 

Capítulo I. Introducción General 

 I.1 Aprendizaje y memoria…………………………………………………………..2 

 I.2 Sistema nervioso, plasticidad y memoria…………………………………3 

I. 3 Distintos niveles de análisis del aprendizaje y la memoria………..6  

I.4 Estudio comportamental del aprendizaje y la 

memoria….........................................................................................7 

 I.5 Estudio mecanístico del aprendizaje y la 

memoria……........................................................................................10 

I.6 Consolidación……………………………………………………………………..12 

I.7 Consolidación versus Reconsolidación…………………………………..13 

I.8 Regulación de la expresión génica y su relación con la 

memoria………..................................................................................14 

I.9 Cromatina…………………………………………………………………………...15 

 I.10 Epigenética…………………………………………………………………........18 

I.11 Acetilación de histonas y regulación de la expresión 

génica………………………………………………………………………..……………20  

I.12 Epigenética y memoria………………..………………………………………23 

 

Objetivos e hipótesis…………………………………………………………………26 

 

Capítulo II. Participación de la acetilación de histonas 

durante la fase de consolidación en el modelo de memoria 

contexto señal en 
�	�	��	�����

 II.1 Introducción………………………………………………………….………29@41 

  II.1.1 Consolidación de memorias asociativas………………………….....30 

II.1.2 Diferencias en el aprendizaje y tipos de memoria………………..30 

 II.1.3a  Aprendizaje Contexto@Señal en 
�	�	��	�������	���	��� 

como modelo experimental…………………………………………………………………….32 

 II.1.3b Anatomía del sistema nervioso central de los decápodos…….37 



 II.1.4 Acetilación de histonas y la consolidación de la memoria…….39 

 II.1.5 KDACs y fármacos inhibidores……………………………………….....41 

II.2 Materiales y Métodos…………………………………………..…………42@50 

II.2.1. Animales……………………………………………………………………….42 

 II.2.2. Dispositivo de Entrenamiento y Evaluación. El 

actómetro…………………………………………………………………………………………...43 

 II.2.3 Procedimiento experimental…………………………………………44@51 

 Experimentos de intervención farmacológica y análisis 

comportamental……………………………………………………………………………………45 

 Experimentos de correlación…………………………………………………….48 

 Experimentos de intervención farmacológica y análisis 

mecanístico………………………………………………………………………………………….51 

II.3 Resultados………..……………………………………………………..52@64 

 II.3.1 La administración de butirato de sodio durante la 

consolidación facilita la MCS…………………………………………………………………52 

 II.3.2 La administración de tricostatina A durante la consolidación 

facilita la MCS……………………………………………………………………………………….56 

 II.3.3 La inyección de NaB aumenta los niveles de acetilación de la 

histona H3 en cerebro de 
�	�	��	����……………………………………………..57 

 II.3.4 Curso temporal de la acetilación de histonas H3 durante la 

consolidación de la memoria………………………………………………………………….60 

 II.3.5 El entrenamiento débil concomitante con la administración de 

NaB induce un aumento de  la acetilación de histonas H3………………………….63 

II.4 Conclusiones y Discusión……………………………………..……65@70 

 

Capítulo III. Participación de la acetilación de histonas 

durante la fase de reconsolidación en el modelo de memoria 

contexto señal en 
�	�	��	���� 

III.1 Introducción………………………………………………….………..71@94 

 III.1.1 Reconsolidación de memorias asociativas………………..………72 

 III.1.2 Mecanismos moleculares involucrados en la 

reconsolidación………………………………………………………………………………..….73 

 III.1.3 La reconsolidación de la MCS en 
�	�	��	����……….……74 



 III.1.4 Mecanismos epigenéticos y la reconsolidación de la 

memoria……………………………………………………………………………………….……75 

III.2 Materiales y Métodos……………………………………………….76@80 

 III.2.1 Procedimiento experimental…………………………………………..76 

 II.2.2 Experimentos de correlación……………………………………………76 

 II.2.3 Experimentos de intervención farmacológica y análisis 

mecanístico………………………………………………………………………………………….77 

III.3 Resultados………………………………………………………………81@90 

 III.3.1 La reconsolidación de la memoria fuerte induce un aumento 

en la acetilación de histonas H3………………………………………........................81 

 III.3.2 La reconsolidación de una memoria débil que ha sido 

facilitada por NaB durante su consolidación muestra altos niveles de histona 

H3 acetilada en la reconsolidación………………………………………………………...82 

 III.3.3 El inhibidor de KDACs no facilitó la MCS durante la fase de 

reconsolidación……………………………………………………………………………………85 

 III.3.4 El estrés hídrico puede facilitar la MCS durante la 

reconsolidación pero no involucra acetilación de H3……………………………….87 

 III.4 Conclusiones y Discusión……………………………………..90@93 

 

Capítulo IV: Participación de la acetilación de histonas 

durante la fase de consolidación en vertebrados. Modelo de 

memoria de reconocimiento de objeto novedoso en M���

������� 

IV.1 Introducción…………………………………………………..………94@115 

 IV.1.1 Tipos de memoria en vertebrados…………………………………....95 

 IV.1.2 Sistemas de memoria y consolidación sistémica………………..96 

 IV.1.3 Descripción neuroanatómica del lóbulo temporal medial y sus 

relaciones con la corteza……………………………………………………………………….99 

 IV.1.4 Memoria de reconocimiento y su sustrato 

neuroanatómico………………………………………………………………………………….107 

 IV.1.5 Paradigma de reconocimiento de objeto 

novedoso…………………………………………………………………………….……………..109 

 IV.1.6 Diferencias en el aprendizaje y tipos de memoria……………..112 



 IV.1.7 Mecanismos moleculares involucrados en la consolidación de 

la memoria de reconocimiento……………………………………………………………..113 

 IV.1.8 Mecanismos epigenéticos y la consolidación de la memoria de 

reconocimiento……………………………………………………………………………………114 

IV.2 Materiales y Métodos……………….……………………………116@130 

 II.2.1. Animales……………………………………………………………………….116 

IV.2.2 Dispositivo de entrenamiento y evaluación para el paradigma 

de reconocimiento de objeto novedoso…………………………………………………..116 

IV.2.3 Procedimiento experimental…………………………………………..118 

 Experimentos de análisis comportamental……………………….121 

 Experimentos de de intervención farmacológica y análisis 

comportamental ..………………………………………………………………………………..121 

 Experimentos de correlación…………………………………………..128 

IV.3 Resultados……………………………………………………………130@140 

 IV.3.1 Determinación de parámetros del entrenamiento…………….130 

 IV.3.2 La actividad de NF@κB está implicada en la consolidación de la 

memoria de reconocimiento de objetos………………………………………………….131 

 IV.3.3 La actividad de NF@κB en la consolidación de la memoria de 

reconocimiento es necesaria en el hipocampo pero no en la corteza 

insular………………………………………………………………………………………………..134 

 IV.3.4  Un entrenamiento débil concomitante con la inyección del 

inhibidor de KDACs NaB en hipocampo induce una memoria de 

reconocimiento de largo término………………………………………………………..…137 

 IV.3.5 La consolidación de una memoria fuerte implica cambios en 

los niveles de acetilación de la histona H3………………………………………………139 

IV.4 Conclusiones y Discusión………………………………………140@142 

 

Capítulo V. Discusión final…………………………………...143@158 

 V.1 Los mecanismos epigenéticos como “caracteres” moleculares de 

la fuerza de la memoria……………………………………………………………..145 

 V.2 Posible rol de las KDACs como reguladores negativos de la 

consolidación de la memoria…………………………..…………………………..148 



 V.3 Rol de la acetilación de histonas durante la reconsolidación. 

¿Qué es la fuerza de una memoria?....................................................149 

 V.4 El mecanismo epigenético reversible de  acetilación – 

desacetilación de histonas posee una función evolutivamente 

conservada en el proceso de formación de la memoria, 

¿
���?................................................................................................152 

 V. 5 La utilización de distintos abordajes experimentales para el 

acercamiento a procesos biológicos complejos………………………..…….157 

 

Bibliografía………………………………………………………………………….159@180 

 



��������	��
����

�

�����������������	�
�����������������������	�����������
�������������������
����

���������
��������������������������
��	�������
���������	�������	���
��
��

��������������
��
����������
����������	�
�������������������������������������

����
�������������������������������	�
������������	�
��������������������

���������
��

�� �	�����!����
�����"	��������
�#��	���������
����������
�������������

��$��������������������	�����������%�&�
��	�
���	�
������������������������

	������
��
���������������������

��'����������	������������(��#��������������������
	����������
�#��	����

������	����
����(�������������
�����

��)������������
����������������
	�����*��������
�������������+�

�����������������	�
��������,����������������	����	��#����������������������

��	�������	��������������	���������
	��������������
��������	����������������

�������������
������������
������������

�����������������	�
��������-��
������������
����
����
����(�����
����	��������

������������
����	�
�����������	�����������
����������
����
�����	�
��	�
����

���,�������������������
��&������
�����
��&������������������������������
��
��
�����

��'�������������������
�������.���	�
���������������	�����	�����

������������/�
�������������������
����	�������������������(������(�������
��
�

�����	������

��"�
�����-����
��)�����,�����������!����
������"���
����0����!��1����������

'���������2�������3�����,���3-��!������,������-����4��,����� ��!������5�
�����

5�	�$
��������!�������������	���������	�
����������
���������������������������

�	�
���
��
����	�������������������������	����������

��

�

�

�

�



�

�

�

�

�� � � � � ���������������������������������5����������������	��	�	$�



Capítulo I 

1 
 

              

 

 

 

�������		
���������

�

� �

�

�

�

�

 

 

 



Capítulo I 

2 
 

�

���������
����������
��

 

Desde una perspectiva puramente comportamental, el ���������	� puede 

definirse como un proceso que se manifiesta a través de cambios adaptativos en el 

comportamiento individual resultantes de la experiencia (Thorpe 1963). Si 

disecamos los términos fundamentales de esta definición, notamos que, en primer 

lugar, hace referencia a un 
����: es decir, mediante el aprendizaje se flexibiliza 

la conducta de un individuo ante una determinada circunstancia. A nivel 

experimental, este cambio se evidencia comparando el 
���������� en dos 

momentos diferentes: durante (t1) y después (t2) de que el aprendizaje haya tenido 

lugar. En segundo lugar, el término “���������� pone énfasis en el hecho de que el 

tipo de cambio generado representa un beneficio para el individuo, permitiéndole 

adaptarse a las condiciones de un ambiente cambiante y contribuyendo así a 

incrementar su aptitud darwiniana (en inglés,  �������) (Dukas 2008). Finalmente, 

el aprendizaje se adquiere a través de una determinada ��������
��, que incluye 

eventos de naturaleza sensorial, emocional, cognitiva o motora. Ahora bien, para 

que los cambios de t1 a t2 puedan expresarse, el aprendizaje necesariamente debe 

perdurar en el tiempo. Se define a la ������ como la retención del cambio 

comportamental adquirido a través del aprendizaje.  

Si bien estas definiciones operacionales de aprendizaje y memoria pueden 

resultar prácticas e intuitivas, dejan fuera aspectos fundamentales de estos 

procesos, como por ejemplo su sustento físico. Desde una perspectiva 

neurobiológica, consideramos a la memoria como una representación interna de 

una experiencia comportamental, la cual tiene lugar en el sistema nervioso del 

individuo generando una �����������
� (Maldonado 2008). Es decir, la 

representación interna es la 
����
�
��� de propiedades del mundo exterior y/o de 
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un evento, tales como sonido, olores, imágenes, en ������	���������. El 

almacenamiento en el tiempo de la información aprendida, es decir la ������, en 

forma de representaciones internas dependientes de la experiencia, puede guiar el 

comportamiento en eventos ulteriores más allá del presente perceptivo o cognitivo, 

gracias a la potencial capacidad de reactivar tales representaciones (Dudai 2002b). 

Sin embargo, no todas las representaciones internas que guían el comportamiento 

son memorias. Construcciones innatas, codificadas genéticamente y establecidas 

por programas internos durante el desarrollo, aún en ausencia de aprendizaje, 

pueden ser también representaciones internas. Lo que diferencia a la memoria de 

otros tipos de representaciones internas es que es generada por un proceso de 

aprendizaje. La búsqueda de esta representación ha constituido la esencia de la 

investigación en el campo de la neurobiología de la memoria. En la actualidad, se 

asume que las memorias o ����������
��������������������
����
���������
��

�������������������
��
����������������������
���
������������������������

���
������������������������������������ (Dudai 2002b). Llegado este punto, 

podemos redefinir al aprendizaje, aludiendo a sus mecanismos, como el proceso a 

través del cual una experiencia se codifica en circuitos neuronales, expresándose en 

un cambio del comportamiento. Resulta evidente que el aprendizaje y la memoria 

están unidos indisolublemente. En ocasiones, se utiliza el término “aprendizaje” 

para referirse a aprendizaje seguido de memoria y el término “memoria” indicando 

implícitamente que ésta vino precedida por un aprendizaje. 

 

�����
��������
����������
	
����������
��

 

El sistema nervioso de todos los seres vivos está formado por dos tipos de 

células: las neuronas y las células de la glía. Las neuronas poseen propiedades que 

otorgan al sistema nervioso la capacidad de ser ������
, es decir, un sistema con la 



Capítulo I 

4 
 

potencialidad de ser modificado. A su vez, estas modificaciones pueden perdurar en 

el sistema nervioso, otorgando al sistema la capacidad de tener ������ (Kandel 

2000, Kandel, Schwartz y Jessell 1995). El cerebro debe ambas características a 

ciertas particularidades de las neuronas. ¿A cuáles? 

Por un lado, una neurona posee ��������, es decir, dentro de ella existen 

regiones anatómica y funcionalmente definidas, tales como el cuerpo celular, 

dendritas y axón, de manera tal que la información fluye en cierta dirección, de 

manera polarizada. Básicamente, el cuerpo celular o ��� contiene al núcleo y al 

citoplasma con sus organelas, y es el sitio donde transcurren los procesos de 

transcripción génica (dentro del núcleo) y traducción (fuera del núcleo). Las 

dendritas y el axón forman extensiones o arborizaciones del citoplasma de una 

neurona que la conectan a otras neuronas, localmente (dendritas) o a distancia 

(axón). Típicamente, las dendritas de una neurona constituyen la región receptiva o 

de entrada de la información, desde dónde la misma fluye hasta el soma, de ahí 

hacia el axón y se propaga por éste hasta llegar a su porción terminal que 

constituye usualmente la región de salida de la información.  

Por otro lado, las neuronas son células ��
�������. Todas las células poseen una 

membrana celular que separa el citoplasma del medio extracelular. Ambos espacios 

poseen composición química diferente, por ejemplo se diferencian en la 

concentración de moléculas con carga. Esta diferencia de cargas genera una 

diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana de la célula. Si una 

porción de la membrana es perturbada de alguna manera, esta diferencia de 

potencial eléctrico puede variar. Cuando las neuronas sufren cambios rápidos en su 

potencial eléctrico de membrana, éstos no necesariamente se disipan sino que 

pueden propagarse a lo largo de la membrana, gracias a su ��
����������. Esta 

propiedad emerge de la forma y polaridad de las neuronas y de la existencia de 

proteínas ancladas en la membrana de estas células que funcionan como canales 

iónicos. Estos canales proteicos dejan pasar o no iones hacia dentro o hacia fuera 

de la neurona. Algunos de ellos, los 
���������������������������	�, cuya apertura 
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es inducida por cambios en el potencial eléctrico de membrana, promueven el 

inicio y la autoBpropagación de una señal eléctrica regenerativa hacia porciones 

contiguas de la membrana de una misma neurona o, inclusive, a neuronas vecinas 

conectadas a aquélla. De este modo, un circuito neuronal tiene la capacidad de 

transmitir información de un sitio a otro. La diferencia de potencial eléctrico que se 

propaga activamente llevando información de una región a otra de la misma 

neurona se denomina ����
��������

���, una señal todoBoBnada de gran 

amplitud, que se inicia en el 
�������
 y se autoBperpetúa invariantemente.  

Además, las neuronas también tienen otra manera de transmitir la 

información, de una a otra, cuya señal es graduada y modificable: el ����
����

�������
. Cada neurona posee la capacidad de generar muchos sitios 

especializados para la comunicación con otras neuronas, llamados ��������. Cada 

sinapsis es una zona de unión entre dos neuronas donde la información puede 

transmitirse mediante una sinapsis ���
���
� o una sinapsis������
�. En este 

último caso, la transmisión implica la liberación de moléculas señalizadoras o 

���������������, que son liberados desde la preBsinapsis a la hendidura 

sináptica y difunden hasta llegar a las proteínas de membrana receptoras o 

��
������ de estas moléculas en la postBsinapsis. Al ser ocupados por el 

neurotransmisor, los receptores pueden 1) activar vías de señalización intraB

celular; 2) afectar directamente la apertura o cierre de canales, promoviendo 

cambios en el potencial de membrana de la neurona post sináptica. Esta sinapsis es 

más lenta que la sinapsis eléctrica. Pero, a diferencia de aquélla, es ������
�. Es 

decir, la sinapsis química puede ser reforzada o debilitada y ello permite que la 

comunicación entre las neuronas componentes no sea fija, sino modificable. Por 

ejemplo, la actividad frecuentemente evocada en una sinapsis induce a que ésta se 

refuerce, pudiendo promover una mayor liberación de neurotransmisor desde la 

preBsinapsis ante la llegada de una señal eléctrica ó induciendo una mayor cantidad 

de receptores expresados en la membrana postBsináptica que, ante la misma 

cantidad de neurotransmisor liberado, provocan una respuesta postBsináptica 

mayor. De esta manera, la plasticidad de una sinapsis química permite el 
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almacenamiento de ������
���, 
����
��� en la actividad sináptica. Siguiendo 

con el ejemplo de reforzamiento o ����
��
���, una vez modificada la sinapsis, 

ante la llegada de una estimulación en la preBsinapsis, la respuesta postBsináptica 

continuará siendo alta. En la ������������������
������������
� (TPS) (1893) 

Ramón y Cajal estableció que la fuerza de una conexión sináptica, la facilidad con la 

que un potencial de acción en una neurona excita o inhibe a su neurona blanco, 

puede ser modificada por actividad neuronal y que el proceso de aprendizaje hace 

uso de dicha maleabilidad. La persistencia de los cambios generados en la 

comunicación sináptica por el proceso de aprendizaje, según esta teoría prevalente, 

provee el mecanismo elemental del almacenamiento de la memoria. 

 Además del efecto en los canales iónicos, que implica cambios rápidos 

(milisegundos) a nivel del potencial de membrana y puede culminar en un 

potencial de acción, la activación de los receptores por la interacción con su ligando 

en la membrana postBsináptica puede generar cambios más lentos (segundos, 

minutos), mediante la activación de vías de transducción de señales enzimáticas, 

que resultan en modificaciones de la función sináptica o de toda la neurona. Desde 

los trabajos en el molusco ������� y en el modelo de potenciación de largo término 

(LTP, por sus siglas en inglés �������������������) en adelante (Bliss y Lǿmo 

1973, Goelet et al.1986) estos cambios a más largo término, como modificaciones 

bioquímicas o estructurales en la sinapsis o inducción de una respuesta 

transcripcional y traduccional, han sido involucrados en procesos de formación de 

la memoria. 

 

�����
��
������
����������
�
����������
���������������
��

Existen distintos niveles de análisis y múltiples enfoques utilizados para 

investigar los mecanismos involucrados en los procesos de aprendizaje y memoria. 

Se pueden distinguir tres grandes niveles de estudio, los cuales poseen una relación 
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jerárquica entre sí: 1) A nivel 
����������� se estudia cómo una memoria se 

manifiesta en la conducta del animal; 2) A nivel ����������������
��
���� se 

investiga cómo la información es codificada en circuitos neuronales y si existen 

distintos circuitos que van formando parte de la traza mnésica, implicándose en el 

almacenamiento de la información y en la expresión de la memoria en distintas 

fases de la misma; 3) A nivel 
�������� ����
���� se indaga en cómo se modifican 

las conexiones neuronales y las propiedades reactivas de las neuronas implicadas 

en la formación y modificación de los circuitos que conforman la traza mnésica, así 

como también en qué procesos moleculares dentro de las neuronas subyacen y 

sostienen aquellos cambios a lo largo del tiempo. 

Entender el nivel de análisis en el que uno se sitúa para investigar la formación 

de la memoria es fundamental para interpretar los resultados obtenidos. Luego de 

un aprendizaje, las representaciones internas de la experiencia en las que se 

almacena la memoria constituyen el punto crucial en la investigación 

neurobiológica de estos procesos. Por ello, en el enfoque escogido en la presente 

tesis, cuando hablamos de cambios moleculares que subyacen a la formación de la 

memoria no lo entendemos como un mecanismo que codifica de manera 

independiente la información adquirida, sino que se interpreta en un contexto de 

circuito neuronal. Más aún, éstos se integran a resultados en otros niveles de 

análisis para arribar al objetivo principal, el estudio de la memoria. 

 

�� ��!����
��	���������������������
�������������
��

  

 Para abordar experimentalmente los procesos de aprendizaje y memoria se 

requiere simplificar el tipo de experiencia que recibe el sujeto experimental, de 

modo tal de controlar las condiciones y estímulos que se le presentan. A partir de 
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los trabajos de científicos como Thorndike y Pavlov (Rosenzweig 1998), el estudio 

del aprendizaje se benefició en gran medida con el uso de modelos animales y el 

desarrollo de diversos ���������� experimentales, los cuales constituyen 

experiencias sensoriales en condiciones controladas. Estos procedimientos 

permitieron establecer distintas formas de aprendizajes: de tipo ����
����� y de 

tipo ��
�����. Posteriormente, estos modelos abrieron la posibilidad de realizar 

intervenciones de distinto tipo en el sistema nervioso, lo cual permitió adentrarse 

en un análisis mecanístico de los procesos de memoria (ver sección I.3). 

Dentro de la categoría de aprendizajes no asociativos encontramos a los 

procesos de !������
��� y �����������
���. En estos procedimientos se considera 

que el individuo aprende únicamente sobre la presencia de un estímulo 

determinado. La sensibilización causa un aumento inespecífico en los niveles de 

respuesta luego de la exposición a un primer estímulo intenso o nocivo. Por el 

contrario, la habituación se logra mediante una presentación repetida de un 

estímulo relevante, de modo tal que las respuestas del individuo ante la presencia 

del mismo van haciéndose cada vez menos intensas. El decremento está 

específicamente relacionado con el estímulo original y es posible reinstalar la 

respuesta ante la presentación de un estímulo diferente (Carew 2000). Ciertos 

autores (Whitlow y Wagner 1984) consideran a la habituación como un caso de 

aprendizaje asociativo porque numerosos resultados demuestran que el individuo 

realiza inevitablemente una asociación entre el estímulo y otros parámetros, tales 

como el contexto donde fue recibido.  

 El fundamento básico de los aprendizajes de tipo asociativo radica en la 

capacidad de asociar dos o más eventos inicialmente inconexos, lo cual permite a 

un animal extraer las características relevantes del ambiente que lo rodea, 

posibilitándole hacer predicciones acerca de los estímulos y sus potenciales 

consecuencias. Los paradigmas utilizados para estudiar este tipo de aprendizaje se 

desarrollan a partir de dos condicionamientos básicos: I) En el 
���
���������


����
�se presentan de modo pareado dos estímulos diferentes: uno de valor 



Capítulo I 

9 
 

neutro (estímulo condicionado, EC) y otro de valor significativo para el individuo 

(estímulo incondicionado, EI) que genera una respuesta espontánea (respuesta 

incondicionada, RI). Mediante este procedimiento se logra una asociación entre los 

dos estímulos, adquiriendo el EC un valor predictivo de la llegada del EI, de tal 

modo que la sola presentación del EC logra generar una respuesta en el individuo 

(la respuesta condicionada, RC). Por ejemplo, en un condicionamiento contextual 

de miedo en ratas, se coloca al animal en un contexto (EC) donde recibe una 

descarga eléctrica en las patas (EI) que le provoca una respuesta de sobresalto 

seguido por una respuesta de congelamiento (RI). Luego de un intervalo en otro 

lugar, al volver a colocar a la rata en el contexto original, se observa la respuesta de 

congelamiento (RC) sin necesidad de presentarle el EI. II) El 
���
���������

������������ u ������� implica la asociación entre un determinado 

comportamiento con un estímulo incondicionado, siendo en este caso el individuo 

el que detecta la contingencia entre ambos. Por ejemplo, un ratón al explorar la 

arena experimental (EC) presiona por casualidad una palanca (RI), tras lo cual 

recibe una ración de alimento (EI). La repetición de esta secuencia lleva a descubrir 

que su acción, apretar la palanca, trae aparejada una consecuencia, la comida.  

A partir de una gran cantidad de evidencias provenientes de diferentes 

modelos, se establecieron una serie de “leyes” o principios generales del 

aprendizaje asociativo (Maldonado 2008), entre los que podemos destacar: a) 

Cuanto más fuerte sea la contingencia entre el EC y el EI (�"�", mayor la 

probabilidad de que si ocurre el primero, ocurrirá el segundo), mayor será la fuerza 

de la asociación; b) Es necesaria una proximidad espacioBtemporal entre el EC y el 

EI para generar la asociación entre ambos; c) La fuerza de la asociación entre el EC 

y el EI será mayor cuanto mayor sea el EI; d) Es posible generalizar la respuesta 

condicionada a estímulos de características similares al EC; e) El intervalo entre los 

ensayos de aprendizaje (donde se presentan apareados el EC y el EI) es un factor 

determinante en el condicionamiento, siendo más eficiente un espaciamiento de los 

mismos que un intervalo muy pequeño o nulo. Si bien existen excepciones, se han 

demostrado estos principios en especies tan diversas como la babosa de mar 
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�������, la abeja ����, o el mono #!����, conduciéndonos a pensar que existe 

cierta universalidad en los fenómenos de aprendizaje asociativo. Evidentemente, 

esto no implica que todas las especies puedan formar las mismas asociaciones pues 

existen restricciones biológicas del aprendizaje que implican cierta predisposición 

del sistema nervioso de las diferentes especies a formar algunas asociaciones y no 

otras (Menzel 2007). 

 Con este resumen se abarca, a grandes rasgos, los tres niveles de 

complejidad que puede tomar el aprendizaje: aprendizaje de la existencia del 

estímulo (habituación y sensibilización), aprendizaje de la asociación entre 

estímulos (condicionamiento clásico) y aprendizaje del efecto del comportamiento 

propio (condicionamiento operante) (Rescorla y Wagner 1972). En cada caso, este 

comportamiento aprendido por el animal puede dar lugar a la formación de 

distintos tipos de memorias de corto, mediano ó largo plazo, dependiendo de la 

persistencia del comportamiento aprendido a lo largo del tiempo luego de la 

experiencia original. 

 

��"��!����
���	��#��
	����������
�������������
��

 

En función de su persistencia, las memorias pueden clasificarse, básicamente, 

en dos tipos: memoria de largo término (MLT) o memoria de corto término (MCT). 

Ambos ���� de memoria pueden distinguirse entre sí por los procesos moleculares 

implicados durante la formación de las mismas (ver Introducción de capítulo II). 

Brevemente, la MCT involucra vías de señalización intracelular y modificaciones 

post traduccionales en proteínas ya existentes, mientras que la MLT además 

implica síntesis ������de proteínas e inducción de expresión génica.  
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A partir de estudios farmacológicos, moleculares y conductuales, se definieron 

diferentes ����� por las que transcurre el proceso de formación de una memoria, a 

partir del momento del aprendizaje. En primer lugar, existe una fase de 

�������
��� de la información, proveniente de los diversos estímulos 

experimentados por el animal en el medio ambiente, la cual es función de los 

sistemas sensoriales. Seguidamente, la representación interna de la experiencia 

sensorial se procesa y se almacena en distintas áreas del sistema nervioso central 

(SNC), conduciendo a la formación de nuevas memorias. En primera instancia, la 

memoria puede ser de corta duración, en cuyo caso se denominaría MCT. 

Asimismo, y dependiendo del tipo de experiencia sensorial experimentada por el 

animal, es posible que el cambio en el comportamiento perdure por más de 24 

horas. En ese otro caso, decimos que se ha formado una MLT. Mediante una fase 

de 
������
���, la MCT sería remplazada por una forma de memoria más estable 

y de larga duración, la MLT. Se propone la existencia de una mínima cantidad de 

tiempo necesaria para que la MLT sea consolidada. Durante este período la MLT se 

caracteriza por presentar un estado lábil, es decir, pasible de disrupción por 

diversos agentes amnésicos, tales como choques electroBconvulsivos (Duncan 1949) 

o inhibidores de síntesis de proteínas (Barondes 1975, Davis y Squire 1984, 

Pedreira et al.1995). Al cabo de este período, la memoria puede ser almacenada de 

forma permanente, por días, años, o incluso toda la vida del individuo. Una vez 

formada, la MLT es insensible a los agentes amnésicos antes mencionados. Cuando 

la memoria está consolidada, la presentación de un recordatorio de la fase de 

adquisición, puede producir la ��
�
��� de la memoria. Sucesivamente, y bajo 

determinadas condiciones, puede ser posible la ���
����
��� de la memoria y la 

consecuente inducción de una “nueva” fase de vulnerabilidad o labilidad, 

denominada fase de ��
������
��� (Pedreira et al.2002, Bustos 2009). En esta 

fase la memoria vuelve a atravesar un proceso de reBestabilización que la retorna a 

su estado consolidado. Esta fase de reBlabilización también es definida 

operacionalmente por su sensibilidad a agentes amnésicos (Misanin et al.1968, 

Przybyslawski y Sara 1997, Nader et al.2000). 
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El término 
������
��� es utilizado en el estudio de la memoria para 

referirse a dos familias de procesos: la consolidación 
�������y la consolidación 

�������
� (Nader y Hardt 2006). La consolidación celular es llevada a cabo dentro 

de los primeros minutos a horas inmediatamente después del aprendizaje y fue 

encontrada en todos los sistemas estudiados hasta ahora. En este caso, el término 

engloba a la estabilización dependiente del tiempo de los mecanismos celulares o 

modificaciones en las propiedades de las neuronas que ocurren luego de la 

adquisición de la información. En el campo actual de las neurociencias, el cambio 

en la eficacia sináptica durante la formación de la memoria ha sido definida como 

una propiedad universal, por eso a este tipo de proceso se lo suele denominar 

consolidación sináptica (Kandel 2001, Dudai 2004). En cambio, la consolidación 

sistémica fue encontrada inicialmente en vertebrados, es más prolongada e 

implicaría la reorganización a través del tiempo de circuitos neuronales y áreas del 

sistema nervioso central dedicadas al procesamiento y almacenamiento de la 

información (Dudai 2002b). Por ejemplo, en algunas clases de memoria en 

humanos se ha observado que una memoria que dependía inicialmente del 

hipocampo, a través de su consolidación sistémica se vuelva independiente de esta 

región del cerebro y dependiente de otra (Scoville y Milner 1957, Squire y Alvarez 

1995). Tanto en el capítulo II de esta tesis como en el capítulo III, cuando se 

menciona “consolidación” se refiere a la consolidación del tipo celular. En el 

capítulo IV se retoma el concepto de consolidación del tipo sistémica. 
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La teoría de la consolidación afirma que, tras la adquisición, una memoria 

transita por un proceso que la convierte en estable y perdurable. Mientras este 

proceso no se complete, la memoria es inestable y sensible a distintos agentes 

amnésicos (McGaugh y Petrinovich 1966, Davis y Squire 1984). Este concepto fue 

cuestionado, por lo menos en su formulación clásica, a partir de estudios 

mostrando que la ��
�
��� de una memoria puede abrir un nuevo período de 

labilidad. Estos trabajos indicaron que después de su ���
����
���, la memoria 

requiere de un mecanismo tipoBconsolidación para su reBestabilización, un proceso 

llamado reconsolidación (Misanin et al.1968, Mactutus et al.1979, Sara 2000, 

Nader et al.2000, Pedreira et al.2002, Boccia et al.2004, Alberini 2005). Es 

materia de intenso debate si los procesos moleculares que se inducen durante la 

reconsolidación son recapitulados, en su totalidad o en parte, de igual manera que 

durante la fase de consolidación, o si la consolidación y la reconsolidación de la 

memoria implican mecanismos diferentes. 

A su vez, algunos autores proponen que el fenómeno denominado 

reconsolidación es una manifestación de una lenta consolidación y no la 

recapitulación de un proceso ya cerrado (Dudai y Eisenberg 2004). Consideran que 

la reconsolidación expande el concepto de consolidación y proponen que las 

memorias podrían consolidar durante un periodo más extenso que lo que 

originalmente se creía. En un trabajo reciente (Bekinschtein et al.2007) se ha 

postulado la existencia de una fase de “estabilización retardada”, requerida para el 

mantenimiento, pero no para la formación, de una memoria. En este trabajo los 

autores proponen que la persistencia de una memoria implica al menos algunos de 

los mecanismos moleculares característicos del proceso de consolidación, y que, 

para el mantenimiento de la información adquirida, se producirían episodios 

recurrentes de consolidación. 
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Desde principios del siglo XX se ha puesto énfasis en el estudio del  proceso 

de transición entre los dos tipos básicos de memoria, la MCT y la MLT, al 

estudiarse el aprendizaje verbal en humanos (Mueller y Pilzecker 1900). Se 

propone la existencia de una mínima cantidad de tiempo necesaria para que la 

MLT sea consolidada. Al cabo de este periodo, la memoria es almacenada en una 

forma más estable y de larga duración. Durante este intervalo de tiempo de varias 

horas de duración, la memoria puede ser afectada por distintos agentes 

disruptores, entre los cuales se encuentran el electrochoque convulsivo (Duncan 

1949) y la inhibición de síntesis ����� de proteínas. Este último proceso celular 

representa la primera base bioquímica descripta en el análisis de los mecanismos 

moleculares que subyacen a la formación de la memoria, y permitió establecer 

dentro del proceso de consolidación la necesidad de los procesos de transcripción y 

traducción (Flexner et al.1963, Agranoff 1972, Barondes 1975, Davis y Squire 1984, 

Crow y Forrester 1990, Pedreira et al.1995). La hipótesis actual de la consolidación 

de la memoria establece que en esta fase deben sintetizarse nuevas proteínas 

(Goelet et al.1986) que den sustento subcelular al cambio en las conexiones 

sinápticas subyacentes al cambio en el comportamiento. Por otro lado, en trabajos 

recientes se ha postulado la existencia de un segundo período crítico de 

consolidación, también dependiente de la síntesis proteica y de mecanismos de 

transducción de señales en el lapso de tiempo que va entre las 4 y 6 horas después 

de la adquisición (Freeman et al.1995, Bernabeu et al.1997, Bourtchuladze et 

al.1998, Freudenthal y Romano 2000, Locatelli et al.2002, Igaz et al.2002). 

La síntesis de proteínas que ocurre durante el primer período de 

consolidación incluye productos de genes tempranos, que serían esenciales para la 
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formación de la MLT (Alberini et al.1994). Dado que la fase de consolidación está 

presente en distintos tipos de aprendizaje y parece hallarse en todo el reino animal, 

diferentes genes tempranos podrían servir como integrantes de una familia 

molecular implicada en cambios plásticos adaptados a diferentes tipos de 

memorias que tienen lugar en distintos sustratos neuronales. Algunos modelos 

experimentales han servido para probar que estos cambios en el patrón de 

expresión génica son necesarios para producir alteraciones fisiológicas y 

morfológicas de largo término en las terminales sinápticas así como en procesos de 

sinaptogénesis (Montarolo et al.1986, Castellucci et al.1989, Glanzman et al.1990). 

Se postula que tales procesos de plasticidad neuronal que llevan a la reorganización 

de los contactos sinápticos de las neuronas involucradas, constituyen los 

mecanismos celulares básicos que dan sustento a la formación de la MLT. 

La regulación de la expresión génica ha sido postulada como un proceso 

crítico en la formación de memorias a largo término y así como también durante la 

reactivación de memorias ya formadas (Agranoff 1967, Goelet et al.1986, Duvarci et 

al.2008).  

�

��+�%�����
���

El genoma de todas las células se encuentra empaquetado en una estructura 

llamada 
�������. La cromatina está formada por ácido desoxiribonucléico 

(ADN) y proteínas que se asocian a éste. Las distintas proteínas que se unen al 

ADN lo hacen a distintos niveles, llevando a cabo la compactación de la estructura 

de la cromatina y generando distintos grados de empaquetamiento de la misma. 

Ciertas características de las proteínas que se unen covalentemente al ADN 

permiten un movimiento dinámico del grado de compactación en determinados 

sitios del genoma. 



Capítulo I 

16 
 

El nivel mínimo de compactación de la cromatina es el nucleosoma. Esta 

unidad consiste en un núcleo de ocho proteínas llamadas histonas (octámero de 

histonas) y una porción de ADN de 146±2 pares de bases (pb) de longitud que se 

enrolla haciendo 1.65 vueltas alrededor del octámero. Este complejo nucleoproteíco 

se repite esencialmente cada 200±40 pb a lo largo del genoma en células eucariotas 

(Ztlatanova 2009). Existen varias clases de histonas; las que conforman el 

octámero son histonas H3, histona H4 (ambas en homodímeros), histona H2A e 

histona H2B (en heterodímero). Estas unidades repetitivas se organizan, a su vez, 

en estructuras de órdenes más altos. El siguiente orden se genera al unirse la 

histona H1 al ADN conector o ���$��, el cual es la porción de ADN libre entre 

nucleosomas. Y así, la unión de diferentes proteínas va ensamblando al ADN a 

distintos niveles hasta compactarlo. 

Al pH celular, el ADN es una molécula con carga neta negativa. En el mismo 

microambiente nuclear, las histonas poseen una estructura primaria, o 

constitución aminoacídica, con gran cantidad de residuos básicos de lisina y 

arginina, haciendo que están proteínas contengan carga neta positiva. Las 

estructuras secundaria y terciaria de las histonas nucleosomales, es decir, los 

distintos dominios estructurales que adoptan estas proteínas al plegarse y que son 

estables en el ambiente nuclear, consisten en tres motivos del tipo αBhélice, unidos 

entre sí por dos lazos o ���, los cuales son las zonas libres entre dominios 

estructurales. Las características estructurales y de carga de estas proteínas y del 

ADN inducen distintos tipos de interacciones ADNBhistonas, tales como puentes de 

hidrógeno entre los átomos de oxígeno de los grupos fosfatos del ADN y los átomos 

de nitrógeno de la unión amida de la cadena polipeptídica de las histonas, puentes 

de hidrógeno e interacciones iónicas entre las cadenas laterales de los aminoácidos 

básicos de las histonas y los átomos de oxigeno de los grupos fosfato del ADN, entre 

otras (Luger K 1997). 

Las histonas son proteínas predominantemente globulares excepto por sus 

colas amino terminales, las cuales no tienen una estructura definida y protruyen 
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del nucleosoma. Una característica de las histonas, y particularmente de sus colas 

amino terminales, es que contienen una gran cantidad de residuos que pueden 

sufrir diversidad de modificaciones covalentes, afectando la unión histonaBADN en 

un mismo nucleosoma, y/o la interacción entre histonas de nucleosomas 

adyacentes y, en consecuencia, la estructura de la cromatina a nivel de nucleosoma 

como así también en órdenes más altos (Figura I.1). 

 

Figura I.1: Modificaciones postBtraduccionales de las histonas. a) Dibujo de un nucleosoma 

conformado por el octámero de histonas, ilustradas como círculos de colores, y el ADN. Se 

distinguen las colas aminoBterminales de las histonas protruyendo desde el nuclesoma. b) 

Representación de la histona H3 de humanos, ilustrando los primeros 30 aminoácidos de la cola 

aminoBterminal y las posibles ���
�� epigenéticas que pueden contener. (Gráfico extraído de 

Levenson y Sweatt 2005). 



Capítulo I 

18 
 

� La estructura de la cromatina adopta un espectro de estados funcionales 

interBdispersos a lo largo del genoma que van desde formas condensadas e 

inactivas (!����
�������) hasta zonas abiertas y activas (��
�������), con  

algunas regiones presentes en un estado altamente reprimido e inactivo de manera 

permanente para promover la estabilidad genómica, otras en un estado reprimido 

pero permisivo o inactivo de manera transitoria y ciertas regiones en estado 

preparado para la activación. Estos dos últimos estados de la cromatina permiten la 

transcripción génica que contribuye a diversos procesos celulares. Los distintos 

dominios o ��
������� funcionales de la cromatina se mantienen o demarcan 

por una compleja interacción entre proteínas arquitecturales, ���
�� del genoma y 

procesos epigenéticos (Mehler 2008). 

 

���,�!�
��*�
	��

 

La ������
� es la rama de la biología que estudia la herencia de los 

caracteres. Los genes son las porciones del ADN cuya secuencia nucleotídica 

codifica a una proteína. El genoma de toda célula contiene muchos genes, los cuales 

no necesariamente poseen una transcripción activa en todo momento. Para inducir 

su expresión o transcripción, los genes precisan de la maquinaria de transcripción 

que se une, en primera instancia, a las regiones regulatorias de los mismos. Las 

regiones regulatorias son tramos del ADN, cercanos o lejanos a los genes que 

regulan, cuya secuencia permite el pegado de distintas proteínas, tales como 

factores, cofactores, represores y correpresores transcripcionales, que modulan la 

expresión de esos genes. Dentro de las regiones regulatorias se encuentran los 

�������, sitios río arriba de cada gen que pueden contener secuencias de 

pegado específico de distintos factores de transcripción, los cuales activan la 

transcripción del mismo. Como vemos, en términos de la genética, los genes y sus 



Capítulo I 

19 
 

regiones regulatorias son secuencias en el ADN que contienen la información 

necesaria para producir una proteína. El término ���������
� es utilizado por 

primera vez por Waddington (Waddington 1957), para responder al problema de 

cómo hacen dos células de un mismo organismo, por ejemplo una célula del hígado 

y una del músculo, para ser tan distintas si tienen exactamente la misma secuencia 

de nucleótidos (con excepción de algunas células de su sistema reproductivo y otras 

pocas de su sistema inmune) en todo su genoma. Waddington acuñó el término 

epigenética para conceptuar a aquellos mecanismos que se encuentran río arriba de 

la lectura de secuencia de nucleótidos de un gen, en el genoma de esas células, que 

controlan la misma. De esta manera, siguiendo el ejemplo, determinadas ���
���

���������
�� en los genes A,B,C,D activarán o inhibirán la transcripción de esos 

genes, y la consecuente síntesis de proteínas codificadas, en una célula hepática y 

otras lo harán en los genes A,E,F,G en una célula muscular. Entonces, se 

denominan ���
�� ���������
�� a aquellas modificaciones en la estructura de la 

cromatina que afectan a la transcripción de los genes en cuya secuencia se 

encuentran. Estas marcas pueden ser modificaciones post traduccionales (MPTs) 

de histonas, en las que se le unen covalentemente diferentes grupos químicos, como 

la  acetilación, fosforilación, metilación, ubiquitinación y sumolación), así como 

también cambios en los patrones de metilación de los residuos de citosina del ADN. 

Otros mecanismos epigenéticos incluyen incorporación de variantes de histonas a 

los nucleosomas, remodelación de nucleosomas y de cromatina de más alto orden, 

generación de ARN no codificante, edición de ARN y recodificación de ADN. Todos 

estos ��
�������������
� ocurren de manera interdependiente y coordinada, 

para preservar la organización de los distintos microdominios funcionales del 

genoma y la fidelidad de los mecanismos que sobre éste ocurren (Mehler 2008). 

 Se ha postulado que las modificaciones de la cromatina modularían la 

expresión génica no sólo por afectar la unión de los factores de transcripción de un 

modo puramente estérico, bloqueando o descubriendo un sitio de unión del factor 

al ADN, sino también de maneras más sutiles, proveyendo directamente una 

plataforma para la unión de factores de transcripción y cofactores adicionales que 
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identifican o ���� esas marcas. Se denominó 
��������!������ (Jenuwein y Allis 

2001) a las modificaciones en estas proteínas cuya presencia es reconocida 

específicamente por factores de transcripción y cofactores, modulando la 

progresión y fidelidad de la función genómica en los sitios donde se posicionan. 

Estas definiciones son útiles para entender que durante la transcripción de 

un determinado gen, no sólo importa la presencia o ausencia de ciertas secuencias 

en las regiones regulatorias del gen sino también el estado de la estructura de la 

cromatina en dichas regiones. 

Las ���
�� pueden ser establecidas a lo largo del genoma en el momento en 

el cual se determina el destino de una célula, sirviendo como almacenaje de 

información a largo plazo para mantener ese fenotipo celular a lo largo de toda la 

vida de la misma. Sin embargo, se ha demostrado que los mecanismos epigenéticos 

no servirían tan sólo para inducir cambios permanentes en la expresión génica, 

como en el establecimiento y la perpetuación del fenotipo celular, sino también, 

como en el caso de células totalmente diferenciadas y que ya no se dividen, las 

neuronas, las ���
�� epigenéticas podrían regular la expresión génica en respuesta 

a la actividad celular, con una longevidad o temporalidad distinta (Borreli et 

al.2008). 

  

������	�
��	
�����-
��������������	
��������)���
����*�
	��

En esta tesis estudiamos la función de la cromatina en la regulación génica 

durante el proceso de formación de la memoria, tomando como modelo de proceso 

epigenético a una de las modificaciones post traduccionales de las histonas más 

estudiada: la �
�����
��� (Strahl y Allis 2000, Kouzarides 2007). Este proceso 

implica el agregado de un grupo acetilo (BCOCH3) al aminoácido lisina (K). Dentro 

de todas las modificaciones que pueden sufrir las histonas, la acetilación posee el 
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mayor potencial para desarmar la estructura de la cromatina, ya que neutraliza la 

carga positiva del residuo básico de lisina afectando directamente la carga de las 

histonas, decreciendo su afinidad por el ADN y, consecuentemente, desarmando la 

arquitectura de la cromatina y permitiendo el reclutamiento de la maquinaria 

transcripcional (Norton et al. 1989, VetteseBDadey et al. 1996, Kouzarides 2007). 

Además, se conocen una gran variedad de cofactores transcripcionales, como 

modificadores y remodeladores de la cromatina, que reconocen esta marca 

epigenética, uniéndose específicamente y activando la transcripción (Zhou y Zeng 

2002). 

La acetilación está asociada con activación de la transcripción mientras que 

el proceso inverso de retirar el grupo acetilo de los residuos de lisina, llamado 

desacetilación, está asociado con el silenciamiento génico (Figura I.2). La 

acetilación es una de las modificaciones de histonas mejor caracterizada. Las 

enzimas modificadoras de la cromatina que llevan a cabo la acetilación y 

deacetilación de histonas ya han sido descriptas (Sterner and Berger 2000): las 

acetilasas (HATs, por sus siglas en ingles: histone acetyl transferases), como la 

proteína CBP (por sus siglas en ingles: CREB binding protein) y las deacetilasas 

(HDACs, por sus siglas en ingles: histone deacetylases), respectivamente. 
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Figura I.2: El proceso reversible de acetilaciónBdesacetilación de histonas y su relación con 

la transcripción génica. El gráfico describe un esquema propuesto para los eventos de remodelación 

de la cromatina en un gen inducido por cocaína (gen %�$&). a) La región promotora del gen se 

encuentra en estado reprimido, en el cual un represor sitio específico (Rep) recluta HDACs, las 

cuales remueven acetilos (Ac) de las colas amino terminales (NBterminales) de las histonas. b) El 

estado activo de la cromatina en el gen inducida por cocaína. Los factores de transcripción (JunD y   

deltaFosB) reclutan HATS, las cuales inducen la acetilación de las histonas. De esta manera, se 

promueve la unión de la maquinaria de transcripción basal (TFIID y RNA Pol II) al promotor del 

gen y la transcripción del mismo (Gráfico de Colvis et al.2005). 

Aunque la acetilación fue identificada hace 40 años como una clase de MPT 

de las histonas, se conoce hoy en día que también ocurre en otras proteínas como 

factores de transcripción, otros reguladores nucleares y varias proteínas 
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citoplasmáticas (Glozak et al, 2005). Por ello, se ha sugerido que la nomenclatura 

de estas enzimas cambie a una denominación más general, como KATs y KDACs, 

por acetilasas y desacetilasas de lisinas, respectivamente. Esta nueva terminología 

es la utilizada en esta tesis. 

 

�����!�
��*�
	��������
��

Todas las células eucariotas contienen cromatina y esta universalidad 

indicaría que la compactación del ADN ha sido fijada en períodos muy tempranos 

en la escala evolutiva, aún antes de la aparición de los sistemas nerviosos más 

primitivos. Además, las histonas son proteínas sumamente conservadas entre los 

organismos. De manera tal que es lógico pensar en la estructura de la cromatina 

como plataforma de diversos procesos importantes para la fisiología de toda célula. 

¿En qué procesos y de qué manera la usarían las neuronas? ¿Cómo las experiencias 

individuales en un entorno dinámico son transmitidas al genoma de las neuronas y 

cómo esa información nuclear es almacenada y disponible para ser utilizada 

posteriormente? 

Las MPTs de las histonas y la remodelación de la cromatina han sido 

implicadas en el mantenimiento del fenotipo en las células madre neurales y en la 

progresión de su destino celular, en la especificación y maduración de los subtipos 

neuronales y gliales, en la homeostasis neuronal, en diferenciación sexual del 

cerebro, en procesos de plasticidad neuronal, en aprendizaje y memoria y otras 

capacidades comportamentales y cognitivas, en envejecimiento neuronal y en la 

patogénesis de diversas enfermedades neurológicas y psiquiátricas (Bhaumik et 

al.2007, Blasco 2007, Feng et al.2007, Hsieh y Gage 2004, Kondo 2006, McCarthy 

et al.2009, Mikkelsen et al.2007, Ooi y Wood 2007, Shi et al.2007, Taniura et 

al.2007, Tsankova et al.2007). Una de las primeras evidencias que demuestran la 

modulación de la estructura de la cromatina en un gen debido a una experiencia 
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comportamental fue presentada en un trabajo realizado sobre el cuidado parental 

en ratas (Weaver et al.2004). Los hallazgos sorprendentes fueron que: 1) la 

conducta maternal influyó sobre el desarrollo de la respuesta a estrés en las crías, 

en un efecto mediado por cambios en la estructura de la cromatina en el promotor 

del gen del receptor de glucocorticoides en hipocampo; 2) las marcas epigenéticas 

inducidas en el gen son persistentes pero reversibles. 

En particular, la participación de mecanismos epigenéticos durante la 

formación de la memoria ha sido postulada como un suministro continuo de 

regulación de la expresión génica, específicamente requerida para mantener a largo 

término los cambios inducidos, que forman parte en los procesos de plasticidad 

neuronal, por medio de proveer marcas potencialmente estables en el genoma 

(Tsankova et al. 2004, Kumar et al. 2005, Hsieh y Gage 2005, Barret y Wood 2008, 

Levenson y Sweatt 2006, Colvis et al. 2005, ). Ya que la interacción entre factores 

de transcripción y cromatina depende de las modificaciones en la misma, por 

medio de estos procesos de regulación la generación de cambios estables en el 

patrón de expresión génica durante las fases de consolidación y reconsolidación 

podría constituir un mecanismo importante para la estabilidad de la memoria a 

largo término (Alberini 2009). Sin embargo, el estado de la estructura de la 

cromatina durante estas fases de la memoria ha sido estudiado de manera 

incipiente. Debido a la falta de estudios sobre el transcurso espacioBtemporal de 

estos mecanismos durante la formación de la MLT, el rol de estos procesos en la 

codificación y almacenamiento de la información se ha limitado a especulaciones. 

Se ha propuesto la existencia de un 
��������������
 implicado en la formación 

de la memoria, en el cual patrones específicos de MPTs de histonas y de metilación 

del ADN contribuirían en la codificación de la saliencia de las señales extra e intra 

celulares y de su contingencia (Roth y Sweatt 2009, Wood et al.2006b). Esta 

hipótesis del 
��������������
��������������� surge a partir de la idea original 

de código de histonas propuesto por Allis (Jenuwein y Allis 2001), pero incluyendo 

también a la metilación del ADN (Roth y Sweatt 2009). En este contexto, se puede 

redefinir epigenética como las modificaciones covalentes de la cromatina que 
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influyen sobre los cambios en la expresión génica que son inducidos por la 

actividad neuronal y son necesarios para los procesos cognitivos. 
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El objetivo de esta tesis es estudiar la participación de la epigenética en 

distintos procesos mnésicos. En particular, se estudiará el papel de la acetilación de 

histonas en la consolidación y reconsolidación en un modelo de invertebrado y en 

la consolidación en un modelo de vertebrado, durante la formación de la memoria 

de largo término. 

 

Las hipótesis propuestas son las siguientes: 

 

1) Un protocolo de entrenamiento capaz de inducir la formación de una 

memoria de largo término, promueve un aumento en la acetilación de 

histonas durante la fase de consolidación. 

 

2) Un protocolo de entrenamiento capaz de inducir la formación de una 

memoria de largo término, promueve un aumento en la acetilación de 

histonas durante la fase de reconsolidación. 

 
 

3) Un protocolo de entrenamiento débil que sólo es capaz de inducir una 

memoria de corto término, puede inducir la formación de una memoria 

de largo término si se proporciona en concomitancia con la 

administración de una droga inhibidora del proceso de desacetilación de 

histonas. La memoria de largo término inducida de esta manera implica 

al mecanismo de acetilación de histonas durante las fases de 

consolidación y reconsolidación. 

 

 
 

4) Diferentes protocolos de entrenamiento que sí inducen la formación de la 

memoria de largo término, pueden diferenciarse entre sí en cuanto al 
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reclutamiento del proceso de acetilación de histonas durante su 

consolidación y reconsolidación. 

 

5) La acetilación de histonas es un mecanismo partícipe en la formación de 

distintas clases de memoria ímplicita y explícita y es evolutivamente 

conservado. 
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La consolidación es definida como un proceso de estabilización dependiente 

del tiempo que conduce finalmente al almacenamiento permanente de las 

memorias recientemente adquiridas (Nader y Hardt 2009). La evidencia empírica 

de la existencia del proceso de consolidación proviene de experimentos 

demostrando un período de tiempo post adquisición en el cual las memorias son 

sensibles a la intervención con diferentes agentes (Duncan 1949, McGaugh y 

Krivanek 1970, Gordon y Spear 1973). Por lo tanto, la memoria puede existir en dos 

estados: un estado lábil y sensible a ser reforzada o irrumpida, y un estado estable e 

insensible a estos tratamientos y, por definición, en un estado de memoria 

consolidada. Se ha propuesto que la lenta consolidación de las memorias otorgaría 

la ventaja adaptativa de permitir que a algunos procesos endógenos activados por 

la experiencia modulen la fuerza de la memoria (Gold y McGaugh 1975). Estos 

procesos implicarían, por ejemplo, liberación de hormonas que responden al estrés 

como consecuencia del estado emocional del individuo. En este ejemplo, las 

hormonas jugarían un rol importante en determinar el significado de la 

experiencia, regulando la fuerza de esa memoria e inclusive, en algunos casos, 

seleccionando las experiencias que se almacenarán (McGaugh 1983). 
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Tal como ha sido introducido en el primer capítulo, las memorias pueden 

clasificarse según su longevidad o temporalidad, en memorias de corto término 

(!�") que duran desde segundos o minutos hasta algunas horas, y memorias de 

largo término (!#") que persisten al menos 24 horas, pudiendo perdurar meses o 

años, inclusive toda la vida del animal. Las !�" son las memorias que nos 

permiten mantener la información adquirida al momento del aprendizaje por un 
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tiempo corto luego de que este ha ocurrido. Las !#" en cambio, son aquellas 

memorias que pueden perduran por tiempos prolongados luego de la adquisición. 

El proceso por el cual la MLT se vuelve estable y duradera constituye la 

denominada consolidación.  

El dominio temporal de las memorias varía considerablemente a través de 

las especies. Sin embargo, distintas aproximaciones experimentales tanto en 

modelos de invertebrados como de vertebrados han permitido disecar 

mecanísticamente entre estas dos clases de memoria y encontrar cambios en 

procesos anatómicos y/o moleculares característicos de cada una. Son ejemplos el 

molusco marino Aplysia (Carew et al.1972, Carew 2000), la mosca de la fruta 

Drosophila (Tully et al.1994, Quinn 2006), el cangrejo Chasmagnathus (Pedreira 

et al.1998, Maldonado 2002), la rata Rattus norvergicus (Serota 1971, Kandel 

2000) y el ratón  Mus musculus (Squire y Barondes 1970, Squire y Kandel 1999). 

En todos los modelos se observó que la !�" requiere de fosforilación de proteínas 

dependiente de la cascada de señalización de AMP cíclico pero no de síntesis de 

proteínas. En algunos de ellos se probó la inducción de cambios en la eficacia 

sináptica durante la formación de la MCT, pero no de remodelación sináptica. La 

!#", en cambio, requiere de activación de varias cascadas de señalización, como 

la vía de la proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA), de las quinasas activadas 

por mitogenos (MAPKs, del inglés mitogen activated protein kinase), de las 

quinasas dependientes de Ca2+/Calmodulina, que culminan en la activación de la 

transcripción génica dependiente de factores de transcripción, tales como la 

proteína de unión al elemento que responde a AMP cíclico (CREB, del inglés 

cAMP�responsive element binding protein) y el factor nuclear κappa B(NFDκB), 

AP1 y Zif268 (Alberini 2009), y en la síntesis de novo de proteínas. En varios 

modelos se observó que la MLT induce remodelación sináptica. 

Asimismo, además de procesos que promueven la formación de !#", 

existirían mecanismos moleculares inhibitorios que regularían la habilidad para 

establecer memorias de largo término. Estudios en Aplysia y Drosophila (Bartsch 

et al.1995, Yin et al.1994) han evidenciado la existencia de un factor regulador 

negativo de la transcripción, llamado CREB2, el cual no parece responder a la 
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misma vía de señalización que estimularía a la proteína activadora CREB1. El 

balance debe ser alterado a favor del activador para inducir MLT. Otro ejemplo de 

un regulador negativo es la proteína fosfatasa dependiente de calcio (Ca2+) llamada 

Calcineurina. Esta fosfatasa tiene una gran afinidad por Ca2+, actúa 

contrabalanceando la acción de la quinasa dependiente de Ca2+ y Calmodulina, 

CaMKII, cuya participación en la consolidación de la memoria ha sido demostrada 

(Wayman et al.2008). La inactivación de Calcineurina ha sido evidenciada como 

facilitador de la memoria (Mansuy 2003). Se ha sugerido que un modo en el que 

operaría el balance entre proteínas quinasas y fosfatasas durante la consolidación 

de la memoria podría ser activando/inactivando receptores de membrana o 

induciendo/inhibiendo la liberación de neurotransmisores, respectivamente, 

estableciendo un control de la eficacia sináptica y en consecuencia modulando la 

MLT (Lisman 1994). Estas evidencias demuestran la existencia de procesos 

moleculares coordinados que regularían tanto positiva como negativamente la 

formación de la MLT. 
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En el laboratorio de Neurobiología de la Memoria (FCENDUBA, IFIByNED

CONICET) se realizan desde el año 1986 estudios comportamentales y 

mecanísticos sobre procesos mnésicos, utilizando al cangrejo Chasmagnathus 

granulatus como animal experimental (Figura II.1.1). Chasmagnathus tiene todas 

las facilidades de experimentación atribuidas a un sistema simple, pero presenta 

además otras ventajas, como la posibilidad de ser capturado durante todo el año; 

su fácil mantenimiento en el laboratorio; la constancia de su respuesta de escape 

ante un estímulo de peligro, base del paradigma de aprendizaje utilizado; y el 

hecho de carecer de una barrera hematoDencefálica endotelial, lo que permite 

detectar, en muchos casos, el efecto de drogas inyectadas por vía sistémica en bajas 

dosis (Maldonado et al.1997, Romano et al.2006a).  
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Para entender el diseño de los experimentos comportamentales en este 

modelo, es relevante destacar ciertas características de la biología y hábitat de la 

especie. La clasificación taxonómica de esta especie la ubica dentro del Phylum 

Arthropoda, subphylum Crustacea, clase Malacostraca, Orden Decapoda, familia 

Grapsidae, suborden Brachyura. Posee hábitos semiterrestres, pasa gran parte del 

tiempo fuera del agua, dentro de cuevas que cava en el barro (Figura II.1.1 B) las 

cuales forman extensos “cangrejales” que pueden ocupar cientos de hectáreas 

(Figura II.1.1 C). Es una especie propia de la costa del Atlántico Sur: su distribución 

geográfica va desde Río de Janeiro hasta el golfo de San Matías en las costas 

patagónicas argentinas, ubicándose en zonas de transición de agua dulce y salada 

(Spivak 1997). Su régimen alimentario es variable de acuerdo a las zonas, pero está 

mayormente compuesto por sedimentos con restos de pequeños invertebrados y 

vegetales (Alberti et al.2008, Gutierrez e Iribarne 2004). Por otro lado, su principal 

predador es la gaviota cangrejera (Figura II.1.1 D) (Berón 2003), lo cual constituye 

un dato fundamental, dado que los estímulos que pasan por encima del horizonte 

visual son interpretados por el animal como potencialmente peligrosos (Zeil y 

Zanker 1997). 
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Figura II.1.1: Chasmagnathus granulathus y su habitat. A: Un ejemplar macho adulto. B: 

Un animal dentro de su cueva. C: Cangrejal de San Clemente del Tuyú, mostrando la 

densidad poblacional de cangrejos. D: Una gaviota cangrejera alimentándose. 

 

Chasmagnathus despliega una ��������������������característica ante la 

presentación de una figura rectangular opaca moviéndose sobre el animal. Esta 

respuesta de escape presenta una marcada disminución en intensidad ante la 

presentación de unas pocas repeticiones del �������	�������������(�	 (Figura 

II.1.2a). Esta disminución de la respuesta puede persistir por un largo tiempo  y no 

puede ser explicada por fatiga motora ni por adaptación sensorial (Brunner y 

Maldonado 1988) puesto que la presentación de un estímulo no relacionado con el 

utilizado en el entrenamiento recupera por completo los niveles de escape iniciales 

(Lozada et al.1990). Esta memoria de larga duración (al menos hasta 5 días) es 

comportamentalmente robusta y evidente, de adquisición rápida, estímuloD
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específica (Lozada et al.1990), frecuenciaDespecífica (Pedreira et al.1998) y 

dependiente de la fase circadiana (Pereyra et al.1996). La retención de esta 

memoria se evidencia a nivel del comportamiento en los grupos que fueron 

entrenados como una respuesta al estímulo visual de peligro significativamente 

menor que la respuesta de los grupos controles no entrenados (Figura II.1.2b). 

Típicamente, la evaluación de la memoria a largo término implica que el intervalo 

entre la sesión de entrenamiento y la sesión de evaluación sea mayor o igual a 24 

horas (Lozada et al.1990). 

 

 

 

Figura II.1.2. Memoria contexto señal. a) Nivel de respuesta promedio (medio) durante 

una sesión de entrenamiento estándar. b) Nivel de respuesta medio de un grupo control 

(CT) y un grupo entrenado (EN) en la sesión de evaluación. 

 

Extensos estudios complementarios demostraron que esta memoria a largo 

término en Chasmagnathus es una memoria asociativa, formada por una 

asociación del contexto que rodea al animal concomitante a la presentación 

iterativa del estímulo de peligro, y denominada entonces ���	����	�����	�

������)!�'*. Para inducir la formación de la !�' es necesaria la presentación de 

un entrenamiento espaciado, de 15 ó más ensayos separados por un intervalo 
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mayor a 27 segundos (Pedreira et al.1998). También se ha demostrado que la 

disminución en el nivel de respuesta de escape es específica del contexto de 

entrenamiento, es decir, que si los animales son entrenados en un contexto A, y 

evaluados para la retención de la !�' en un contexto B distinto de aquel en 

cuanto a características visuales, no se evidencia la disminución en la respuesta de 

escape ante la presentación del estímulo de peligro (Tomsic et al.1993, Hermitte et 

al.1999). En conformidad con las evidencias experimentales observadas en otros 

modelos de memoria, la !�' presenta una fase de consolidación inmediatamente 

después de la adquisición, dependiente de la síntesis de novo de proteínas y de 

ARN mensajeros (Pedreira et al.1995 y 1996). Por último, se ha demostrado que la 

!�' inducida por el entrenamiento espaciado es de larga duración, perdurando al 

menos 5 días después de la sesión de entrenamiento (Pedreira et al.1995). En 

conjunto, estas características enmarcan a la !�' dentro de lo clásicamente 

definido como ���	���������(	��+���	�(!#").  

De la misma forma, estudios comportamentales, farmacológicos y de 

biología molecular, han permitido distinguir otra serie de propiedades de la !�'. 

La formación de esta memoria necesita de la vía de transducción de señales 

dependiente de AMPc (Romano et al.1996 a y b) con la concomitante activación de 

PKA (Locatelli et al.2000, Locatelli et al.2002) y de la activación de la proteína 

quinasa regulada por señales extracelulares (ERK, del inglés extracelular signal 

regulated kinase) perteneciente a la vía de señalización de las kinasas activadas por 

mitógenos (MAPKs) (Feld et al.2005); es positivamente modulada por péptidos de 

la familia de las angiotensinas (Delorenzi et al.1995 y 1996) y por el sistema 

gabaérgico (Carbo Tano et al.2009); depende de la activación de receptores de 

acetilcolina de tipo muscarínicos (Berón de Astrada y Maldonado, 1999), es 

dependiente de la activación de receptores de glutamato del tipo NDmetil DD

aspartato (NMDA) (Troncoso y Maldonado 2000) e implica la activación del factor 

de transcripción NFDκB (Freudenthal et al. 1998; Freudenthal y Romano 2000). 

En el modelo de Chasmagnathus se puede distinguir entre memorias de 

corto y largo término en base a sus requerimientos de inducción durante el período 
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de aprendizaje, dado en la sesión de entrenamiento, y según su duración, 

manifestada por la extensión del intervalo entre las sesiones de entrenamiento y 

evaluación. Un protocolo de entrenamiento �������	 de 15 ensayos (���,����) 

o de 30 ensayos (������) con un intervalo entre ensayos (
--) mayor a 27 

segundos (el IEE típicamente utilizado es de 171 segundos) produce una MLT, la 

memoria contexto señal (!�'*, que dura al menos 5 días (Pedreira et al.1998), 

siendo el cambio en la conducta durante la sesión de evaluación más pronunciado 

en aquellos animales entrenados con un protocolo fuerte (Freudenthal et al.2000). 

En cambio, un protocolo de entrenamiento espaciado de 5 o 10 ensayos (�+.�) con 

un IEE de más de 27 segundos, no produce MLT, pero sí una MCT que dura al 

menos 4 horas y que ya no se evidencia a las 8 horas luego de la sesión de 

entrenamiento (Suarez 2004, Smal et al.2010, manuscrito enviado). Los diferentes 

tipos de protocolos de entrenamiento han sido útiles para realizar experimentos de 

intervención farmacológica con el objetivo de evaluar los efectos amnésicos 

(protocolo estándar y fuerte) y facilitadores (protocolo débil) de distintos agentes 

sobre la memoria. 

�
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 En artrópodos el sistema nervioso se clasifica tradicionalmente según su 

origen embriológico en: protocerebro, deutocerebro y tritocerebro (figura II.1.3). 

Estas estructuras embrionarias son las que originan el sistema nervioso del animal 

adulto (Nassel y Elofsson 1987). En los crustáceos decápodos el protocerebro se 

divide en protocerebro lateral y medial, el primero da lugar a parte del lóbulo 

óptico y el segundo a parte del ganglio supraesofágico; el deutocerebro y parte del 

tritocerebro dan origen al resto del ganglio supraesofágico; el ganglio toráxico, en 

cambio, se origina totalmente a partir del tritocerebro (Harzsch et al.1999). 

 En un decápodo adulto encontramos, entonces, tres centros nerviosos 

principales: los lóbulos ópticos, el ganglio supraesofágico y el ganglio toráxico. 
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Cada lóbulo óptico se encuentra conectado con el ganglio supraesofágico por el 

tracto protocerebral. Los lóbulos ópticos y el ganglio supraesofágico cumplen 

funciones fundamentalmente de percepción sensorial y cognitivas, mientras que el 

ganglio toráxico cumple principalmente funciones vegetativas y motoras 

(Sandeman et al.1993). 

   

�

Figura II.1.3: Esquema del sistema nervioso de un decápodo adulto. Los tres centros 

nerviosos principales son el lóbulo óptico (estructura par), el ganglio supraesofágico y el 

ganglio toráxico. El lóbulo óptico se ubica dentro del pedúnculo ocular y se conecta al 

ganglio supraesofágico por el tracto protocerebral. El ganglio supraesofágico se ubica en la 

región anterior ventral del cuerpo del animal (cefalotórax) y el ganglio toráxico también en 

posición ventral pero más caudal que el supresofágico. En este esquema se representa en 

colores el origen embrionario de los distintos centros nerviosos. Rojo: protocerebro; 

naranja: deutocerebro; amarillo: tritocerebro; gris: otro origen. (Gráfico extraído de la tesis 

de doctorado de Martín Berón de Astrada 2005)    

 

 Dado que, el ganglio supraesofágico constituiría el principal centro nervioso 

de procesamiento de información sensorial e integración de funciones cognitivas 

Lóbulo óptico  

Ganglio supraesofágico  

Ganglio toráxico  

Protocerebro 

Deutocerebro 

Tritocerebro 
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(Sandeman 1982, Utting et al.2000), el análisis de los niveles de acetilación de 

histonas durante la formación de la memoria en el modelo de Chasmagnathus se 

realizó a partir de extracción de proteínas desde este ganglio. 

�
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Como se introdujo en el capítulo I, durante la formación de la memoria de 

largo término las respuestas adaptativas de las neuronas que subyacen a ese 

comportamiento requieren de cambios en la expresión génica. Dado que los 

procesos epigenéticos están funcionalmente asociados a la regulación de la 

transcripción génica, hace no más de diez años comenzó a estudiarse el rol de estos 

mecanismos en la formación de la MLT. 

La acetilasa de lisinas CBP (CREB binding protein) es una de las acetilD

transferasas de lisinas (KATs) más estudiadas en los fenómenos de regulación local 

de la estructura de la cromatina, como parte de la activación génica dependiente 

del factor de transcripción CREB, durante la consolidación de la memoria en 

modelos de vertebrados (Alarcon et al.2004, Korzus 2004, Martin y Sun 2004, 

Oliveira et al.2007, Vecsey et al.2007). Algunos trabajos demuestran que la 

disrupción de la actividad de CBP y de otras KATs interfiere con la formación de la 

memoria (Alarcon et al.2004, Korzus 2004, Oliveira et al.2007, Maurice et 

al.2007). La participación de mecanismos epigenéticos tales como acetilación, 

fosforilación y metilación de histonas, ha sido descripta en procesos de plasticidad 

neuronal a largo término en invertebrados y consolidación de la memoria en 

vertebrados (Guan et al. 2002, Alarcon et al. 2004, Korzus et al. 2004, Levenson et 

al.2004, Wood et al. 2005, Wood et al. 2006). Por ejemplo, la acetilación de 

histona H3 en hipocampo ha sido asociada a la formación de la memoria de miedo 

condicionado en roedores (Levenson et al.2004, Bredy et al.2007, Lubin et 

al.2008). Algunos de estos estudios fueron realizados sobre promotores específicos, 

mostrando que estas modificaciones post traduccionales (MPTs) de histonas 

pueden regular la transcripción de genes asociados con plasticidad durante la 

consolidación, tales como factores de transcripción (por ejemplo, C/EBPβ, del 
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inglés CCAAT enhancer binding protein β), receptores de neurotranismisores 

excitatorios y de neuromoduladores, proteínas del citoesqueletos, moléculas de 

adhesión celular y enzimas metabólicas (Levenson y Sweatt 2005, Wood et 

al.2006a). 

En la preparación de neuronas en cultivo de Aplysia (Guan et al.2002) ha 

sido demostrada la existencia de una proteína inhibidora CREB2 que recluta la 

deacetilasa de lisinas 5 (KDAC5) al promotor del gen de C/EBPβ, impidiendo la 

unión de la proteína activador CREB1 y su cofactor CBP e inhibiendo de esta 

manera la facilitación a largo término, un modelo de plasticidad sináptica sugerido 

como mecanismo celular de la MLT. 

Por otro lado, se ha demostrado que la inhibición de la actividad de las 

KDACs facilita la memoria en modelos de roedores (Yeh et al. 2004, Levenson et al. 

2004, Vecsey et al. 2007, Fischer et al. 2007), así como también revierte los déficits 

de memoria inducidos por manipulaciones genéticas en el gen de CBP (Alarcon et 

al. 2004, Korzus et al. 2004). Un trabajo muy reciente ha mostrado que la 

sobreexpresión en neuronas de la deacetilasa HDAC2 obstruye la plasticidad 

sináptica y la formación de la memoria (Guan et al.2009). 

Si bien existen estudios enfocados directamente en el rol de las acetilasas y 

desacetilasas en la consolidación de la memoria, se sabe poco acerca de las vías de 

señalización intracelular y activación de factores de transcripción que inducen o 

reprimen la actividad de estas proteínas durante la formación de la memoria. Las 

hipótesis sobre los pasos a través de los cuales la actividad neuronal y la 

transmisión sináptica indicarían al núcleo la regulación de la actividad de estas 

enzimas que remodelan la cromatina surgen de estudios recientes en preparaciones 

de neuronas en cultivo (Chawla 2003, Linseman 2003, Tsankova 2007) y un 

estudio realizado en un modelo de miedo condicionado al contexto en ratón 

(Chwang et al.2006; 2007). 

No obstante existe variada evidencia señalando que la acetilación de 

histonas es regulada durante la consolidación de la MLT y que esta regulación 

contribuye a la capacidad de formar memorias, no existen estudios que muestren la 
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cinética de estas modificaciones ni su temporalidad. Estos estudios darían indicios 

sobre el rol de estos fenómenos en la codificación o almacenamiento de la 

información durante la formación de la MLT.  

Por otro lado, si bien la primera evidencia del rol de un mecanismo 

epigenético en procesos de plasticidad neuronal fue obtenida en un sistema de 

neuronas en cultivo del modelo de invertebrado Aplysia (Guan et al. 2002), hasta 

ahora no hay evidencia directa del rol de las modificaciones de la cromatina 

durante la formación de la memoria a largo término en invertebrados. 
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Existen tres familias de proteínas deacetilasas de lisinas, en base a su 

homología con tres tipos distintos de enzimas KDACs encontradas en levaduras 

(Kurdistani y Grunstein 2003). Las KDACs pertenecientes a la clase III son 

enzimas cuya actividad depende de NAD, operando de manera diferente a los otros 

dos grupos, y cuyo rol en los procesos de formación de la memoria no ha sido 

indagado. En cambio, la mayoría de las KDACs pertenecientes a las familias I y II, 

cuya expresión ha sido observada en cerebro, constituyen targets de los fármacos 

utilizados en estos estudios. De los inhibidores de KDACs utilizados para 

manipular el epigenoma en muchos tipos celulares, tanto tricostatina A (TSA) 

como butirato de sodio (NaB) han resultado efectivos para facilitar la MLT en 

diferentes modelos animales (Yeh et al. 2004, Levenson et al. 2004, Vecsey et al. 

2007, Fischer et al. 2007, Guan et al.2009). 

 

Tomando como modelo de proceso epigenético a la acetilación de histona 

H3, en la primera serie experimental de esta tesis se evaluó si tal mecanismo 

modificador de la cromatina está implicado en la formación de la memoria a largo 

término en un modelo de invertebrado, el cangrejo Chasmagnathus. 

Primeramente, se estudió la habilidad de drogas inhibidoras de KDACs para 
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facilitar la memoria, administradas durante la fase de consolidación en este 

paradigma de aprendizaje. Posteriormente, se investigó si la acetilación de la 

histona H3 era inducida en este paradigma, se definieron los parámetros de 

entrenamiento necesarios para promoverla y se describió el curso temporal de este 

proceso durante la consolidación de la memoria. 
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 Los animales utilizados fueron cangrejos macho adultos de la especie semiDterrestre 

Chasmagnathus granulathus (Decapoda: Grapsidae. Dana 1851), con un ancho máximo de 

caparazón comprendido entre 2,7 y 3 cm, y un peso medio de 17 ± 0,2 g. Los cangrejos 

fueron recolectados en aguas salobres de menos de un metro de profundidad en las rías de 

San Clemente del Tuyú, Argentina; y transportados al laboratorio donde fueron alojados en 

cubas plásticas (35 x 45 x 20 cm) con una profundidad de agua marina de 2 cm a una 

densidad de 20 cangrejos por recipiente. El agua utilizada en las cubas y durante los 

experimentos fue preparada con sal marina Cristalsea Marinex (WinexDGermany) 

(salinidad 10D14 ‰, pH 7,4D7,6). Los animales fueron alimentados cada tres días con 

pellets para conejos (Nutrientes S.A., Argentina), mantenidos en un ciclo de 12 horas de luz 

– 12 horas de oscuridad (8:00hs – 20:00hs) a una temperatura ambiente comprendida 

entre  los 22 y 24 ºC. 

Los experimentos fueron llevados a cabo durante los 10 días luego del arribo de los 

animales al laboratorio y cada animal se utilizó en un único experimento. Previo a incluir a 

cada animal en un dado grupo experimental se realizó una prueba de selección, en la cual 

se daba vuelta al animal apoyándolo por su región dorsal; si el animal tardaba más de 2 

segundos en volver a su posición de apoyo ventral original (sobre sus patas) era descartado 

del experimento, dado que la lentitud en la restitución de su posición normal se 

correlaciona con un estado general de deterioro. En ningún caso fue necesario eliminar 

más del 5%. 
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� El dispositivo experimental utilizado fue el actómetro (Figura II.2.1) que consistió 

en un recipiente plástico cóncavo (C, el �	�����	), con paredes curvas y un piso circular 

plano, cubierto por 0,5 cm de agua marina. Los cangrejos eran alojados individualmente 

en estos recipientes, los cuales estaban suspendidos por 3 hilos de nylon fijados  a un 

marco de madera, e iluminados por una lámpara (L) de 10 Watts ubicada a 30 cm por 

encima del animal. En el actómetro, los animales recibían por estímulo el movimiento 

horizontal, sobre cada uno de ellos, de una pantalla opaca rectangular (S, de 25 x 7,5 cm, la 

�����), movida por un motor (M). La trayectoria (Figura X) que recorría la pantalla iba 

desde 1 hasta 2 para regresar a 1. Cada uno de estos ciclos duraba aproximadamente 2,5 

seg. El desplazamiento de la pantalla provocaba, en el cangrejo, una respuesta de escape 

que originaba oscilaciones en el recipiente C. Un micrófono (D) fijado solidario a la base 

del recipiente transmitía las oscilaciones a un transductor piezoeléctrico que convertía la 

velocidad de oscilación del receptáculo en señales eléctricas proporcionales. Éstas eran 

amplificadas, e integradas durante el tiempo de estimulación  y traducidas a unidades 

numéricas en un rango que iba de 0 a 24000. Los valores que tomaba la variable 

experimental, respuesta de escape de un cangrejo eran, entonces, consecuencia de las 

oscilaciones registradas durante el tiempo de estimulación. 
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Figura II.2.1 El actómetro. a. El dispositivo de entrenamiento y registro de la respuesta de escape 

del cangrejo consiste en un recipiente plástico (C, contexto) donde se coloca al animal; una pantalla 

rectangular (S, señal); un motor (M) que mueve la pantalla;  iluminación indirecta por una lámpara 

de 10 W (L), y un micrófono que capta las vibraciones del recipiente provocadas por el movimiento 

del animal y las traduce a señales eléctricas proporcionales enviadas a una computadora. b. 

Movimiento de la pantalla rectangular (S) sobre el cangrejo (colocado en C), en un ciclo del ensayo. 

�2�2�3�Desplazamiento�de la figura en cada ciclo de estimulación. Un ciclo de estimulación dura 

aproximadamente 2,5 segundos; un ���� 	 (Dos ciclos de estimulación más el intervalo interD

ciclos de 2 segundos) dura aproximadamente 9 segundos.  

 

El recinto de experimentación contó con 40 actómetros, aislados unos de otros por 

paneles. Una computadora fue utilizada para programar las secuencias de ensayos, la 

duración de los intervalos entre éstos y tomar registro de los eventos experimentales 

medidos.  

 



���$���	�������	�������������

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizaron distintos tipos de enfoques 

metodológicos. Por un lado, se llevaron a cabo experimentos de correlación entre un 
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e�ento molecular epigenético, la acetilación de histona H3, y procesos  mnésicos. Por otro 

lado, se utilizaron experimentos de intervención farmacológica en combinación con dos 

tipos de análisis: análisis comportamental, en los cuales se estudió el efecto de la 

administración de drogas inhibidoras de KDACs durante la consolidación de la memoria 

de largo término; análisis mecanísticoDmolecular, en los cuales se investigó el efecto de la 

administración de una droga  inhibidor de KDACs sobre los niveles de acetilación de 

histona H3, durante la consolidación de la memoria de largo término. 

 



���$���-��������	����������������������	��(��� ���,����

�	��	����������

-����	������������������������	(�����.�	�������1�%����	.������

�	��	����������������	���������(	��+���	�

����	�������������

Cada cangrejo era llevado directamente desde el cuarto de alojamiento a un 

actómetro en el recinto de experimentación. Para el análisis de la fase de consolidación de 

la MCS los experimentos incluyeron una sesión de entrenamiento y una sesión de 

evaluación, separadas por un intervalo de 72 horas. Una vez concluida la sesión de 

entrenamiento, los animales eran alojados en recipientes plásticos individuales con 0,5 cm. 

de agua marina, y permanecían allí hasta el momento de la sesión de evaluación. 

 Cada ���� 	, tanto en las sesiones de entrenamiento como de evaluación, 

consistía en dos ciclos sucesivos de pasaje de la pantalla opaca, con una duración total de 9 

segundos. Los ensayos fueron diseñados de esta manera para obtener una respuesta mayor 

por ensayo y para asegurar que la pantalla en movimiento entrase en el campo visual de los 

individuos por direcciones opuestas, de manera que los mismos fuesen estimulados en 

forma similar independientemente de su posición en el receptáculo. 

 La ��������������������(Maldonado et al.1997) consiste en la corrida del 

cangrejo tratando de dejar atrás la sombra pasante. Se inicia inmediatamente después de 

la entrada del estímulo en el campo visual, precedida por un pequeño salto.  

 Cada grupo estaba formado por 40 animales, por lo que cada experimento requirió 

más de una corrida experimental, debido al número de actómetros disponibles (40). A su 
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�ez, cada corrida experimental incluía a todos los grupos, representados por igual número 

de animales. 

  Como los animales provenientes de distintos esfuerzos de captura podrían mostrar 

diferencias en sus niveles de respuesta, sólo animales procedentes de una misma captura 

eran utilizados para un mismo experimento. 

Para cada experimento, las sesiones de entrenamiento y evaluación se realizan en la 

misma franja horaria. 

 Sesión de entrenamiento ����: consistía de 5 ensayos separados por un intervalo 

entre ensayos (IEE) de 171 seg. Cada experimento incluía dos grupos control pasivo (CT) 

no entrenados, que permanecía en los actómetros sin recibir estimulación durante el 

tiempo que duraba la sesión, los cuales eran inyectados con el vehículo (�"&4-5) o con 

droga (�"&6), y dos grupos entrenados (EN), uno de los cuales era inyectado con el 

vehículo (-7&4-5), mientras que el otro era inyectado con la droga (-7&6). Los 

animales fueron inyectados a diferentes puntos de tiempo antes (preD) y luego (postD) 

entrenamiento débil. Cada experimento incluía dos grupos controles pasivos (CT), Cada 

grupo estaba formado por 40 animales. 

 Sesión de evaluación: consistía en un ensayo de 9 segundos. Se llevaba a cabo a 

distintos tiempos luego de haber finalizado la sesión de entrenamiento. En esta sesión se 

evidenciaba la retención de la MCS. 

 Tanto la sesión de entrenamiento como la de evaluación eran precedidas por un 

período de adaptación sin estimulación de 10 min. El  intervalo entre sesiones de 

entrenamiento y evaluación fue de 72 horas. 

 

�!+�	�	����� ������ ���	(������������ �

 Todas las inyecciones se daban a través del lado derecho de la membrana 

cefalotorácicaDabdominal, con una penetración de la aguja de 4 mm controlada por un 

tope. Se aseguraba así la liberación de su contenido dentro del centro del saco pericárdico. 

El volumen total de hemolinfa se estimó en 5 ml (30% del peso corporal) (Gleeson y 

Zubkoff 1977) resultando en aproximadamente una dilución de 100 veces de la droga en la 

hemolinfa. 
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Butirato de sodio.�Cincuenta µl de vehículo o de la solución del inhibidor de KDAC, 

butirato de sodio (7�8) (Sigma Aldrich, EE.UU), se administraban a cada animal en 

forma sistémica. Se utilizó una dosis de NaB de concentración 15 mM (83 microgramos por 

cangrejo, 4,8 Yg/g), disuelta en solución salina de cangrejo (Hoeger y Florey 1989). La 

solución inyectada como vehículo fue solución salina de cangrejo. 

Tricostatina A. Diez µl de vehículo o de una solución del inhibidor de KDACs, Tricostatina 

A ("'%) (Sigma Aldrich, EE.UU), fueron administrados en forma sistémica. Se utilizó una 

dosis de TSA, de concentración 6 µg/µl (60Yg por cangrejo, 3.5Yg/g), disuelta en DMSO. 

La solución inyectada como vehículo fue DMSO. 

 

%�,����������	��

 La retención de la memoria de largo término se define operacionalmente como la 

diferencia significativa entre los grupos CT y EN, en su nivel de respuesta media durante la 

sesión de evaluación. Es decir, se centra el análisis de los datos en los niveles de respuesta 

durante la sesión de evaluación. Rescorla (1988) argumentó en favor de este tipo de 

análisis en lugar de la comparación entrenamientoDevaluación, puntualizando la necesidad 

de distinguir entre el momento de la adquisición de la información (sesión de 

entrenamiento) y el momento de la evaluación (sesión de evaluación). Un hecho que 

justifica este tipo de comparación es que el comportamiento del animal puede diferir entre 

las dos sesiones por razones no relacionadas con el aprendizaje, y de esta forma acentuar o 

mitigar diferencias propias del fenómeno mnésico. Esta visión está especialmente 

justificada para el modelo bajo estudio, considerando resultados previos demostrando que 

la MCS puede formarse independientemente del nivel de la respuesta de escape durante el 

entrenamiento (Tomsic et al.1991). 

 Normalmente, en el caso de un entrenamiento espaciado de 15 ó más ensayos, y no 

en el caso de un entrenamiento de 10 ó menos ensayos, se observan diferencias 

significativas (tDtest α=0,05) entre CT y EN al comparar el nivel de respuesta media al 

estímulo de peligro. Es decir, una predicción básica en todos los experimentos es que habrá 

una diferencia significativa entre CT y EN. Por ello, se ha recurrido a la estadística de 

comparaciones planeadas a priori, ANOVA de coeficientes pesados con α=0,05 (Howell 

1987, Rosenthal y Rosnow 1985). Entonces, para los experimentos del efecto facilitador  de 
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los inhibidores de KDACs sobre la consolidación de la MCS el análisis de los datos incluyó 

cuatro tipos de contrastes: 1) un contraste entre los grupos no entrenados (CTs), cuyas 

respuestas se esperaba que fuesen similares, demostrando que la droga no tuviese efectos 

secundarios sobre el nivel de respuesta en la sesión de evaluación, en una manera no 

relacionada con el fenómeno mnésico; 2) un contraste por cada grupo no entrenado (CT) y 

su respectivo grupo entrenado (EN). En la comparación CTDVEH vs. ENDVEH, se esperaba 

la ausencia de diferencias significativas, dado que se ha utilizado un protocolo de 

entrenamiento débil sobre el grupo EN. Por el contrario, si el tratamiento con la droga 

mejora o facilita la MCS, se esperaba encontrar diferencias significativas en la comparación 

CTDX vs ENDX. 3) un contraste entre los grupos entrenados (EN). Si el tratamiento con la 

droga mejora o facilita la MCS, se esperaba encontrar diferencias significativas en la 

comparación ENDVEH vs ENDX.�

 



���$���-��������	������	���������

����	�����	��������������������������	���5$�������������	��	�������������
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Para el análisis del curso temporal de la acetilación de histona H3 durante la fase de 

consolidación de la MCS, se realizaron dos series de experimentos: 

 1) consolidación de la MCS inducida por protocolo de entrenamiento �������. 

Cada experimento consistió de un grupo entrenado (-7) bajo un protocolo de 

entrenamiento �������, el cual recibió 15 ensayos separados por un intervalo entre 

ensayos (IEE) de 171 segundos (45 minutos de duración total); un grupo control ����	�

(�") no entrenado, que permaneció en los actómetros sin recibir estimulación, igual 

cantidad de tiempo que el grupo EN, y un grupo de animales naive (74) no tratado. Cada 

grupo contenía 20 animales.  

2) consolidación de la MCS inducida por un protocolo de entrenamiento �	����. 

Cada experimento consistió de grupos similares a la serie de experimentos 1), pero en este 

caso el grupo EN fue entrenado bajo un protocolo de entrenamiento �	����, que consistía 

de 30 ensayos separados por un intervalo entre ensayos (IEE) de 171 segundos (90 minutos 

de duración total).  
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Los cerebros fueron disecados a distintos tiempos de finalizada la sesión de 

entrenamiento: 0, 1, 6 y 24 horas postDentrenamiento. Para los experimentos de 1, 6, 24 

horas, luego del entrenamiento los animales de los grupos EN y CT eran alojados en 

recipientes individuales, con agua marina, luminosidad constante y temperatura 

controlada hasta el momento de disección. Los grupos EN y CT correspondientes a un 

mismo experimento fueron entrenados en simultáneo. Al finalizar el periodo de tiempo 

estipulado, los animales fueron anestesiados por inmersión en agua salobre enfriada en 

hielo por dos minutos, y se procedió a la disección del cerebro central (ganglio 

supraesofágico). Los cerebros de los animales NV eran disecados en simultáneo con los 

otros grupos. 

En las dos series de experimentos, durante ambos protocolos de entrenamiento se 

evidenció un decremento de la respuesta de escape en los animales entrenados, conforme 

se sucedían las presentaciones de los estímulos. 

!����������	���������������	���5$�����������������.�	���������

���� 	�����9�������8�	���

���������
�
���������
�����	����
��
�������� : Los animales fueron 

anestesiados por inmersión en agua helada durante dos minutos. El cerebro fue disecado. 

Cada grupo consistió en veinte ganglios supraesofágicos, los cuales se colocaron 

inmediatamente en buffer (solución salina de cangrejo – HEPES 10mM, pH 7,6). Se 

obtuvieron extractos nucleares enriquecidos en proteínas histonas de la siguiente manera: 

todos los procedimientos se realizaron a 4 º C; los veinte ganglios fueron homogeneizados 

en un buffer A (HEPES 10mM, pH 7,8 D Cl2Mg 1,5 mM D KCl 10mM D DDT 1mM D 5mM de 

butirato de sodio) con un homogeneizador teflónDvidrio que rotaba mediante un motor 

tipo taladro, realizando 12 bajadas del émbolo. El homogenato de tejido se centrifugó a 

1000g durante 15 minutos. El precipitado fue resuspendido en buffer A hasta su máxima 

disolución, luego se añadió H2SO4 de manera tal de llegar a una concentración 0.4N y la 

solución permaneció 30 minutos a 4 º C para extraer las histonas desde la fracción nuclear. 

La solución se centrifugó 5 minutos a 15000 rpm, el sobrenadante fue transferido a un 

nuevo tubo y las proteínas se precipitaron en 10 volúmenes de acetona a D20 º C, durante 

toda la noche. El precipitado de proteínas básicas nucleares fue recogido por 

centrifugación a 15.000 rpm por 15 min. El pellet fue resuspendido en agua destilada. Para 

el ensayo de Western blot, se añadió buffer de siembra y las muestras fueron incubadas a 

100 ºC durante 5 minutos, e inmediatamente luego colocadas en hielo. Diez microgramos 
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de proteína de cada muestra se corrieron un gel de poliacrilamida, cuya solución del gel 

contenía 15% de acrilamida. Las proteínas fueron electrotransferidas a una membrana de 

PVDF para la detección de proteínas por unión a anticuerpo específico. El ensayo de 

western blot se realizó con anticuerpos específicos anti histona H3 acetilada (reconoce las 

lisinas K9 y K14 acetiladas) y anti histona H3 total (CT, pan) (Upstate), siguiendo el 

protocolo del fabricante. Los anticuerpos fueron generados usando un péptido 

correspondiente a los aminoácidos 1D20 de la histona H3 del protozoo Tetrahymena como 

inmunógeno, ambos anticuerpos de conocida reactividad cruzada con humanos, ratón, 

rata, pollo y levadura. Una amplia reactividad cruzada de estos anticuerpos es esperada 

debido a la alta homología de secuencia de las histonas entre distintas especies. La 

detección fue realizada utilizando un kit de quimioluminiscencia Luminol (SCB) siguiendo 

el protocolo del fabricante y las señales fueron digitalizadas por el dispositivo lector de 

imágenes marca Fuji Film, modelo Intelligent Oscuro Recuadro II, utilizando el software 

LASD1000.  

���������
��������������: La densidad óptica relativa (DOR) se estima a través del 

software ImageJ 1.29x., NIH Image. La intensidad de las bandas se comparó usando el 

valor de la densidad integrada, el cual representa la sumatoria de los valores de grises del 

área seleccionada menos el fondo. Entonces, para analizar las bandas de las tinciones de 

membranas, se realizó un perfil con los valores de intensidad de los grises y se midió el 

área del histograma así generado para cada banda. Ese es el valor de densidad óptica (DO). 

En todos los experimentos, y para cada grupo, se cuantificó el valor DOR de la siguiente 

manera: cada membrana se realizó por duplicado y una membrana fue revelada con 

anticuerpo anti histona H3 acetilada y la otra con anticuerpo anti histona H3 total. Se 

cuantificó las señales de ambos anticuerpos tomando la DO de cada banda. Se relativizó en 

cada caso el valor DO proveniente del revelado con anticuerpo anti histona H3 acetilada a 

su correspondiente banda revelada en la otra membrana con anticuerpo anti histona H3 

total. El valor de esta relación H3 acetilada/H3 total , DOR, de cada grupo fue normalizado 

al valor promedio del grupo NV. 

��������
�
����: Para cada experimento, se llevaron a cabo 4 repeticiones 

independientes. Para las comparaciones entre dos grupos se utilizó el test de t, y en el caso 

de comparaciones múltiples se realizó un ANOVA general y se aplicó el test post hoc de 

Duncan. En todos los casos se usó un α=0.05 como criterio de significancia. Las 

mediciones de todos los grupos eran normalizadas al grupo NV. 
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 Para la evaluación molecular del efecto inhibidor de la desacetilación de histonas 

de la droga NaB, se realizaron los siguientes grupos de animales: un grupo control 

inyectado con VEH y sacrificado a los 15 minutos luego de la inyección (VEHD15 min), y los 

grupos experimentales inyectados con 15 mM de NaB y sacrificados a 15 minutos (NaBD15 

min), 30 minutos (NaBD30 min) y 1 hora (NaBD1 h) luego de la inyección. Un grupo 

denominado naive (NV) no tratado fue agregado en cada repetición. Luego, se procedió 

con la disección, extracción ácida de proteínas histonas, ensayos de western blot con 

anticuerpo anti histona H3 acetilada, medición densitométricas y análisis de los datos de 

manera similar a los experimentos de correlación. 

%�,��������������������������	�������������������������������!�'�

��������	������ ������������.�	�����1�%��.  

���	�������	�������������

Se realizó el mismo protocolo de entrenamiento débil utilizado anteriormente en 

los experimentos farmacológicos combinados con análisis comportamental. Luego de la 

sesión de entrenamiento, los animales fueron divididos en dos grupos: el grupo ENdébilD

NaB, los cuales fueron inyectados inmediatamente postDentrenamiento débil con 15mM de 

NaB, y el grupo ENdébilDVEH los cuales fueron inyectados también inmediatamente postD

entrenamiento pero con solución salina. Los cerebros fueron sacrificados 1 hora después de 

la inyección. Cada repetición incluyó un grupo naive (NV), no tratado. Luego, se procedió 

con la disección, sigiuendo con la extracción ácida de proteínas histonas, luego el ensayo 

de western blot con anticuerpo anti histona H3 acetilada, la medición densitométrica y el 

análisis de los datos, de manera similar a los experimentos de correlación. 
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Estudios previos en modelos de mamíferos indican que la inhibición de las 

proteínas desacetilasas induce un mejoramiento de la memoria (Yeh et al.2004, 

Levenson et al.2004, Vecsey et al.2007, Fischer et al.2007). Con el fin de evaluar si 

la inhibición de estas enzimas induce la facilitación de la memoria en el 

invertebrado Chasmagnathus, se administró butirato de sodio (NaB), un inhibidor 

de KDACs ampliamente utilizado, a diferentes tiempos preD y postDsesión de 

entrenamiento débil. Se ha demostrado en este modelo que una sesión de 

entrenamiento débil induce la formación de una MCT que se evidencia a 4 horas 

post entrenamiento, pero que ya no es observada a las 8 horas (Suarez 2004). En el 

primer experimento, a un grupo de cangrejos se le administró NaB, mientras que 

otro grupo fue inyectado con vehículo (solución salina). Inmediatamente después 

de la inyección, todos ellos fueron colocados en los actómetros. Diez minutos más 

tarde, la mitad de los animales de cada grupo se sometió a un entrenamiento débil 

de cinco presentaciones del estímulo visual de peligro (grupo EN) mientras que la 

otra mitad se mantuvo en el contexto sin ser entrenado (grupo CT). Por lo tanto, se 

determinaron 4 grupos: CTDVeh, ENDVeh, CTDNaB, ENDNaB; de 40 cangrejos cada 

uno. La figura II.3.1a muestra el nivel de respuesta medio de los 4 grupos durante 

los cinco ensayos de la sesión de entrenamiento. Como se observa en la figura, la 

inyección de la droga antes del entrenamiento no tuvo efectos sobre la fase de 

adquisición de la memoria (ANOVA de medidas repetidas, no significativa). 

Veinticuatro horas más tarde se puso a prueba la retención de la MCS. Como se 

muestra en la Figura II.3.1b, no se encontraron diferencias significativas entre los 

grupos CTDVeh y ENDVeh, demostrando que no hay retención de la MLT luego de 

un entrenamiento débil. Por el contrario, la comparación de los grupos CTDNaB y 

ENDNaB muestra diferencias significativas (F1, 140 = 4,2, p <0,05). Esta última 
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comparación sugiere que el inhibidor de KDACs facilita la memoria, al permitir que 

un entrenamiento débil forme una memoria que se observa a largo término. 

            

Figura II.3.1: Efecto de inyección del inhibidor KDACs butirato de sodio, 10 minutos preD

entrenamiento, durante la consolidación de la memoria. a) Nivel de respuesta medio ante 

las presentaciones iterativas del EVP durante la sesión de entrenamiento, 10 minutos 

después de la inyección de la droga. b) Nivel de respuesta medio en la sesión de evaluación 

ante la presentación del EVP. Media + / Derror estandar. ANOVA *: P <0,05. 

 

 

En el siguiente experimento, con el mismo diseño de grupos, los cangrejos 

fueron inyectados con NaB o Veh inmediatamente después del entrenamiento 

débil. Como se muestra en la Figura II.3.2a, nuevamente no hay diferencias en la 

comparación CTDVeh versus ENDVeh. En cambio, sí se encontraron diferencias 

significativas en la comparación CTDNaB versus ENDNaB (F1, 108 = 4,0; p <0,05), 

indicando una facilitación de la memoria como efecto de la droga. A diferencia del 

experimento anterior, también hubo diferencias significativas entre los grupos END

Veh y ENDNaB (F1, 108 = 3,8, p <0,05), lo cual indica el fuerte efecto facilitador sobre 

la MCS del inhibidor de KDACs inyectado inmediatamentre post entrenamiento. 

En el tercer experimento, los animales fueron inyectados 3 horas después 

del entrenamiento débil y, en este caso, no se encontraron diferencias significativas 
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en las distintas comparaciones para cada par de grupos CT y EN (Figura II.3.2b). El 

resultado de este experimento sugiere que la ventana de tiempo del efecto 

facilitador del NaB sobre la MCS es más corto que 3 horas. Sin embargo, estudios 

anteriores realizados sobre la consolidación de la MCS del cangrejo 

Chasmagnathus demuestran la presencia de una segunda fase de activación de 

PKA y de NFDκB durante el proceso de consolidación (Freudenthal y Romano 

2000, Locatelli y Romano 2005). Más aún, experimentos con inhibidores de la 

actividad de PKA o de NFDκB mostraron una segunda fase de acción de estas drogas 

durante la consolidación, en ambos casos, alrededor de las 6 horas post 

entrenamiento. Entonces, decidimos evaluar una posible segunda fase de 

facilitación de la memoria mediante administración de NaB, en un cuarto 

experimento. Los animales fueron inyectados 6 horas después del entrenamiento 

débil. Se encontró una nueva ventana de facilitación a las 6 horas post 

entrenamiento débil, en acuerdo con las conclusiones anteriores de los estudios en 

PKA y NFDκB. Los resultados muestran que no hay diferencias entre los grupos CTD

Veh y ENDVeh con respecto a la retención de la MCS, pero sí en las comparaciones 

entre CTDNaB y ENDNaB (F1, 106 = 9,3, p <0,01) y entre las ENDVeh y ENDNaB (F1, 

106 = 4,8, p <0,05) (Figura II.3.2c). Por consiguiente, los resultados de este 

experimento apoyan la idea de un fuerte efecto de mejoramiento de la memoria por 

inyección de inhibidores de KDACs, en una segunda fase de sensibilidad a la droga.  

Por último, se llevó a cabo un experimento con el mismo diseño pero esta 

vez la inyección de los animales con NaB se realizó a las 12 horas después de la 

sesión de entrenamiento. En este experimento no se encontraron diferencias 

significativas en ninguna de las comparaciones (Figura II.3.2d), sugiriendo un 

cierre de la segunda ventana de tiempo del efecto facilitador del inhibidor KDACs, 

entre las 6 y las 12 horas. 

En todos los experimentos presentados en esta sección, no se encontraron 

diferencias entre los grupos CTDVeh y CTDNaB, señalando que la droga no altera los 

niveles normales de respuesta de los animales no entrenados y demostrando 

entonces que la droga no tiene efectos inespecíficos al efecto mnésico, sobre la 

respuesta a la estimulación del EVP. 
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Figura II.3. 2: Efecto de la inyección de butirato de sodio inmediatamente postD a 3, 6 y 12 

hs posteriores al entrenamiento, en la consolidación de la memoria. Los gráficos muestran 

el nivel de respuesta medio en la sesión de evaluación. a) Los animales fueron inyectados 

inmediatamente postD entrenamiento. b) Los animales fueron inyectados a las 3 h 

posteriores al entrenamiento. c) Los animales fueron inyectados a las 6 h posteriores al 

entrenamiento. d) Los animales fueron inyectados a las 12 h posteriores al entrenamiento. 

Nivel de respuesta + / D error estándar. ANOVA *: P <0,05; **: p <0,01. 
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Aúnque el butirato de sodio ha sido utilizado como inhibidor de KDACs, 

también se han observado posibles efectos de esta droga como inhibidor de los 

canales de cloruro y de proteínas fosfodiesterasas (RestaDLenert et al. 2001). Por lo 

tanto, se evaluó el efecto de otro inhibidor de KDACs no vinculado 

estructuralmente con NaB, tricostatina A (TSA). El diseño de este experimento fue 

similar a aquellos de la sección anterior, pero en este caso los animales fueron 

inyectados con TSA o DMSO (vehículo) y la administración de las drogas se realizó 

inmediatamente después del entrenamiento débil. De acuerdo con los resultados 

observados en los experimentos con inyecciones de NaB inmediatamente después 

del entrenamiento (Figura II.3.2a), no se encontraron diferencias entre los grupos 

CTDVeh y ENDVeh. En cambio sí se observaron importantes diferencias entre los 

grupos CTDTSA y ENDTSA (F1, 122 = 7,12 p <0,01) (Figura II.3.3). Este resultado 

apoya los resultados anteriores sobre el efecto facilitador de NaB sobre la MCS, 

indicando que se debe a un efecto específico de la inhibición del proceso de 

desacetilación llevado a cabo por KDACs. 
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Figura II.3.3: Efecto de la inyección de Tricostatina A, administrada 

inmediatamente post entrenamiento, en la consolidación de la memoria. Nivel de 

respuesta medio + / D error estándar ANOVA **: p <0,01. 
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Experimentos anteriores en otros modelos sugieren que la inhibición de 

KDACs, por medio de la administración de NaB induciría la activación de la 

expresión génica mediante un incremente en la acetilación de histonas y, en 

consecuencia, mejoraría la memoria a largo plazo. Con el fin de obtener pruebas de 

que la acetilación de histonas es incrementada en el cerebro del cangrejo 

Chasmagnathus después de la inyección de NaB, se realizó el siguiente 

experimento. Se inyectó con NaB tres grupos de 20 animales cada uno, utilizando 
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la misma dosis de la droga descripta para los experimentos de facilitación de la 

memoria. A los 15, 30 o 60 minutos luego de la inyección se anestesió a los 

animales y se procedió a la disección del cerebro central de los mismos. Dos grupos 

de animales fueron incluidos como controles: 1) animales no inyectados (NV) y 2) 

animales inyectados con solución salina y sacrificado a los 15 minutos post 

inyección (15min post Veh). Se recolectaron 20 cerebros de cada grupo y desde allí 

se realizó una extracción ácida obteniendo extractos enriquecidos en histonas. Para 

la detección de los niveles de acetilación de histonas mediante la técnica de 

Western Blot se empleó un anticuerpo específico que reconoce la histona H3 

acetilada. La intensidad de las bandas obtenidas con este anticuerpo fue calculado 

por densitometría, y se la relativizó a los valores densitométricos obtenidos con un 

anticuerpo que reconoce la histona H3 total. La figura II.3.4 muestra los valores de 

la media +/D el error estándar de la densidad óptica relativa (DOR) encontrada en 

cada grupo con respecto al grupo NV, a partir de cinco experimentos 

independientes. Se observó un aumento importante de la acetilación de la histona 

H3 a los 15 minutos (ANOVA General F3, 14 = 4,9, p <0,01; prueba de Duncan, p 

<0,01) y a los 30 minutos después de la inyección NaB (Prueba de Duncan, p 

<0,05) en comparación con la inyección de solución salina (15min post Veh). A los 

60 minutos luego de la inyección de NaB no se encontraron diferencias 

significativas (Prueba de Duncan, NS). 
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Figura II.3.4: Efecto de la inyección de butirato de sodio sobre el nivel de acetilación de 

histona H3. El valor mostrado para cada grupo es la media ± error estándar de los valores 

específicos de la histonas H3 acetilada, normalizado al valor medio del grupo NV. Los 

resultados obtenidos provienen de cinco experimentos independientes. Prueba de Duncan, 

*: p <0,05; **: p <0,01.  
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Los siguientes experimentos fueron realizados para evaluar si existen 

cambios en los niveles de acetilación de la histona H3 durante la consolidación de 

la memoria, estudio que no fue realizado previamente en ningún modelo de 

memoria. En la primera serie de experimentos, un grupo de cangrejos fue 

entrenado con el protocolo estándar de 15 ensayos (grupo EN) que induce la MLT 

(Pedreira et al.1998), y otro grupo permaneció en los actómetros sin estimulación 

(grupo CT). También fue añadido un grupo naïve (NV), como se describe en 

materiales y métodos. Este diseño de tres grupos se repitió para cada punto de 

tiempo luego del entrenamiento: 0 (inmediatamente), 1 hora, 6 horas y 24 horas. 

Se llevó a cabo 4 repeticiones independientes para cada tiempo, utilizando 20 

animales por grupo, que fueron anestesiados y sacrificados para la disección en los 

puntos de tiempo descriptos. Como se muestra en la Figura II.3.5, no se 

encontraron cambios en el nivel de acetilación de la histona H3, con respecto al 

nivel de acetilación observado en el grupo NV, en cualquier punto de tiempo 

después del entrenamiento estándar. 

Figura II.3.5: Niveles de acetilación de la histona H3 en el cerebro de cangrejo 
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durante la consolidación. Curso de la acetilación de histona H3 durante la 

consolidación de la memoria después de un entrenamiento estándar. El valor 

mostrado para cada grupo es la media ± error estándar de los valores específicos de 

la histonas H3 acetilada, normalizado al valor de la media del grupo NV. Los 

resultados obtenidos provienen de cuatro experimentos independientes. Prueba de 

Duncan NS. p > 0.05. 

  

En la segunda serie de experimentos se repitió la curva temporal, pero esta 

vez utilizando un protocolo de entrenamiento fuerte de 30 ensayos. En estos 

experimentos el procedimiento empleado fue el mismo que en la primera serie. La 

figura II.3.6 muestra un aumento significativo del nivel de histona H3 acetilada en 

el grupo EN con respecto a los grupos NV y CT (ANOVA General F2, 6 = 7,7, p 

<0,05; prueba de Duncan, p <0,01 y p <0,05, respectivamente). Estas 

comparaciones muestran diferencias significativas sólo en las extracciones 

realizadas a 1 h luego del entrenamiento fuerte, no así en ninguno de los otros 

puntos de tiempo analizados. Las comparaciones entre el grupo NV y el grupo CT 

no mostraron diferencias en ninguno de los casos. Por lo tanto, el entrenamiento 

fuerte induce un aumento en los niveles de acetilación de histona H3 en el cerebro 

central de cangrejo. Dicho aumento se observó a 1 hora luego de la sesión de 

entrenamiento fuerte y resultó ser transitorio, ya que se observaron niveles basales 

a las 6 y 24 horas post entrenamiento. Este incremento no se encontró en los 

tiempos analizados luego del entrenamiento estándar. 
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Figura II.3.6: Curso temporal de la acetilación de histona H3 durante la consolidación de la 

memoria después de un entrenamiento fuerte. a) El valor mostrado para cada grupo es la 

media ± error estándar de los valores específicos de la histonas H3 acetilada, normalizado 

al valor medio del grupo NV. Los resultados obtenidos provienen de cinco experimentos 

independientes. Prueba de Duncan, *: p <0,05; **: p <0,01.  b) Western blot representativo 

de los extractos proteícos de animales luego de 1h post entrenamiento fuerte, realizados 

con anticuerpos acetilDH3 específicos (arriba) y antiDH3 total (abajo).  
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�� Con el fin de conocer mejor la modulación de la consolidación de la memoria 

por medio de la inhibición de KDACs, se estudió si el protocolo de entrenamiento 

débil, utilizado en los experimentos de facilitación, más la inyección de NaB 

modifican los niveles de la histona H3 acetilada. Se evaluó si estos cambios en la 

acetilación de H3 coinciden temporalmente con los cambios inducidos por el 

entrenamiento fuerte de 30 ensayos, determinados en los experimentos de la 

sección anterior. El experimento contó con un grupo de animales no inyectados 

(NV) como control, al que fueron relativizadas las mediciones obtenidas de los 

otros dos grupos. Ya que se observó un aumento en los niveles de H3 acetilada a 1 

hora luego del entrenamiento fuerte (Figura II.3.6), se decidió medir los niveles de 

esta histona modificada en el mismo punto de tiempo, pero, en este caso, luego de 

un protocolo de entrenamiento débil. Se utilizaron dos grupos de animales: un 

grupo entrenado con el protocolo de entrenamiento débil e inyectado con NaB 

(ENdébil+NaB) y otro grupo entrenado con el protocolo de entrenamiento débil e 

inyectado con solución salina (ENdébil+Veh). Se llevaron a cabo 4 repeticiones 

independientes de cada experimento. La figura II.3.7 muestra los resultados, en los 

que se encontró un incremento significativo del nivel de acetilación de la histona 

H3 a 1 hora después del tratamiento (entrenamiento débil más la inyección de NaB,  

grupo ENdébil+NaB) en comparación con ambos grupos control (NV y 

ENdébil+Veh) (ANOVA General F 2,9 = 5,33, Duncan test  p <0,05, 

respectivamente). El entrenamiento débil por sí solo no parece inducir cambios en 

la acetilación de histona H3, como se observa al comparar los grupos  NV y 

ENdébil+Veh (Duncan test, NS). Por lo tanto, la inhibición de KDACs facilita la 

memoria al aumentar la acetilación de la histona H3 a 1 hora después el protocolo 

de entrenamiento débil. Este incremento posee una dinámica temporal similar al 

aumento observado en la acetilación de esta histona durante la consolidación de 

una memoria inducida por 30 ensayos.  
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Figura II.3.7: Niveles de acetilación de histona H3 durante la facilitación de la 

memoria por inyección del inhibidor KDACs. a) El valor mostrado para cada grupo 

es la media ± error estándar de los valores específicos de la histonas H3 acetilada, 

normalizado al valor medio del grupo NV. Los resultados obtenidos provienen de 

cinco experimentos independientes. Prueba de Duncan, *: p <0,05.  b) Western blot 

representativo de los extractos proteicos de animales luego de 1h post 

entrenamiento débil más inyección de butirato de sodio, realizados con anticuerpos 

acetilDH3 específicos (arriba) y antiDH3 total (abajo).  

 



Capítulo II�
 

65 

 



�/��	�����	���� ���������

En esta primera parte de la tesis, se presentan dos líneas de evidencias que 

apoyan la hipótesis planteada sobre el papel de la acetilación de histonas de la clase 

H3 en el proceso de consolidación de la memoria en invertebrados.  

La primera línea de evidencias demuestra que el inhibidor de KDACs, NaB, 

el cual incrementó la acetilación de histonas en el cerebro de Chasmagnathus 

(Figura II.3.4), facilita la MLT durante la fase de consolidación. La inyección 

sistémica de NaB, antes o después de un entrenamiento débil, permitió la retención 

de la MLT a 72 horas (Figura II.3.1 y II.3.2b). Por el contrario, aquellos animales 

inyectados con vehículo no mostraron retención, tal como se esperaba para 

animales que reciben una sesión de entrenamiento débil. Además, se encontró que 

un entrenamiento débil, el cual no provoca per se cambios observables en el nivel 

de acetilación de histonas (Figura II.3.7, grupo ENdébilDVeh), en conjunto con la 

inyección de NaB promovió un incremento en la acetilación de la histona H3, 1 

hora después del entrenamiento (Figura II.3.7, grupo ENdébilDNaB), de manera 

similar al cambio encontrado 1 hora luego de un entrenamiento fuerte, sin 

inyección (Figura II.3.6). Por lo tanto, la acetilación de histonas formaría parte del 

mecanismo facilitador de la memoria del inhibidor NaB. 

Se ha demostrado que NaB inhibe la actividad enzimática de las KDACs, 

tanto de clase I (localización nuclear) y como de clase II (puede localizarse en el 

núcleo o en el citoplasma). Su acción produce un aumento en la acetilación de 

histonas y, por lo tanto, la facilitación de la transcripción génica (Dokmanovic y 

Marks 2005, Marks et al.2004). La expresión génica es un requisito fundamental 

para la conversión de una memoria lábil de corto término (MCT) hacia una 

memoria consolidada de largo término (MLT). En un trabajo anterior realizado en 

nuestro laboratorio, se ha encontrado que un entrenamiento débil de 5 ensayos no 

recluta la activación suficiente del factor de transcripción NFDκB (Freudenthal y 

Romano 2000), a fin de inducir MLT. Los resultados de este capítulo de la tesis 

sugieren que la facilitación de la transcripción génica inducida por el inhibidor de 

KDACs podría permitir la síntesis de una cantidad de ARN mensajeros necesaria 



Capítulo II�
 

66 

 

para transformar a una traza mnésica débil en aquella que puede sostener una 

memoria más fuerte, normalmente promovida durante la consolidación. 

Asimismo, el inhibidor NaB induce el efecto facilitador de la memoria en dos 

fases luego del entrenamiento: la primera fase al ser administrado inmediatamente 

después del entrenamiento y la otra fase alrededor de 6 horas luego del mismo. 

Contrariamente, este efecto no se encontró a 3 horas o a 12 horas post 

entrenamiento. Estas dos ventanas de tiempo del efecto de la droga ajustan muy 

bien con las dos fases post entrenamiento débil para la activación de PKA (Locatelli 

y Romano de 2005, Locatelli et al. 2002) encontradas en este modelo de memoria, 

sugiriendo que la expresión génica dependiente de cAMP podría participar en estas 

dos fases transcripcionales.  

Del mismo modo, las dos ventanas del efecto de NaB también se acoplan con 

las dos fases post entrenamiento estándar encontradas para la activación de NFDκB 

(Freudenthal y Romano 2000, Merlo et al. 2002). Éstas últimas, podrían estar 

siendo reproducidas luego de un entrenamiento débil presentado en concomitancia 

con la inhibición de KDACs. Teniendo en cuenta que un entrenamiento débil no 

produce activación de NFDκB (Freudenthal y Romano, 2000), estos resultados 

sugieren que el aumento en los niveles de acetilación de histonas H3 por la 

inyección de NaB durante estas dos fases podría compensar la falta de inducción 

transcripcional dependiente de NFDκB luego de un entrenamiento deficiente, al 

permitir que la actividad transcripcional basal de éste y de otros factores de 

transcripción sean suficientes para promover la consolidación de la MLT. 

La segunda línea de evidencias proviene de los experimentos donde se 

encontró un aumento en el nivel de acetilación de histona H3 durante la 

consolidación de la MCS luego de un entrenamiento fuerte. El anticuerpo utilizado 

para la detección de la histona H3 acetilada fue construido para reconocer las 

lisinas 9 y 4 (K9 y K14) acetiladas, siendo ambas modificaciones previamente 

asociadas con activación de la transcripción en diferentes taxa. En los experimentos 

realizados en este capítulo de la tesis se han encontrado dos características 

importantes de este incremento en la acetilación durante la consolidación: 
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1) tal incremento se produce después de un entrenamiento fuerte de 30 

ensayos, y no se observa luego de un entrenamiento estándar de 15 ensayos. Esto 

indicaría que no en todos los casos la formación de MLT emplea este mecanismo 

epigenético durante la consolidación. La acetilación de histona H3 podría estar 

involucrada en la consolidación de aquellas memorias de mayor persistencia, no 

obstante los conceptos de fuerza y persistencia de la memoria no son equivalentes 

(Las definiciones referidas a éstas características de la memoria serán discutidas en 

el Capítulo V).  Este hallazgo tiene una importante consecuencia interpretativa, 

pues se considera que para la formación de toda memoria a largo término se 

requiere de expresión génica. ¿Por qué entonces existirían diferencias entre los 

mecanismos inducidos por un entrenamiento estándar y por uno fuerte? Se ha 

propuesto la existencia de dominios estructurales en el genoma donde la cromatina 

puede encontrarse en estados diferentes. En algunas regiones, la cromatina 

permanece en un estado preparado para la activación, y los genes localizados en 

éstas se hayan normalmente accesibles para la maquinaria transcripcional. 

Mientras que, en otras regiones, donde la cromatina reside en un estado permisivo 

pero reprimido transitoriamente, los genes requerirían modificaciones ulteriores 

en la cromatina para ser accesibles (Saccani et al. 2001). Se ha demostrado muy 

recientemente que  algunos genes, por ejemplo el gen que codifica para la molécula 

de adhesión celular neuronal (NCAM, por sus siglas en inglés neural cell adhesion 

molecule), poseen normalmente sus regiones regulatorias accesibles pero sufren 

modificaciones en las histonas de la cromatina subyacente a regiones intragénicas 

que afectan su transcripción y algunos procesos coDtranscripcionales, tal como el  

empalme o splicing del ARNm (Schor et al.2009). En este marco, los resultados de 

este capítulo de la tesis apoyan la idea de que algunos genes o regiones intragénicas 

son accesibles sólo después de una gran inducción, y que este cambio en la 

expresión de dichos genes contribuye a una mayor persistencia de la memoria, 

consolidada de esta manera. Debido al hecho de que se ha realizado un análisis del 

genoma total, no se ha podido determinar si hay algún cambio en el nivel de 

acetilación de las histonas en los promotores de algunos genes, después del 

protocolo estándar de entrenamiento. Un análisis específico del proceso de 
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acetilación en promotores particulares, podría proveer posterior evidencia del rol 

de este mecanismo de modificación de la cromatina durante la formación de la 

memoria, evaluando más en profundidad las diferencias obtenidas entre los 

protocolos estándar y fuerte. La fuerza de la memoria podría estar asociada con 

diferencias en el patrón de expresión génica, el cual se encuentra bajo la influencia 

de las modificaciones en la estructura de la cromatina de estos loci (Alberini 2009). 

Actualmente, se postula la existencia de un código epigenético, el cual regula la 

expresión de genes y, de esta manera, promueve patrones específicos de 

transcripción génica durante la formación de las memorias (Roth y Sweatt 2009, 

Wood et al. 2006b). Los diferentes patrones de transcripción génica podrían estar 

dados por activación diferencial de genes y/o por diversidad en la temporalidad o 

intensidad en la que se expresan tales genes. 

 Los resultados presentados no descartan la coexistencia de cambios en otros 

residuos en la misma clase de histona, H3, o en otras histonas nucleosomales. Estas 

modificaciones podrían estar implicadas en la transcripción inducida durante la 

consolidación de memorias de menor persistencia, como el caso de la memoria 

generada por un entrenamiento de 15 ensayos. Aún más, la ausencia de H3 

acetilada podría marcar la cromatina en aquellos genes que son regulados y 

requeridos para mediar la formación de la memoria de tal manera de inducir un 

tipo de memoria de menor fuerza o menos persistente que aquellas que sí implican 

el mecanismo de acetilación.  

2) El incremento en el nivel de acetilación de histona H3 es transitorio, 

disminuyendo a su nivel basal a las 6 h después del entrenamiento. Hasta la fecha 

de escritura de esta tesis, este es el primer estudio del curso temporal de la 

acetilación de histonas durante la consolidación de la MLT, mostrando la cinética 

de este proceso molecular durante la formación de la memoria. Por un lado, este 

resultado podría explicarse por la implicancia de la acetilación de histonas en la 

activación transcripcional. Dado que esta MPT es la de mayor potencialidad como 

inductora de cambios en la estructura de la cromatina, se podría pensar que por 

medio de este mecanismo el ADN es extremadamente sensible a la transcripción de 

manera tal que es necesario revertirlo para culminar con la ola transcripcional y 
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avanzar en el proceso de consolidación. Al contrario de la acetilación, el estudio de 

otras clases de PTMs de histonas podría revelar cambios duraderos en las marcas 

epigenéticas del genoma durante la formación de la MLT.  

Por otra parte, en este modelo de memoria el incremento en el nivel de 

acetilación de histonas H3 a 1 hora post entrenamiento coincide con la activación 

de ERK1/2  luego de un entrenamiento estándar (Feld et al.2005). Esta quinasa 

forma parte de la vía de señalización de las MAPKs, es activada por fosforilación, 

pudiendo translocarse al núcleo para fosforilar y consecuentemente activar factores 

de transcripción (Bodart 2010). ERK 1/2 ha sido involucrada en la formación de la 

memoria (Davis y Laroche 2006). La actividad de las KDACs de clase II es regulada 

por fosforilación, modificación que promueve su exportación desde el núcleo y su 

permanencia en el citoplasma, impidiendo su actividad inhibidora de la 

transcripción (Yang y Seto 2008). Ya que en el modelo de memoria en 

Chasmagnathus, así como en el condicionamiento de miedo en ratón (Tronson et 

al.2009), el aumento de ERK fosforilada durante la consolidación es extraDnuclear, 

una hipótesis que surge es que esta vía de señalización podría servir como 

reguladora de la actividad de las KDACs durante la consolidación de la memoria, 

favoreciendo su retención en citoplasma. Posteriores experimentos utilizando 

inhibidores de esta vía en combinación con técnicas moleculares que detecten 

KDACs de clase II fosforilada en este compartimento celular neuronal, podrían 

otorgar evidencias que sustenten esta hipótesis.  

  Aunque NaB es un fármaco ampliamente utilizado para inhibir las 

proteínas KDACs en procesos de memoria, se han encontrado otros efectos no 

relacionados con la acetilación de histonas (RestaDLenert et al.2001). En este 

capítulo se ha demostrado que otra droga inhibidora, TSA, también facilita la 

memoria (Figura II.3.3). Este hecho apoya la hipótesis de que la acción de NaB 

sobre la memoria se debe a la inhibición de KDACs. Coincidentemente, se encontró 

un aumento en la acetilación de la histona H3 1 hora después de un protocolo de 

entrenamiento débil, cuando los animales fueron inyectados con NaB (Figura 

II.3.7), en una marcada correlación con el incremento inducido por un protocolo de 

entrenamiento fuerte (Figura II.3.6). Estos resultados adicionan pruebas de que el 
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aumento en la acetilación de la cromatina es la responsable del efecto facilitador de 

estas drogas.  

No obstante, la inhibición de KDACs podría estar aumentando la acetilación 

de otras proteínas nucleares diferentes de las histonas, lo que contribuiría al efecto 

de facilitación de la MLT observado. En particular, el factor de transcripción NFDκB 

es un sustrato de esta enzimas (Sterner y Berger 2000) y esta modificación post 

traduccional del factor ha sido demostrada para regular su actividad 

transcripcional (Chen y Greene 2004). Existe un único trabajo sugiriendo que la 

inhibición de KDACs aumenta la actividad de NFD κB durante la facilitación de la 

memoria en un modelo murino (Yeh et al.2004), mediante aumentar su estado 

acetilado. Los resultados de este capítulo en conjunto con resultados previos en el 

modelo de Chasmagnathus, sugieren que esta proteína podría tratarse de otro 

punto de regulación transcripcional que explica parte del efecto mnésico 

encontrado. 

El hallazgo del efecto facilitador de los inhibidores de KDACs es coherente 

con los resultados anteriores obtenidos en paradigmas de memoria en modelos 

murinos (Yeh et al.2004, Levenson et al.2004, Vecsey et al.2007, Fischer et 

al.2007). Los resultados presentados aquí y en un trabajo previo en un modelo de 

plasticidad sináptica (Guan et al.2002) son las primeras evidencias sobre el papel 

de la acetilación de histonas en procesos de memoria en invertebrados. Junto con 

los estudios previos en vertebrados, prueban que la acetilación de histonas es un 

mecanismo ancestral evolutivamente conservado que forma parte de la regulación 

de la expresión génica subyacente al proceso de consolidación de la memoria de 

largo término. 
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Desde hace tiempo, la idea clásica sobre la formación de la memoria de largo término 

establece que una vez que la memoria se ha consolidado y almacenado, permanece en estado 

estable por tiempos prolongados, llegando en algunos casos a perdurar por toda la vida del 

animal. Sin embargo, recientes estudios en vertebrados e invertebrados, han sugerido que la 

evocación de la memoria asociativa en ausencia del estímulo incondicionado, es decir en ausencia 

de refuerzo, induce un nuevo período de labilidad del trazo mnésico que precede a la fase de re"

almacenamiento (Misanin et al.1968, Mactutus et al.1979, Nader et al.2000, Sara 2000a, 

Pedreira et al.2002). Esta nueva fase de consolidación, llamada reconsolidación, se ha definido 

operacionalmente como una ventana temporal que sucede a la re"activación del trazo mnésico 

producto de la evocación de la memoria en ausencia de refuerzo, en la cual agentes disruptores 

como inhibidores de síntesis ������� de proteínas, bloquean el almacenamiento de la memoria, 

produciendo amnesia. La ventaja adaptativa que conferiría tal mecanismo es, hasta el día de hoy, 

materia de discusión. Una primera aproximación a este problema ha interpretado que este nuevo 

período lábil de la memoria sería biológicamente relevante como una instancia de renovación de 

la predicción establecida en experiencias anteriores, permitiendo de esta manera la actualización 

o puesta al día de las asociaciones establecidas en el pasado como respuesta a cambios en las 

condiciones ambientales en el presente (Przybyslawski y Sara 1997, Hupbach et al.2007). De esta 

manera, el animal tendría la posibilidad de re"evaluar la relación predictiva entre el estímulo 

condicionado y el incondicionado generándose, al labilizarse la memoria, la posibilidad de 

incorporar nueva información a esta relación causal. La memoria una vez reconsolidada podría 

ser reforzada ó debilitada en virtud de esta nueva experiencia (Sara 2000b, Miller y Matzel 2000, 

Nadel y Land 2000, Dudai 2006). Este último punto es un tema central en la intención de 

comprender el destino de una memoria una vez adquirida, abriendo un proceso que podría ser 
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fundamental para el mantenimiento de un comportamiento lo más certeramente adaptado a las 

condiciones cambiantes del medio ambiente donde el animal se desarrolla. 
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Si bien ambos procesos, la consolidación y la reconsolidación, dependen positivamente de 

la síntesis ������� de proteínas y ARN mensajeros, la identidad de los mecanismos moleculares 

involucrados en la fase de reconsolidación es, actualmente, materia de intenso debate (Debiec et 

al.2002, Myers y Davis 2002, Lee et al.2004, Salinska et al.2004, Dudai 2006). Varios trabajos 

proponen que cada proceso tendría una identidad propia y, entonces, ambos se diferenciarían 

entre sí gracias a los mecanismos moleculares que involucran. Lee y colaboradores (2004), 

utilizando un paradigma de condicionamiento de miedo contextual en ratas, demostraron que la 

fase de consolidación depende de la vía de transducción de señales activada por el factor 

neurotrófico derivado de cerebro (BDNF, del inglés brain derived neurotrophic factor) pero no 

de la activación del factor de transcripción inducible Zif268 en el hipocampo, mientras que la 

reconsolidación de esta memoria sí necesita de la actividad de Zif268, pero es independiente de 

BDNF. Por otro lado, tan importante como las proteínas involucradas en cada proceso, también 

lo son las áreas del cerebro implicadas en cada caso. Se ha reportado en un paradigma de 

evitación inhibitoria en ratas, que la consolidación, y no la reconsolidación de la memoria, 

depende de la expresión del factor de transcripción C/EBPβ (del inglés CCAAT enhancer binding 

protein β) en el hipocampo (Taubenfeld et al.2001). 

Otra serie de evidencias experimentales sugieren que algunos mecanismos moleculares sí 

estarían conservados entre los procesos de consolidación y reconsolidación. La activación en el 

cerebro anterior del factor de transcripción CREB (del inglés cAMP�responsive element binding 

protein) es crucial tanto para la consolidación como para la reconsolidación de una memoria de 

miedo al contexto en ratones (Kida et al.2002). Otro factor de transcripción involucrado es el 

factor nuclear κappa B (NF"κB), cuya participación durante la consolidación y la reconsolidación 

de la memoria fue evidenciada tanto en modelos de vertebrados como de invertebrados (Merlo et 
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al.2005, Romano et al.2006b, Boccia et al.2007). En lo que respecta a los neurotransmisores 

involucrados también se han reportado similitudes entre ambos procesos. Przybyslawski y 

colaboradores (1999) demostraron que tanto en la consolidación como en la reconsolidación de 

una memoria de evitación inhibitoria en ratas, es necesaria la cascada de eventos intracelular 

activada por receptores β"adrenérgicos.  
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Como se ha visto en el capítulo II, en el paradigma de memoria del cangrejo 

Chasmagnathus, quince ó más presentaciones del estímulo visual de peligro (EVP) con 

un intervalo entre estímulos (IEE) mayor o igual a 27 segundos inducen la consolidación 

de una memoria de largo término. De esta manera queda establecida una asociación 

entre las claves contextuales (estímulo condicionado) y el pasaje del EVP (estímulo 

incondicionado). Una vez consolidada la memoria contexto señal, el cangrejo adquiere 

una nueva respuesta al pasaje del EVP en el contexto de entrenamiento, pasando de un 

robusto escape en las primeras presentaciones a una respuesta de congelamiento luego 

del entrenamiento. Esta memoria consolidada y estable es plausible de volver a un 

estado lábil, es decir, a un estado sensible a la disrupción, como consecuencia de la 

exposición breve de alrededor de 5 minutos al contexto de entrenamiento sin 

presentación del estímulo visual de peligro (Pedreira et al. 2002). Esta fase, denominada 

entonces de reconsolidación, se caracteriza por necesitar de los mecanismos de síntesis 

de novo de proteínas (Pedreira y Maldonado 2003) y regulación de la expresión génica 

(Merlo et al.2005) para volver la MCS a un estado estable. Por otra parte, otros estudios 

en este mismo modelo de memoria evidenciaron que la reconsolidación de la MLT 

puede ser facilitada (Frenkel et al.2005). En estos estudios, los animales recibieron un 

entrenamiento débil, el cual genera una memoria que no se expresa a largo término, y 

fueron re"expuestos al contexto 24 horas después de manera concomitante a distintas 

condiciones que modifican los niveles endógenos de angiotensina II (ANGII). Bajo el 

mencionado protocolo, los animales mostraron retención de la memoria en la sesión de 

evaluación. Estos resultados sugieren que el valor funcional de la reconsolidación sería 
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el de ofrecer una etapa de modulación de la expresión de la memoria por parte de la 

experiencia individual concurrente al transcurso de esta fase. 
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Aunque ha sido demostrado que la activación de la expresión génica es un paso 

necesario para la reconsolidación de la memoria, los mecanismos que regulan la 

transcripción durante esta fase han sido menos estudiados. Hasta la fecha de escritura 

de la tesis, existe un único trabajo que apoya la idea de que la acetilación y fosforilación 

de histonas estaría implicada en la reconsolidación de la memoria en el modelo de 

miedo condicionado al contexto en ratones (Lubin et al. 2007). En este trabajo se 

demuestra que la quinasa de IκB (IKK) fosforila histonas en el promotor de Zif268 y 

promueve la acetilación de histonas durante la reconsolidación. Sin embargo, no se 

evalúa si la inhibición de KDACs facilita la memoria en reconsolidación. En otro estudio, 

utilizando ácido valproíco (VPA) como inhibidor de KDACs, se muestra un efecto 

facilitador de esta droga durante la fase de reconsolidación en el modelo de memoria de 

miedo condicionado a una clave en ratones (Bredy y Barad 2008). No obstante, VPA ha 

sido ampliamente utilizado como una droga anticonvulsivante y estabilizante del humor 

por su acción, entre otras, como agonista sobre el sistema gabaérgico y el efecto sobre 

canales de sodio dependiente de voltaje (Bowden y Singh 2005) y ha sido mostrado su 

efecto amnésico en algunos paradigmas de memoria (Umka et al.2009). Por lo tanto, la 

conclusión de que el efecto facilitador de VPA sobre la reconsolidación es debida a 

inhibición de KDACs y la consecuente hipótesis de que la reconsolidación puede ser 

facilitada por inhibidores de KDACs permanecen sujetas a ulterior evidencia. 
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Más allá de estas evidencias, poco se conoce de los procesos involucrados en la 

reconsolidación de la memoria, quedando algunas preguntas sin responder: ¿Hasta qué punto la 

reconsolidación involucra procesos similares a los de la consolidación? ¿Existen diferencias en 

los mecanismos moleculares involucrados en cuanto a la calidad, cantidad o temporalidad? ¿Es 

inducida la acetilación de histonas por la evocación de la memoria de largo término? ¿Está este 

proceso epigenético funcionalmente asociado al mecanismo de reconsolidación? Teniendo 

presente la hipótesis que sostiene que los mecanismos moleculares básicos involucrados en la 

consolidación son necesarios para la re"estabilización de la memoria reactivada (Dudai 2006, 

Romano et al.2006), en el presente capítulo se estudió el papel de la acetilación de histonas en la 

fase de reconsolidación de la MCS. Se presenta una serie de experimentos que, por un lado, 

evalúan si la acetilación de histonas H3 es inducida luego de la re"activación de la MCS 

desencadenada por una exposición breve al contexto de entrenamiento y, por el otro, examinan 

la factibilidad de facilitar una memoria durante la fase de reconsolidación mediante la inhibición 

de KDACs y, en consecuencia, el aumento de la acetilación de histonas. 
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Los animales y el dispositivo experimental de entrenamiento y evaluación utilizados en este 

capítulo de la tesis son similares a los descriptos en el Capítulo II. 
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Los ���	&�������	�	��"�	� y el ��'����������	� utilizados para el desarrollo de este 

capítulo fueron similares a los descriptos en el Capítulo II. Las variaciones y especificaciones son 

detalladas a continuación. 
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Cada experimento consistió en dos grupos de animales: 

Grupo NoReexp: este grupo de animales recibió una sesión de entrenamiento fuerte (descripta 

en el capítulo II), que constó de 30 ensayos con IEE de 171 segundos. A las 24 horas luego de la 

sesión de entrenamiento, los animales fueron anestesiados y se condujo el procedimiento de 

disección de cerebros, en simultáneo con los animales pertenecientes al grupo Reexp. Este 

grupo de animales constituye el grupo control negativo del experimento. 

Grupo Reexp: este grupo de animales recibió una sesión de entrenamiento fuerte (descripta en 

el capítulo II), que constó de 30 ensayos con IEE de 171 segundos. A las 24 horas luego de la 

sesión de entrenamiento, los animales fueron sujetos a una sesión de re�exposición, que 

consistió en colocar a los animales en el mismo contexto del entrenamiento, re"exponiéndolos al 

mismo durante 5 minutos sin la presentación del EVP. A  1 hora luego de la sesión de re"

exposición, se procede con la disección de cerebros y obtención de extractos enriquecidos en 

histonas para el análisis mediante Western Blot del nivel de histona H3 acetilada, tal como se 

describe en el capítulo II. 

�
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Cada experimento consistió en cuatros grupos de animales: 

Grupo 30E NoReexp: este grupo de animales recibió una sesión de entrenamiento fuerte de 30 

ensayos con IEE de 171 segundos. A las 24 horas luego de la sesión de entrenamiento, los 

animales no fueron re"expuestos. Este grupo de animales constituye el grupo control negativo 

del experimento. 

Grupo 30E Reexp: este grupo recibió una sesión de entrenamiento fuerte de 30 ensayos con IEE 

de 171 segundos, inmediatamente después de la cual los animales fueron inyectados con 

vehículo.  A las 24 horas recibieron una sesión de re�exposición. Este grupo de animales 

constituye el grupo control positivo del experimento.  
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Grupo 5E+VEH: este grupo recibió una sesión de entrenamiento débil de 5 ensayos, 

inmediatamente después de la cual los animales fueron inyectados con vehículo. Luego de 24 

horas recibió una sesión de re�exposición. 

Grupo 5E+NaB: este grupo recibió una sesión de entrenamiento débil, inmediatamente después 

de la cual los animales fueron inyectados con butirato de sodio. Luego de 24 horas fue sometido 

a una sesión de re�exposición. 

Entre sesiones, los animales eran alojados en recipientes individuales, con agua marina, 

oscuridad constante y temperatura controlada.  

En el caso de los grupos 30E Reexp, 5E+VEH, 5E+NaB, luego de la hora posterior a la re"

exposición, los animales fueron anestesiados y se procedió a la obtención de extractos de 

histonas, para el análisis mediante Western Blot del nivel de histona H3 acetilada, tal como se 

describe en el capítulo II. Los animales del grupo 30E NoReexp fueron anestesiados en paralelo 

con los otros grupos y se procedió a la disección de cerebros de forma simultánea. 

�
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El experimento de facilitación de la MCS mediante privación de agua, manipulación que en esta 

tesis se denominará sequedad, durante las dos (2) horas posteriores a la re"exposición al 

contexto fue desarrollado por Delorenzi y sus colaboradores (Frenkel et al.2002). Brevemente, el 

experimento verificando tal protocolo de facilitación de la MCS se realizó de la siguiente manera. 

Cada experimento constó de 80 animales. Los mismos fueron divididos en dos grupos de 

cuarenta individuos: grupo CT+Seq y grupo ENdébil+Seq. Durante la sesión de entrenamiento, 

el primer grupo de animales permanece en el actómetro sin ser estimulado con el EVP (CT+Seq) 

mientras que el otro grupo de animales es estimulado con un protocolo de entrenamiento débil, 

de 5 ensayos con un IEE de 171 segundos (ENdébil+Seq). A las 24 horas ambos grupos son re"

expuestos al contexto de entrenamiento durante 5 minutos, con el objeto de inducir la fase de 

reconsolidación en aquellos animales que han sido entrenados el día anterior (grupo EN+Seq). 

Inmediatamente post re"exposición todos los grupos son sometidos a un período de privación de 

agua durante 2 horas. Al cabo de este período, se les colocó agua a los recipientes en los cuales 

eran alojados los animales, y éstos permanecieron de esta manera hasta el momento de la sesión 
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de evaluación. A las 24 horas (es decir, a 48 horas post entrenamiento) todos los animales 

fueron evaluados para la retención de la MCS (Figura III.5). Los actómetros durante las sesiones 

de entrenamiento, re"exposición y evaluación en todos los casos contienen agua. 

 

Con el objeto de estudiar el nivel de acetilación de histonas, se combinó dicho protocolo con 

metodologías de intervención farmacológica y análisis molecular del proceso de acetilación. Para 

ello, cada experimento consistió en tres grupos de animales: 

Grupo NoSeq+VEH: este grupo recibió una  sesión de entrenamiento débil. A las 24 horas, los 

animales fueron sometidos a una sesión de re�exposición, 70 minutos después de la cual fueron 

inyectados con vehículo. 

Grupo Seq+VEH: este grupo recibió una  sesión de entrenamiento débil. A las 24 horas, los 

animales fueron sometidos a una sesión de re�exposición, inmediatamente después de la cual se 

les retiró el agua de los recipientes individuales en los que eran alojados. Después de 70 minutos 

de la terminación de la sesión de re"exposición, los animales fueron inyectados con vehículo. 

Grupo Seq+SAR: este grupo recibió una  sesión de entrenamiento débil. A las 24 horas, los 

animales fueron sometidos a una sesión de re�exposición, inmediatamente después de la cual se 

les retiró el agua de los recipientes individuales en los que eran alojados. Después de 70 minutos 

de la terminación de la sesión de re"exposición, los animales fueron inyectados con el 

antagonista no selectivo del receptor de ANGII, saralasina. 

Luego de las 2 horas de sequedad (grupos Seq+SAR y Seq+VEH) o de no sequedad (grupo 

NoSeq+VEH), posteriores a la re"exposición, los animales fueron anestesiados y se procedió a la 

obtención de extractos de histonas, para el análisis mediante Western Blot del nivel de histona 

H3 acetilada, tal como se describe en el capítulo II. 

)�	"������,�����

Saralasina. Cincuenta µl de vehículo o de la solución de un antagonista no selectivo de los 

receptores de ANGII, llamado saralasina (SAR) (Sigma Aldrich, EE.UU), se administraron a 

cada animal de forma sistémica. Se utilizó una dosis de 50 pmol por animal, disuelta en solución 

salina para cangrejo (Hoeger & Florey, 1989). La solución inyectada como vehículo fue solución 

salina. 
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 S�sión de entrenamiento débil: consistió de 5 ensayos separados por un intervalo entre 

ensayos (IEE) de 171 seg. Cada experimento incluía dos grupos control pasivo (CT) no 

entrenados, que permanecía en los actómetros sin recibir estimulación durante el tiempo que 

duraba la sesión, y dos grupos entrenados (EN). 

 Sesión de re�exposición: consistió en colocar a los animales en el mismo contexto del 

entrenamiento, re"exponiéndolos al mismo durante 5 minutos sin la presentación del EVP. Cada 

experimento contó con cuatro grupos: dos grupos CT, en los cuales los animales eran inyectados 

con vehículo (CT"VEH) o con droga (CT"X), y dos grupos entrenados (EN), en uno de los cuales 

los animales eran inyectados con el vehículo (EN"VEH), mientras que en el otro era inyectados 

con la droga (EN"X). Según el experimento, los animales fueron inyectados a diferentes tiempos 

antes (pre") y luego (post") de la sesión de re"exposición: 20 minutos pre, 45 minutos post o 1 

hora post re"exposición. Cada grupo estaba formado por 40 animales. 

 Sesión de evaluación: consistió en un ensayo de 9 segundos. Se llevó a cabo a distintos 

tiempos luego de haber finalizado la sesión de entrenamiento. En esta sesión se evidenció la 

retención de la MCS. 

 Tanto la sesión de entrenamiento como la de evaluación eran precedidas por un período de 

adaptación sin estimulación de 10 min. El  intervalo entre sesiones de entrenamiento y 

reexposición fue de 24 horas, mientras que entre sesiones de entrenamiento y evaluación fue de 

72 horas. Para cada experimento, las sesiones de entrenamiento, re"exposición y evaluación se 

realizaron en la misma franja horaria. Entre sesiones, los animales eran alojados en recipientes 

individuales, con agua marina, oscuridad constante y temperatura controlada. 

�
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Similar al capítulo II.  

Butirato de sodio, NaB. Ya descripta en Capítulo II. 
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La regulación de la expresión génica es un proceso necesario en la 

reconsolidación de la memoria (Sara 2000, Nader 2003). En esta parte de la tesis, se 

evaluó si la reconsolidación recluta mecanismos modificadores de la cromatina, por 

ejemplo la acetilación de histonas, como parte de la regulación de la expresión de genes. 

La siguiente serie de experimentos tuvo por objeto evaluar si los niveles de acetilación de 

histonas de la clase H3 cambian durante la fase de reconsolidación de la MCS. Teniendo 

en cuenta que observamos cambios en la acetilación de esta histona durante la 

consolidación sólo después de un protocolo de entrenamiento fuerte, se probó si el 

mismo entrenamiento de 30 ensayos recluta el mecanismo de acetilación después de la 

sesión de re"exposición al contexto. El protocolo fue el siguiente: en el primer día, 40 

animales fueron entrenados con 30 ensayos (con un IEE de 171 segundos). Veinticuatro 

horas más tarde, 20 cangrejos fueron re"expuestos a los respectivos actómetros durante 

5 minutos (grupo Reexp) mientras que los 20 cangrejos restantes no fueron re"

expuestos (grupo NoReexp). Una hora después de la sesión de re"exposición, los 

cangrejos fueron sacrificados para la obtención de extractos de histonas de cerebro y los 

niveles de acetilación de histona H3 fueron evaluados, como ya se ha descripto en el 

capítulo II. Se llevaron a cabo 4 experimentos independientes. Los resultados muestran 

un incremento significativo en la acetilación de histonas H3 en el grupo re"expuesto 

(Prueba T p <0,01) en comparación con el nivel de acetilación de H3 en el grupo no re"

expuesto (Figura III.1). De esta manera, se evidencia que la acetilación de histonas es 

reclutada durante la reconsolidación, de igual manera que en la fase de consolidación. 
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��: Cambios en la acetilación de histonas durante la reconsolidación de la memoria. El 

valor mostrado para cada grupo es la media ± error estándar de los valores específicos de las bandas de 

histona H3 acetilada, normalizadas a H3 total y al valor medio del grupo NoReexp. Resultados obtenidos 

de cuatro experimentos independientes. Prueba t de Student, **: P <0,01. b) Western blot representativo, 

realizado con anticuerpos acetil"H3 específico (arriba) y anti"H3 total (abajo). 
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Los experimentos de la sección III.3.1 demuestran que la reconsolidación de una 

memoria fuerte implica un incremento en el nivel de H3 acetilada a 1 hora post re"

exposición. Teniendo en cuenta este resultado y aquellos descriptos en el capítulo II, en 

los cuales se observó que una memoria débil facilitada mediante administración del 

inhibidor de KDACs en consolidación involucra acetilación de histonas tal como la 

consolidación de una memoria fuerte, se buscó comparar la reconsolidación de ambas 

memorias con el objetivo de investigar si durante esta fase también reclutan 

mecanismos similares. Para ello, se realizó el siguiente experimento. Se tomaron 80 

animales y se dividieron en 4 grupos. Dos grupos, cada uno de 20 animales, fueron 

entrenados con un protocolo de entrenamiento fuerte (30E NoReexp y 30E Reexp). Otro 

grupo de 20 animales fue entrenado con un protocolo de entrenamiento débil e 

inmediatamente post entrenamiento fueron inyectados con solución salina (5E+Veh). 

Un último grupo de 20 animales fue entrenado con un protocolo de entrenamiento débil 

y los animales recibieron una inyección de NaB inmediatamente post entrenamiento 

(5E+NaB). A las 24 horas, todos los grupos, excepto el grupo 30E NoReexp, fueron 

sometidos a una sesión de re"exposición, de manera tal de inducir la fase de 

reconsolidación. A 1 hora post re"exposición los animales fueron sacrificados para la 

obtención de extractos de histonas de cerebro y los niveles de acetilación de histona H3 

fueron evaluados de la misma manera que en el capítulo II. La extracción de histonas 

para el grupo 30E NoReexp se realizó en simultáneo con aquella de los otros grupos. Los 

resultados indican que hay un aumento similar en el nivel de histona H3 acetilada a 1 

hora post re"exposición en los grupos 30E Reexp y 5E+NaB (Prueba T: NS), el cual es 

significativamente mayor al comparar con los grupos 30E NoReexp y 5E+Veh, 

respectivamente (Prueba T: 30E Reexp vs 30E NoReexp p<0,05; 5E+NaB vs 5E+Veh 

p<0,01) (Figura III.2). Por lo tanto, la reconsolidación de una memoria inducida por un 

entrenamiento débil y facilitada durante su consolidación mediante la administración de 

NaB, involucra un aumento a la hora post reactivación, de manera similar a la 

reconsolidación de una memoria fuerte inducida por un entrenamiento de 30 ensayos. 
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Figura III.2: Cambios en la acetilación de histonas durante la reconsolidación de la memoria. El valor 

mostrado para cada grupo es la media ± error estándar de los valores específicos de las bandas de histona 

H3 acetilada, normalizadas a H3 total y al valor medio del grupo 5E+Veh. Resultados obtenidos de cuatro 

experimentos independientes. Prueba t de Student, *: P <0,05. b) Western blot representativo, realizado 

con anticuerpos acetil"H3 específico (arriba) y anti"H3 total (abajo).  
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Con el objetivo de profundizar sobre el papel de este proceso epigenético en la 

reconsolidación de la memoria, se investigó si una memoria �ébil podría ser facilitada 

mediante la administración del inhibidor NaB luego de que la memoria ha sido 

reactivada y labilizada mediante una breve re"exposición al contexto, 24 horas después 

del entrenamiento (Pedreira et al. 2002, Merlo et al.2005). Para ello, se realizaron 3 

experimentos independientes, en cada uno los cuales la administración de NaB se 

realizó en distintos tiempos post reactivación. Como se mencionó en la introducción, 

existen antecedentes en este modelo de memoria de reforzamiento de una memoria 

débil en la fase de reconsolidación mediante manipulaciones de los niveles del 

neuromodulador ANGII (Frenkel et al.2005). 

En el primer experimento, los animales recibieron un entrenamiento débil, 24 

horas después fueron inyectados con NaB o solución salina (Veh), 20 minutos antes de 

la re"exposición al contexto de entrenamiento. La re"exposición en todos los casos duró 

5 minutos, promoviendo la reactivación de la memoria e induciendo la fase de 

reconsolidación (Pedreira et al.2002). La sesión de evaluación de la MCS se realizó 72 

horas después de la sesión de re"exposición. Tal como muestran los resultados 

ilustrados en la figura III.3a, no se encontraron diferencias significativas en ninguna 

comparación entre los grupos CT y EN. En el segundo experimento, las animales fueron 

inyectados con NaB o Veh a los 45 minutos post sesión de re"exposición. Al igual que en 

el experimento anterior, no se encontraron diferencias en la respuesta de escape entre 

los grupos (Figura III.3b). En un tercer experimento, los animales fueron inyectados 1 

hora después de la sesión de re"exposición, otra vez realizada 24 horas después de la 

sesión de entrenamiento débil. Como se muestra en la Figura III.3c, nuevamente, no se 

encontraron diferencias significativas entre los grupos en la sesión de evaluación. 
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Estos experimentos sugieren que no es posible facilitar la memoria débil 

mediante la inyección de inhibidores de KDACs durante la reconsolidación. En el diseño 

de este experimento se evitó la inyección a tiempos inferiores a 20 minutos antes de la 

re"exposición ó a 45 minutos después de la misma, debido a la existencia de efectos 

deletéreos sobre la memoria por la manipulación de los cangrejos en tiempos muy 

cercanos a la fase de labilización de la MCS (Pedreira y Maldonado 2003, Merlo et al. 

2005). 

 

  

Figura III.3: Efecto de la inyección de inhibidor de KDACS butirato de sodio durante la reconsolidación de 

la memoria. Nivel de respuesta medio en la sesión de evaluación ante la presentación del EVP. a) 

Animales inyectados 20 minutos antes de la re"exposición al contexto. b) Animales inyectados 45 minutos 

post re"exposición al contexto. C) Animales inyectados a 1 h luego de la re"exposición al contexto. Nivel de 

respuesta media + / " error estándar. ANOVA NS.  
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 Experimentos realizados en este mismo modelo de memoria han demostrado que 

una memoria débil puede ser facilitada por medio de someter a los animales a períodos 

de restricción de agua, durante las fases de consolidación y reconsolidación. En la 

consolidación, la restricción de agua por un período de 2 horas facilita la memoria e 

induce la activación del factor de transcripción NF"κB (Frenkel et al.2002), mecanismo 

implicado en la consolidación y reconsolidación de la memoria en vertebrados e 

invertebrados (Merlo et al.2005, Freudenthal et al.2007).  Esta activación es 

dependiente de  receptores de ANGII (Frenkel et al.2002). En el caso de la 

reconsolidación, la facilitación inducida por el estrés hídrico requiere de síntesis de 

proteínas y es mediada por la liberación de ANGII promovida por la privación de agua y 

bloqueada por antagonista de receptores de ANGII (Frenkel et al.2005). Entonces, se 

realizó la siguiente serie de experimentos con el objetivo de evaluar si esta facilitación 

involucra la acetilación de histonas como parte de los mecanismos moleculares 

implicados. El primer experimento consistió de 3 grupos de animales. En el primer día 

del experimento, todos los animales recibieron una sesión de entrenamiento débil y 

luego fueron colocados en recipientes individuales hasta el día siguiente. A las 24 horas, 

los animales recibieron una sesión de re"exposición al contexto por 5 minutos. 

Inmediatamente luego de la re"exposición, los animales se dividieron en los distintos 

grupos. Veinte animales fueron colocados en sus respectivos recipientes individuales 

con agua y a los 70 minutos post re"exposición recibieron una inyección de solución 

salina (NoSeq+Veh). Otros veinte animales recibieron una sesión de restricción de agua 

por 2 horas, dentro de la cual fueron administrados con un antagonista de los receptores 

de ANGII, saralasina (Seq+Sar), a los 70 minutos post re"exposición. Veinte animales 

del grupo restante recibieron una sesión de restricción de agua por 2 horas, dentro de la 

cual fueron administrados con vehículo (Seq+Veh), a los 70 minutos post re"exposición. 

A las 2 horas post re"exposición los animales fueron sacrificados para la obtención de 

extractos de histonas de cerebro, y los niveles de histona H3 acetilada fueron evaluados 

de igual modo que en el capítulo II. Cada experimento constó de 60 animales. Se 



Capitulo III 

88 

 

realizaron 4 repeticiones independientes de este experimento. Como se observa en la 

figura III.4, no se encontraron diferencias significativas en las comparaciones realizadas 

entre los tres grupos (ANOVA General, NS). Por lo tanto, la facilitación de la memoria 

por el efecto de la restricción de agua durante la reconsolidación no implica cambios en 

la acetilación de histona H3. 
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Figura III.4: Estudio de los niveles de acetilación de histonas durante la reconsolidación de una 

memoria débil facilitada por privación de agua (sequedad). El valor mostrado para cada grupo es la media 

± error estándar de los valores específicos de las bandas de histona H3 acetilada, normalizadas a H3 total 

y al valor medio del grupo NoSeq+Veh. Resultados obtenidos de cuatro experimentos independientes. 

ANOVA NS. b) Western blot representativo, realizado con anticuerpos acetil"H3 específico (arriba) y anti"

H3 total (abajo).  

 

 

Al mismo tiempo, se llevó a cabo un experimento con el objetivo de controlar que 

la memoria débil de 5 ensayos esté siendo facilitada por la privación de agua durante la 

reconsolidación. Para ello, cada experimento contó con 2 grupos, cada uno de 40 

animales, de los cuales un grupo recibió una sesión de entrenamiento débil de 5 ensayos 

(con un IEE de 171 segundos) (ENdébil+Seq) y el grupo restante permaneció en los 

actómetros sin recibir estimulación (CT+Seq). A las 24 horas estos animales fueron re"

expuesto al contexto por 5 minutos e inmediatamente luego de esta sesión fueron 

colocados en los recipientes individuales. Todos los animales fueron sometidos a 

restricción de agua por 2 horas post re"exposición, después de la cual se procedió al 

llenado con agua de los contenedores individuales en los cuales permanecían. A las 24 

horas  posteriores a la re"exposición, la retención de la MCS fue evaluada. Como se 

observa en la figura III.5, existen diferencias significativas entre los grupos ENdébil+Seq 

y CT+Seq (Prueba T p < 0,05). Este experimento confirma resultados similares 

obtenidos previamente utilizando 6 ensayos durante la sesión de entrenamiento 

(Frenkel et al.2005), demostrando que es posible facilitar una memoria débil 24 horas 

después del mismo, durante la fase de reconsolidación. 
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Figura III.5: Efecto de la privación de agua durante la reconsolidación de una memoria débil. Nivel de 

respuesta medio en la sesión de evaluación ante la presentación del EVP. Media +/" error estándar. 

Prueba T,* p<0.05. 
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En esta segunda parte de la tesis, se presentan resultados que apoyan la hipótesis 

propuesta de que el proceso de acetilación de histonas de la clase H3 está implicado en 

la reconsolidación de la memoria.  

En primer lugar, se encontró un aumento en los niveles de histona H3 acetilada 1 

hora después de la reactivación de una memoria fuerte (Figura III.1), tal como se 

observa en la fase de consolidación (Figura II.3.5). Junto con las evidencias previas 



Capitulo III 

91 

 

obtenidas en el modelo de condicionamiento de miedo al contexto en ratas (Lubin et 

al.2007), los resultados presentados en la presente tesis constituyen los primeros datos 

experimentales que sugieren que mecanismos epigenéticos estarían implicados en la 

reconsolidación de la memoria. Este hecho cobra gran relevancia al considerar que los 

mecanismos moleculares que diferencian y/o comparten la consolidación y la 

reconsolidación son materia de intenso debate (Dudai 2006). Estos hallazgos sugieren 

que la acetilación de la cromatina es necesaria durante reconsolidación, de igual manera 

que la consolidación, de memorias fuertes.  

Además, se ha mostrado que si una memoria débil es facilitada durante la 

consolidación por inyección de inhibidores de KDACs, la reactivación de esta memoria 

induce un aumento a 1 hora post re"exposición del nivel de histona H3 acetilada (Figura 

III.2), tal como se observó durante la consolidación de este tipo de memoria (Figura 

II.3.6). Estos resultados demuestran que si la acetilación de histonas está presente 

durante la consolidación de una memoria proveniente de un protocolo de entrenamiento 

débil, que no promueve por si sólo este proceso (Figura II.3.6, grupo ENdébil+Veh), la 

memoria que es generada involucra acetilación de histonas nuevamente durante el 

proceso de reconsolidación. Más aún, la cinética de este mecanismo molecular es similar 

tanto para memorias débiles mejoradas por inyección de inhibidor de KDACs en 

consolidación, como para memorias fuertes (III.2, grupos 5E+NaB y 30E). 

Por otro lado, no se ha encontrado ningún efecto facilitador de la memoria 

mediado por la administración de NaB, al ser inyectado antes o después de la re"

exposición al contexto de entrenamiento (Figura III.3). Entonces, surgen dos 

posibilidades: 1) Es posible que el entrenamiento de 5 ensayos forme una memoria débil 

que no puede ser reconsolidada y, por lo tanto, no puede ser facilitada por la inhibición 

de KDAC luego de una sesión de re"exposición. Sin embargo, resultados de la figura 

III.3.5 y antecedentes de trabajos realizados en este mismo modelo (Frenkel et al.2005a 

y b) han mostrado que la memoria débil puede ser facilitada mediante privación de agua 

aplicada durante esta fase. Estos mismos estudios también mostraron que esta fase de 

labilización, facilitada de esta manera, es sensible a inhibidores de síntesis de ARNm y 

de proteínas. Por lo tanto, esta posibilidad es descartada. 2) La memoria débil inducida 

por un protocolo de 5 ensayos puede reconsolidar, pero no puede ser facilitada en esta 
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fase por medio de la administración de inhibidores de KDACs, en contraposición a la 

facilitación encontrada durante la fase de consolidación (Capítulo II). Este hallazgo es 

importante en relación al debate establecido sobre los mecanismos compartidos entre la 

consolidación y la reconsolidación de la memoria. En este modelo, nuestros resultados 

muestran que según los parámetros del entrenamiento la memoria puede involucrar o 

no la acetilación de histonas durante la fase de reconsolidación.    

Los resultados del experimento ilustrado en la figura III.4 muestran que la 

facilitación inducida al someter a los animales a un período de restricción de agua de 2 

horas post re"exposición no implica un cambio en los niveles de histona H3 acetilada. 

Entonces, la reconsolidación de una memoria débil, facilitada mediante privación de 

agua aplicada durante esta fase, no implicaría los mismos procesos que la 

reconsolidación de una memoria fuerte, al menos en cuanto a la participación de la 

acetilación de histona H3. 

A partir de estos resultados, y en conjunto con aquellos del Capítulo II, 

postulamos la existencia de tres categorías de memoria: 1) una memoria débil o latente, 

es decir, que no se expresa a largo término pero es potencialmente re"activable y capaz 

de ser evidenciada en el comportamiento del animal; 2) una memoria estándar o 

intermedia, que es evocable y se expresa a largo término; 3) una memoria fuerte, que es 

evocable, se expresa a largo término e involucra como mecanismo de regulación de la 

expresión génica acetilación de histonas durante las fases de consolidación y 

reconsolidación. Por un lado, se ha demostrado que la memoria débil puede ser 

facilitada durante su consolidación a una memoria de mayor categoría o más fuerte, 

mediante la acción de neuromoduladores como ANGII o de activadores de proteínas 

quinasas (Romano et al.1996a y b, Delorenzi et al.2000, Locatelli et al.2002). Los 

presentes resultados muestran que la memoria débil también puede ser transformada a 

una memoria fuerte, mediante el incremento en el nivel de acetilación de histonas 

durante la consolidación (Capítulo II y Capítulo III). Por otro lado, una memoria débil 

puede ser facilitada durante su reconsolidación mediante la acción de los 

neuromoduladores ya mencionados, pero sólo a una memoria intermedia (Figura III.4). 

El aumento de acetilación durante esta fase no la facilita (Figura III.3). Por lo tanto, la 

hipótesis que proponemos postula que el marcado del genoma, mediante acetilación de 
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histonas, es un proceso necesario para la activación transcripcional durante la 

reconsolidación de memorias fuertes (el concepto de fuerza de la memoria será 

debatido, en un marco teórico más amplio, en la discusión final). 
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V.1 Introducción 

 

IV.1.1 Tipos de memoria en vertebrados  

 

En 1949, el filósofo Gilbert Ryle propuso la existencia de dos tipos de 

conocimientos: el conocimiento ��l qué y el conocimiento del cómo. Años más 

tarde, en estudios realizados en seres humanos con lesiones cerebrales que 

inducían a estos pacientes a amnesias severas, se descubrió que las consecuencias 

mnésicas de los daños en diferentes regiones del cerebro no eran generalizadas, es 

decir, los pacientes perdían la capacidad de recordar determinados aspectos de su 

vida mientras que otros recuerdos eran retenidos normalmente. En base a estos 

estudios se definieron dos clases de memoria, las cuales reflejaron los dos tipos de 

conocimientos a los que hacía alusión Gilbert: la memoria declarativa, del qué,  y 

la memoria no declarativa, del cómo (Milner 1972), también denominadas 

memoria explícita o implícita, respectivamente. La memoria declarativa o explícita 

se relaciona con la capacidad de recordar de un modo consciente hechos o eventos 

del pasado (Milner et al.1998). Este tipo de memoria ha sido implicada en el 

almacenamiento de la representación del mundo externo, en la forma de hechos de 

conocimiento general, en cuyo caso se denomina memoria declarativa fáctica o 

semántica, o de episodios personales, memoria que se denomina declarativa 

autobiógrafica. Por ejemplo, recordar que el 28 de diciembre es el día de los santos 

inocentes (memoria semántica) o la última broma inofensiva que le hicimos a 

alguien (memoria episódica o autobiográfica). En cambio, la memoria no 

declarativa subyace a cambios en el desempeño o la destreza (en inglés, 

performance) y la habilidad de responder apropiadamente a distintos estímulos, 

como resultado de un condicionamiento o aprendizaje de hábitos, pero sin que 

deba ocurrir el acceso consciente de un episodio previo (Squire et al.1993, Schacter 
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y Tulving 1994). Por ejemplo, la habilidad que adquirimos para andar en bicicleta, 

manejar un auto o regañar a conductores vecinos inmediatamente luego de que 

realizan alguna maniobra inadecuada.  

 


V.1.2 Sistemas de memoria y consolidación sistémica 

 

Muchas formas de memoria no declarativa, tales como la habituación, la 

sensibilización y el condicionamiento clásico, son filogenéticamente ancestrales y 

han sido ilustradas en muchos modelos animales, tanto de invertebrados como de 

vertebrados. Un ejemplo es el modelo de memoria no declarativa utilizado en esta 

tesis, el paradigma de memoria contexto señal en Chasmagnathus. En cambio, los 

modelos de memoria declarativa se han desarrollado en animales que poseen una 

región del cerebro denominada lóbulo temporal (LT) medial en humanos y 

primates no humanos, o una estructura homóloga en roedores (figura VI.1.1). En 

general, los principios de organización de las estructuras del LT medial son 

similares entre especies (Burwell et al.1996). Por lo tanto, los descubrimientos 

sobre las funciones de dichas estructuras que provienen de un modelo en particular 

tienen relevancia en las otras especies. En humanos, el paciente H.M. fue el caso 

modelo mejor conocido (Corkin 2002). Ocurrió a mediados del siglo pasado, que 

H.M. fue sometido a una operación cerebral con el fin de aliviarlo de sus 

recurrentes ataques epilépticos. En dicha operación, a H.M. se le removió gran 

parte de su LT medial, de ambos hemisferios del cerebro (Scoville 1954). Esta 

cirugía fue exitosa, en cuanto a que redujo la frecuencia de las manifestaciones 

epilépticas y sus habilidades perceptuales y cognitivas permanecieron intactas, 

tales como la capacidad para formar memorias de corto término, como la memoria 

de trabajo (descripta en capítulo II), y el desempeño en aprendizajes perceptuales y 

motores. Sin embargo, H.M perdió dos capacidades mnésicas importantes: la 

habilidad de formar nuevas memorias declarativas y la habilidad para recordar 

memorias declarativas adquiridas previamente a su operación quirúrgica. El  
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impedimento de dichas capacidades se conocen como amnesia anterógrada y 

retrógrada, respectivamente.  

 

 

 Figura IV.1.1: Comparación neuroBanatómica de algunas regiones del cerebro entre 

humano (izquierda) y ratón (derecha), desde una vista superficial lateral (arriba) y desde 

una vista interna, en un corte coronal realizado aproximadamente en el medio del cerebro 

moviéndose en el eje anteroBposterior del animal (abajo). (Gráfico extraído desde Cryan y 

Holmes 2005).  

En relación a la amnesia anterógrada, el aspecto más llamativo del caso H.M 

fue que el paciente no podía formar nuevas memorias declarativas, es decir, era 

incapaz de formar recuerdos de eventos recientes (memoria episódica o 

autobiográfica), posteriores a la operación, o adquirir nueva información de 

conocimiento general o de hechos (memoria semántica), empero, otras habilidades 

mnésicas permanecían intactas, tal como la capacidad de establecer nuevas 

memorias no declarativas (Gabrieli et al.1993). Estudios posteriores en otros 

pacientes con daño o remoción de la región medial del LT confirmaron los efectos 

específicos sobre la amnesia anterógrada, afectando a memorias declarativas pero 

no a memorias no declarativas (Corkin 2002, Squire et al. 2004). Estas 
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observaciones llevaron a postular que la memoria no es un fenómeno que ocurre en 

un único lugar del sistema nervioso sino que existe más de un sistema de memoria. 

A partir de estos estudios neuropsicológicos, que asociaron déficits de memoria 

específicos con daños cerebrales en sitios delimitados, surge el concepto actual de 

sistemas de memoria, los cuales se definen como los distintos sustratos 

neuroanatómicos en el sistema nervioso central, y sus interrelaciones, que 

subyacen a diferentes clases de memorias (Gaffan 1974, Hirsh 1974, Nadel y 

O´Keefe 1974, Squire 1992, Frankland y Bontempi 2005). 

Por otro lado, la amnesia retrógrada de H.M. también presentó una 

característica notable: la pérdida de las memorias preBexistentes no era completa, 

sino que era más pronunciada para memorias más recientes que para memorias 

remotas. Esta condición asociada con la pérdida de la memoria se denomina 

amnesia temporalmente graduada y fue caracterizada en muchos pacientes con 

lesiones similares a H.M. (Squire y Alvarez 1995, Nadel y Moscovitch 1997, Squire 

et al.2004). Este fenómeno se observó también en modelos animales de memoria 

declarativa utilizando aproximaciones farmacológicas (Quillfeldt et al.1996, 

Izquierdo et al.1997, Riedel et al.1999, Maviel et al.2004) o genéticas (Shimizu et 

al.2000, Wang et al.2003) con el fin de inducir lesiones tanto en el LT medial 

completo, como en áreas específicas del mismo, tales como hipocampo 

(Anagnostaras et al.1999, Clark et al.2002) y cortezas entorrinal (Cho et al.1993, 

Cho et al.1996) y perirrinal (Glenn et al.2003,Thornton et al.1997). El 

descubrimiento de la amnesia retrógrada temporalmente graduada debido a  una 

lesión en la región del LT medial sugirió que esta región del cerebro podría tener 

un rol en el almacenamiento y/o la evocación de la memoria declarativa, pero que 

tal función era llevada a cabo en un tiempo acotado. Por lo tanto, la memoria debía 

luego almacenarse de manera permanente en otras regiones cerebrales fuera del 

LT. Esta idea fundó la teoría de la consolidación sistémica. En el campo de la 

neurobiología, se distingue entre dos tipos de consolidación de la memoria: la 

consolidación sináptica y la consolidación de sistemas (Farkland y Bontempi 

2005). La consolidación sináptica se ha caracterizado por ser rápida e incluir 
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procesos neuronales tales como cambios morfológicos en las conexiones entre 

neuronas, en sinapsis preexistentes o sinaptogénesis, necesarios para la 

estabilización inicial de los circuitos que subyacen a la formación de la memoria. 

Estos cambios sinápticos se llevan a cabo en las primeras horas luego de la 

adquisición y dependen de procesos moleculares inducidos por el aprendizaje que 

son, en muchos casos, evolutivamente conservados en vertebrados e invertebrados 

(Squire y Kandel 1999). Por el contrario, la consolidación sistémica tiene la 

propiedad de ser más lenta, llevándose a cabo en tiempos prolongados luego del 

momento del aprendizaje. Este tipo de consolidación implica un proceso gradual de 

reorganización de distintas regiones del cerebro que subyacen al proceso global de 

formación de la memoria, pudiendo incluir núcleos cerebrales que no participaban 

de la fase de adquisición. Este tipo de consolidación ha sido observada en distintos 

modelos de memoria en vertebrados, tales como durante la formación de memoria 

declarativa y no declarativa en humanos (Scoville y Miller 1957, Schadmehr y 

Holcomb 1997) y en roedores (Kim y Fanselow 1992, Clark et al.2002), así como 

también en algunos modelos de invertebrados (McBride et al.1999, Menzel 2001). 

 


V.1.3 Descripción neuroanatómica del lóbulo temporal medial y sus 

relaciones con la corteza 

 

Como ya se mencionó, la memoria explícita o declarativa depende de la 

integridad del LT medial del cerebro (Corkin et al.1997). Además, el modelo de 

consolidación de sistemas durante la formación de la memoria declarativa propone 

que la formación de esta memoria depende inicialmente de hipocampo y luego se 

vuelve independiente de éste y dependiente de la corteza cerebral (Scoville y Milner 

1957, Squire y Alvarez 1995). Por lo tanto, es pertinente describir con algún detalle 

las estructuras de esta región del LT medial y sus relaciones anatómicas y 

funcionales conocidas con la corteza cerebral. La descripción se expondrá para el 

sistema nervioso de primates ya que, a pesar de la considerable diversidad en otras 
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áreas corticales, la anatomía, la conectividad y el rol funcional del hipocampo y las 

áreas corticales vecinas son ampliamente conservadas entre las especies de 

mamíferos (Manns y Eichenbaum 2006). 

El sistema nervioso central de un primate adulto puede dividirse según un 

criterio embriológico en siete regiones anatómicas, cada una de las cuales se 

desarrollan desde una porción diferente del tubo neural (Kandel, Schwartz y Jesell  

1995). Estas siete regiones son: la médula espinal, el bulbo raquídeo, el puente 

troncoBencefálico (en latín, pons), el cerebro medio, el diencéfalo, el cerebelo, y los 

hemisferios cerebrales (Figura IV.1.2). Los hemisferios cerebrales forman la región 

más grande del cerebro y consisten en la corteza cerebral, la cual es la porción 

superficial de los mismos, los ganglios de la base, la amígdala y la formación 

hipocampal. Estos últimos tres núcleos conforman la porción más profunda de los 

hemisferios y están funcionalmente relacionados con la corteza. Los hemisferios 

cerebrales se encuentran divididos por una fisura que corre en el eje anteriorB

posterior del cerebro, dividiendo los hemisferios derecho e izquierdo que, en la 

mayoría de sus partes, consisten en imágenes especulares entre sí.  
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Figura IV.1.2: Dibujo de la vista lateral y superficial del cerebro humano. Se evidencia la 

existencia de surcos y giros. Se muestran las estructuras cerebrales visibles desde esta 

perspectiva. (Gráfico extraído desde Purves et al.2001). 

La corteza cerebral de un primate es la estructura superficial de los 

hemisferios cerebrales. De su plegamiento surgen regiones elevadas llamadas giros 

(en latín, gyrus) y surcos que los separan (en latín, sulci) (Figura IV.1.2). Los 

surcos más pequeños varían entre individuos, mientras que aquellos más 

prominentes son consistentes en su posición entre individuos y, por lo tanto, 

pueden ser utilizados como líneas de referencia. Dos surcos principales, el surco 

lateral y el surco central, dividen a la corteza cerebral en 4 lóbulos: frontal, parietal, 

temporal y occipital (Figura IV.1.3). Existen otras subdivisiones de la corteza 

cerebral más internas, que no son visibles desde la superficie del cerebro, tal como 



Capítulo IV 

102 

 

la corteza insular (Figura IV.1.4). La corteza insular (CI) ocupa la pared medial del 

surco lateral, línea de referencia que divide el lóbulo temporal del frontal y se 

extiende a lo largo del surco rinal, otra línea de referencia encontrada dentro del 

lóbulo temporal. Esta región del cerebro constituye la corteza gustativa primaria 

(Dudai 2002b) y ha sido postulada como un núcleo clave en la conducta de 

detección de novedad al gusto y en la codificación de memorias gustativas (Kiefer y 

Braun 1977, Rosenblum et al.1993 y 1997, Schafe y Bernstein 1998). Se han 

identificado mecanismos moleculares en la CI que son promovidos específicamente 

por exposición a un gusto novedoso, tales como la estimulación de receptores de 

glutamato del tipo NMDA y de receptores muscarínicos de acetilcolina, que 

promueven la activación de la vía de señalización de las MAPKs y la consecuente 

inducción de la expresión génica dependiente de ElkB1  (Rosenblum et al.1997, 

Berman et al.1998, Berman et al.2000). Se ha propuesto que estos mecanismos 

podrían estar codificando el evento, la saliencia del estímulo e iniciando el 

almacenamiento de la memoria gustativa de largo término en la CI (Berman et 

al.2000). Por otro lado, algunos estudios en humanos demostraron la participación 

de la CI en el reconocimiento de caras, el reconocimiento de un estímulo a través de 

la modalidad táctil, y en la formación de memoria de trabajo (Paller et al.2003, 

Reed y Means 2004). Los resultados en modelos animales fueron similares, 

reportando que la CI está implicada en la consolidación de la memoria de 

reconocimiento de objetos y en la adquisición y consolidación de la memoria 

contextual (BermudezBRattoni et al.2005, Miranda y BermudezBRattoni 2007). A 

partir de estos resultados, se postuló que la CI juega un rol importante en la 

memoria declarativa. 
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Figura IV.1.3: Dibujo de la vista lateral y superficial de la corteza cerebral. Se distinguen 4 

de sus principales regiones: lóbulos frontal, parietal, temporal y occipital. (Gráfico extraído 

desde Purves et al.2001). 
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Figura IV.1.4: Dibujo de la vista lateral del cerebro, evidenciando la localización de la 

corteza insular al separar el lóbulo frontal del lóbulo temporal a través del surco lateral. 

(Gráfico extraído desde Purves et al.2001). 

 

Muchas áreas de la corteza cerebral se dedican principalmente al 

procesamiento de la información sensorial de alguna modalidad o de comandos 

motores. Estas áreas son conocidas como cortezas sensorial o motora, y primaria, 

secundaria o terciaria, dependiendo del nivel de procesamiento de la información 

que lleven a cabo (Kandel, Schwartz y Jesell 1995). Circundantes a estas áreas, 

existen tres regiones de la corteza cerebral denominadas áreas de asociación. En 

primates, estas regiones ocupan una porción muy grande de la corteza cerebral. Se 

postula que su función preponderante es integrar información diversa proveniente 

de las áreas sensoriales y motoras llevando a cabo alguna función cognitiva: el área 

de asociación pre�frontal participa en la planificación y ejecución de tareas 

motoras complejas, el área de asociación parietal�temporal�occipital en la 
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integración de las funciones sensoriales y en el lenguaje, y el área de asociación 

límbica en la memoria y en los aspectos emocionales y motivacionales de la 

conducta. Este área de asociación límbica se localiza en la superficie medial y 

ventral de lóbulo frontal, medial del lóbulo parietal y anterior del lóbulo temporal. 

En ésta última subregión del área límbica se encuentra la corteza paraBhipocampal, 

la cual recibe proyecciones desde áreas sensoriales y envía proyecciones a otras 

regiones corticales, tal como la corteza prefrontal. Esta última, a su vez, se 

encuentra directamente relacionada con el lóbulo límbico, es decir, la amígdala y el 

hipocampo. 

El hipocampo es una estructura interna de los hemisferios cerebrales. Está 

integrado por (desde su interior hacia la porción más externa): el giro dentado, las 

áreas CA1 y CA3 y el complejo subicular o subiculum. Junto con las regiones 

corticales adyacentes, denominadas cortezas entorrinal, perirrinal y postrinal o 

parahipocampal (Dudai 2002b, Squire y Kandel 1999), conforman el denominado 

LT medial (Figura IV.1.5). 
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Figura IV.1.5: Vista lateral interna del cerebro, exhibiendo las estructuras que conforman 

el lóbulo temporal medial. (Gráfico extraído desde Purves et al.2001). 

 

El hipocampo se interconecta directa e indirectamente con múltiples áreas 

corticales y subcorticales. La conectividad de la corteza circundante al hipocampo 

con otras áreas fuera del LT medial se ha descripto en primates y en roedores 

(Suzuki and Amaral 1994, Burwell y Amaral 1998). Debido a su alta conectividad 

con numerosas áreas del cerebro, se ha sugerido que el hipocampo funciona como 



Capítulo IV 

107 

 

un área de operaciones globales durante el proceso de memoria (Dudai 2002b). De 

manera tal que, allí se generarían y procesarían representaciones internas que 

serían almacenadas parcial o totalmente y temporaria o permanentemente. A su 

vez, esta estructura ha sido ampliamente implicada en funciones específicas, tal 

como el almacenamiento de la información contextual durante la formación de la 

memoria (O’Keefe and Nadel, 1978, Pennick y Solomon 1991, Holland y Bouton 

1999, Chun y Phelps 1999, Phillips y LeDoux 1992). Esta función también se 

condice con su anatomía, ya que el contexto es referido a la combinación de 

características provenientes de distintas modalidades sensoriales (Dudai 2002b), y 

tal información podría arribar al hipocampo desde las conexiones con las regiones 

de la corteza que procesan información sensorial. Un concepto importante a tener 

en cuenta cuando mencionamos la detección de un lugar determinado o contexto, 

es que tal función implica una representación configuracional o gestáltica que va 

más allá de los estímulos individuales (Fanselow 2009). 

  


V.1.4 Memoria de reconocimiento y su sustrato neuroanatómico  

 

Un ejemplo de memoria declarativa ampliamente investigado es la memoria 

de reconocimiento, es decir, la habilidad para juzgar si un ítem recientemente 

encontrado, sea un objeto o un episodio, ya había sido previamente experimentado 

(Squire et al.2007). Se ha definido que la memoria de reconocimiento consiste de, 

al menos, dos componentes o subprocesos: recolección (en inglés, recollection) y 

familiaridad. El componente de recolección implica recordar detalles contextuales 

espacioBtemporales específicos de la experiencia previa, en la cual se tuvo el primer 

encuentro con el ítem en cuestión. El componente de familiaridad se refiere a la 

capacidad de reconocer que un estímulo fue previamente presentado sin tener 

ninguna información adicional del episodio de aprendizaje. Estos dos componentes 

establecen dos rutas distintas para llegar al reconocimiento de un ítem. Por 

ejemplo, imaginemos que encontramos a una persona en la góndola del 
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supermercado. Esta persona se da vuelta y nosotros “le vemos cara conocida” pero 

no podemos advertir quién es. Estamos haciendo uso del componente de 

familiaridad de nuestra memoria de reconocimiento. Sin embargo, si al mismo 

tiempo que pensamos “yo a esta persona la conozco” nos damos cuenta de que es el 

vecino del 2 “A”, Felipe, a quien conocimos en una reunión de consorcio, un día 

lluvioso de verano, estaremos haciendo uso del componente de recolección.  

Como ya se mencionó en el capítulo I, durante la formación de la memoria la 

información adquirida es codificada y almacenada mediante un representación 

interna en los circuitos neuronales, permaneciendo consolidada y potencialmente 

evocable para ser utilizada por el individuo. Entonces, como todo sistema de 

memoria, el sistema neuronal que subyace a la memoria de reconocimiento debe 

contener circuitos que almacenen la información y que sean capaces de evocarla 

(Dudai 2002b). Ha sido propuesta la hipótesis de que los dos subprocesos 

involucrados en la memoria de reconocimiento se valen de diferentes sustratos 

neuroanatómicos: el aspecto de recolección dependería de hipocampo y el aspecto 

de familiaridad dependería de la corteza perirrinal (Brown y Aggleton 2001). 

Mientras muchos trabajos apoyaron esta idea (Rugg y Yonelinas 2003, Aggleton y 

Brown 2006, Eichenbaum et al. 2007), otros estudios promovieron nuevas 

formulaciones sobre la naturaleza de la memoria de reconocimiento y su base 

neuroanatómicoBfuncional (Squire et al.2004, Wixted 2007), siendo hoy ambos 

tópicos materia de debate. 

Por otro lado, contrariamente a otras clases de memoria, la memoria de 

reconocimiento debe contener un sistema que le permita comparar el ítem 

recientemente encontrado con una representación interna almacenada y, en 

consecuencia, detectar familiaridad o novedad (Dudai 2002b). Se ha sugerido la 

existencia de un circuito de retroalimentación entre el tallo cerebral y la región 

talamoBcortical como elemento comparador, que lleva a cabo esta función (Berman 

et al.2000). 
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Con respecto a la terminología a utilizar en este campo de estudio de la 

memoria, cabe aclarar aquí las diferencias entre el término recuperación (en inglés, 

recall, evocación (en inglés, retrieval) y el término reconocimiento (en inglés, 

recognition). Se suele definir como recuperación al proceso mnésico que involucra 

a la activación o reconstrucción de la representación interna de un ítem en ausencia 

del mismo, mientras que reconocimiento involucra un proceso de búsqueda en las 

representaciones internas de un ítem que es actualmente presentado. Ambos 

procesos mnésicos dependen de la evocación (Capítulo I) de detalles adicionales 

del ítem o contextuales (recolección), pero la memoria de reconocimiento también 

obedece al aspecto de familiaridad. Mientras que los sistemas o procesos que 

subyacen a ambos tipos de memoria pueden ser similares, la situación que 

distingue entre ambos conceptos es la evaluación de la retención de la información, 

evocada de manera diferente en cada caso. 

 

  


V.1.5 Paradigma de reconocimiento de objeto novedoso  

 

 El paradigma de reconocimiento de objeto novedoso (NOR, por sus siglas en 

inglés novel object recognition) es un modelo de memoria no declarativa 

ampliamente utilizado. Este paradigma comportamental toma ventaja, 

básicamente, de dos características de los roedores: la tendencia natural de estos 

animales a explorar un objeto novedoso, el cual, se asume, no tiene significancia 

particular para el animal y que nunca ha sido asociado con un refuerzo, y la 

preferencia innata a investigar un objeto novedoso por sobre un objeto familiar. 

Tanto las ratas como los ratones se aproximan ávidamente a los objetos y los 

exploran a través de tocarlos y olerlos, mediante el contacto con sus patas 

delanteras, vibrisas y nariz (Aggleton 1985). Este comportamiento puede ser 

fácilmente cuantificado y utilizado para estudiar la memoria de reconocimiento, 
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tanto en su forma simple como en modelos más complejos que tienen en cuenta 

características espaciales, temporales y episódicas (Dere et al.2007). Ha sido 

demostrado que los roedores son capaces de diferenciar entre un objeto novedoso 

de un objeto familiar (versión simple), detectar un error o discrepancia entre la 

localización de un objeto familiar en el presente y en el pasado (versión espacial) y 

de discriminar diferentes objetos en base a su novedad relativa (versión temporal).  

 Una gran ventaja del uso de éste sobre otros paradigmas de memoria de 

reconocimiento ampliamente utilizados, tales como tareas que implican 

aprendizaje relacional como igualación o distinción retardada entre estímulos (en 

inglés, classical delayed matching o non�matching to sample, respectivamente) 

(Mumby et al. 1996, Duva et al.1997, Prusky et al. 2004) reside en el hecho de no 

requerir de la instrucción ni de la retención de reglas ni de sesiones de 

entrenamiento múltiples, sino que utiliza la medición de una conducta espontánea 

del animal, haciendo que la fase de aprendizaje sea corta y única. Además, el uso de 

este modelo es más apropiado para aproximaciones que utilizan intervenciones 

farmacológicas y/o genéticas, ya que no afecta el nivel de estrés, ansiedad o 

atención (en inglés, arousal) del animal, que confundiría los efectos de una droga o 

de la eliminación (en inglés, knock�out) de un gen. Tal es el caso de tareas basadas 

en refuerzos negativos de la conducta o en establecer asociaciones con un estímulo 

incondicionado negativo, siendo ejemplos los paradigmas de evitación activa o 

pasiva a un choque eléctrico o de condicionamiento al miedo contextual o de clave 

(Pinel y Treit 1978, DeBoer y Koolhaas 2oo3, LeDoux 1996, Rogan y leDoux 1996). 

Más aún, ya que se trata de un paradigma no aversivo, se lo puede utilizar para 

evaluar los efectos de la liberación de hormonas relacionadas con el estrés en la 

formación de la memoria (Maroun y Akirav 2008). Además, si una manipulación 

experimental produce algún efecto en la regulación del peso corporal, la apetencia 

o valencia epicúrea, el apetito, o el proceso de recompensa y refuerzo, causaría que 

aquellos paradigmas utilizando al alimento como refuerzo no sean convenientes 

para observar cambios debido a las intervenciones, relacionados con el aprendizaje 

y la memoria. De igual manera, si las aproximaciones experimentales pueden 
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producir efectos en la percepción del dolor, susceptibilidad al estrés, ansiedad, o en 

la termorregulación, dificultan el uso de tareas motivadas por choque eléctrico o de 

navegación en el laberinto de agua o water maze (Morris 1981). En comparación 

con otros modelos de memoria, en el NOR los efectos inespecíficos de los diferentes 

tratamientos pueden ser fácilmente detectados por un análisis detallado de la 

conducta del animal durante la sesión de entrenamiento, en relación a la frecuencia 

de contactos con los objetos, el tiempo que transcurre explorando los objetos, 

número de “paradas en dos patas” (en inglés, rearings), posturas anormales, 

defecación, etc. 

 En su versión más simple, la tarea desarrollada en el paradigma de NOR 

para el modelo de ratón consiste en una sesión de entrenamiento, de 2 a 15 minutos 

de duración, durante la cual el animal explora dos objetos iguales en un contexto 

familiar, y una sesión de evaluación de 5 minutos de duración, en la cual el animal 

es colocado en el mismo contexto y enfrentado a dos objetos distintos entre sí, uno 

familiar (ya explorado durante la sesión de entrenamiento) y uno novedoso (Figura 

IV.2.1). De esta manera, durante la sesión de evaluación los animales recorren más 

tiempo explorando el objeto novedoso, sugiriendo que el objeto familiar fue 

reconocido (Dix y Aggleton 1999) (Figura IV.2.2). La respuesta del animal en la 

sesión de evaluación dependerá de la duración de la sesión de entrenamiento y del 

intervalo entre sesiones (de minutos a horas para evaluar MCT, mayor a 24 horas 

para evaluar MLT). 

 Se ha postulado que el paradigma de NOR es un tipo de tarea que depende 

substancialmente del componente de familiaridad de la memoria de 

reconocimiento, mediante el cual el objeto es reconocido independientemente del 

contexto. Por lo tanto, muchos trabajos inicialmente mostraron evidencias en favor 

de la hipótesis indicando que el hipocampo no participaría en este tipo de tarea, 

mientras que sí lo harían otras áreas del lóbulo temporal, tal como la corteza 

insular (Brown y Xiang 1998, Eldridge et al.2000). Sin embargo, actualmente 

existen controversias al respecto, con algunos estudios manifestándose en favor 

(BermudezBRattoni et al.2005, Balderas et al.2008) y otros en contra, éstos últimos 
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presentando al hipocampo como un área funcional en este paradigma (Kelly et 

al.2003, Rossato et al.2007, Squire et al.2007). 

 


V.1.6 Diferencias en el aprendizaje y tipos de memoria 

 

En este modelo de memoria en un vertebrado, Mus musculus, al igual que en 

el modelo de MCS en el invertebrado Chasmagnathus, se pueden disociar entre 

memorias de corto y largo término en base a sus requerimientos de inducción 

durante el período de aprendizaje, presentado en la sesión de entrenamiento, y 

según su duración, manifestada por la extensión del intervalo entre las sesiones de 

entrenamiento y evaluación. Un protocolo de entrenamiento de 10 minutos 

(estándar) induce una MCT (90 minutos post entrenamiento) y una MLT (24 horas 

post entrenamiento), que no puede ser mejorada por la administración de 

inhibidores de KDACs (Stefanko et al.2009). Por otro lado, una sesión de 

entrenamiento de 3 minutos (débil) no induce una MCT (al menos, evaluada a 60 y 

90 minutos post entrenamiento) ni MLT (24 horas). Sin embargo, se ha 

demostrado que este protocolo de entrenamiento débil sí puede ser facilitado para 

la inducción de una MLT, pero no de una MCT, por administración de inhibidores 

de fosfodiesterasas (Bourtchoulaudze et al.2003) o de KDACs inmediatamente post 

entrenamiento (Stefanko et al.2009), ambos suministrados vía intraBperitoneal. 

Además, un protocolo de entrenamiento de 15 minutos (fuerte) induce tanto MCT 

como MLT. Esta MLT requiere de la activación del factor de transcripción CREB 

(por sus siglas en inglés, cAMP response binding element) (Pittenger et al.2002). 

Con respecto a los mecanismos epigenéticos implicados en la memoria inducida 

por este protocolo de entrenamiento sólo se han realizado estudios del rol de la 

actividad acetiladora de lisinas (KAT) de CBP (por sus siglas en inglés, CREB 

binding protein) demostrando que mutaciones que afectan la actividad acetilante 

de esta proteína perturban la formación de la MLT inducida por 15 minutos de 

entrenamiento (Bourtchoulaudze et al.2003, Alarcon et al.2004). En un estudio 



Capítulo IV 

113 

 

realizado en ratones mutantes se observó que la MLT inducida por un protocolo 

fuerte es afectada por una mutación en CBP que no permite a esta proteína ser 

reclutada por factores de transcripción como CREB y cBMyb, pero que mantiene su 

actividad de KAT intacta (Wood et al.2006a). Otra proteína con funciones similares 

a CBP, p300, ha sido involucrada también en la memoria de reconocimiento de 

largo término inducida por un entrenamiento de 15 minutos (Oliveira et al.2007). 

 


V.1.7 Mecanismos moleculares involucrados en la consolidación de la 

memoria de reconocimiento 

  

Como ya se mencionó en la sección IV.1.5, existen controversias acerca de 

cuáles son las estructuras cerebrales que subyacen a la memoria de reconocimiento 

y cuál es su función en las distintas fases o subprocesos de la misma. De manera 

que la pregunta sobre cuáles son los mecanismos moleculares empleados por dicho 

sistema neuronal en sus diferentes funciones durante la formación de este modelo 

de memoria declarativa se encuentra abordada conjuntamente con el estudio del 

rol de estas áreas del cerebro.  

 Diferentes aproximaciones experimentales han evidenciado que la 

consolidación de la memoria de reconocimiento requiere de receptores de 

glutamato del tipo NBmetil DBaspartato (NMDABR), tanto en hipocampo (Baker y 

Kim 2002, Kemp y Vaughan 2004) como en corteza perirrinal (Winters y Bussey 

2005), receptores de canabinoides (Maccarrone et al.2002), receptores de 

acetilcolina del tipo muscarínicos en la corteza insular (BermudezBRattoni et 

al.2005), transportador de GABA tipo 1 (Hu et al.2004), cascadas de señalización 

tales como la vía mediada por AMP cíclico en distintas áreas del cerebro (Bozon et 

al.2004) o en regiones más específicas como el hipocampo (Pineda et al.2004) o el 

cerebro anterior (Wang et al.2004) , la vía de las quinasas activadas por mitogenos 

(MAPKs, por sus siglas en inglés, mitogen activated protein kinase ) en hipocampo 
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(Kelly et al.2003), el factor de transcripción CREB en distintas áreas del cerebro 

(Bourtchouladze et al.2003, Pittenger et al.2002), el cofactor con actividad de KAT 

CBP y la quinasa dependiente de Ca2+ y Calmodulina (CaMKII) (Miller et al.2002). 

Además, se ha evidenciado que la consolidación de esta memoria puede ser 

modulada por estrés (Maroun y Akirav 2008). 

  


V.1.8 Mecanismos epigenéticos y la consolidación de la memoria de 

reconocimiento 

  

Hasta la fecha de escritura de esta tesis, pocos estudios han evidenciado la 

participación de mecanismos epigenéticos en la memoria de reconocimiento. Por 

un lado, la actividad de la proteína acetilasa de lisinas (KATs) CBP en la 

consolidación de la memoria de reconocimiento fue estudiada mediante el uso de 

ratones genéticamente modificados en el gen de cbp en el paradigma de NOR. Esta 

proteína lleva un rol doble en la activación de la transcripción: 1) ejerce como 

proteína de andamiaje que interactúa directamente con diversos factores de 

transcripción y varios componentes del complejo multiBproteíco de la polimerasa 

de ARN II (en inglés RNA Pol II) y, de esta manera, promueve la incorporación de 

la maquinaria de transcripción al promotor, 2) actúa como KAT, contribuyendo de 

este modo a la activación transcripcional mediante la acetilación de histonas y el 

desarmado de la estructura de la cromatina. Estudios realizados en ratones que 

expresaban esta proteína con el dominio con actividad KAT truncado, demostraron 

que esta región de CBP es necesaria para la consolidación de la memoria de 

reconocimiento (Korzus et al.2004). Otros trabajos utilizando ratones que 

expresaban el gen de cbp mutado, cuya modificación afectó la región aminoB

terminal de la proteína, sugirieron que CBP es reclutada al ADN mediante la unión 

a factores de transcripción que interactúan con el cofactor a través de esa porción 

de la proteína, y que este mecanismo es necesario para la formación de la memoria 

de reconocimiento de objetos (Bourtchouladze et al.2003, Wood et al.2005). La 
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anulación (o knock out) del gen de cbp es letal, pero la heterocigosis del alelo nulo 

en ratones no afecta los niveles normales de actividad, motivación, ansiedad y 

memoria a corto término, aunque sí se ve impedida la formación de la MLT, tal 

como la consolidación de la memoria de reconocimiento (Alarcon et al.2004). En 

particular, un trabajo donde se evalúa la formación de la memoria de 

reconocimiento de objetos en ratones llevando el gen de cbp con una mutación que 

afecta el dominio de unión de este cofactor a CREB, muestra que esta interacción es 

importante para la consolidación de esta memoria (Wood et al.2006a).  

Por otra parte, un estudio reciente ha demostrado que la inhibición de las 

desacetilasas, KDACs, mejora la memoria de reconocimiento evaluada en el 

paradigma de NOR (Stefanko et al.2009). Este trabajo muestra que la memoria de 

reconocimiento puede ser facilitada a una memoria de largo término cuando la 

administración del inhibidor de KDACs es proporcionada inmediatamente después 

de un protocolo de entrenamiento débil, pero no se observa mejora de la MLT 

inducida por un protocolo de entrenamiento estándar. 

 

 

El presente capítulo tiene como objetivo estudiar los cambios en la 

acetilación de histonas durante la formación de la memoria de reconocimiento. 

Este modelo de marcado epigenético de memoria se utilizó también para investigar 

el rol de ciertas regiones del cerebro en este paradigma de memoria. El objetivo 

último fue encontrar evidencias que apoyen la hipótesis de la existencia de un 

código epigenético inherente a la consolidación de la memoria, conservado a lo 

largo de la evolución. 
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V.2 Materiales y métodos 

IV.2.1 Animales 

Los animales utilizados fueron ratones C57 de la cepa BL/6J (Figura IV.2.1a), machos, de 6 

a 9 semanas de edad y de un peso aproximado entre 25 a 30 gramos. Estos ratones eran 

provistos por el bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, perteneciente a la 

Universidad Nacional de La Plata o por el bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas y 

Naturales perteneciente a la Universidad de Buenos Aires. En nuestro laboratorio, estos 

animales fueron alojados en cajas formando grupos, cómo máximo, de 4 individuos o, en el 

caso de que hayan sido quirúrgicamente canulados, eran albergados individualmente. 

Estas cajas de alojamiento contenían en su interior viruta, y en ellas se les proveía a los 

ratones de agua y comida ad libitum. Permanecían en todo momento en el cuarto de 

alojamiento, mantenidos en un ciclo de 12 horas de luz – 12 horas de oscuridad (luz de 

8:00hs – 20:00hs). Sólo fueron llevados al cuarto de experimentación en los momentos en 

los se llevaba a cabo la experiencia o su sacrificio. Tanto el cuarto de alojamiento como de 

experimentación fueron mantenidos a una temperatura comprendida entre los 21 y 23 ºC. 

 

IV.2.2 Dispositivo de entrenamiento y evaluación para el paradigma de 

reconocimiento de objeto novedoso 

La arena experimental consistió de una caja de madera (IV.2.1b), abierta en su 

parte superior, de paredes blancas (30 x 23 x 21.5 centímetros), que contenía en su interior 

viruta de iguales características a aquélla contenida en las cajas de alojamiento. Las 

sesiones de entrenamiento y evaluación fueron ambas filmadas mediante un cámara tipo 

web Logitech modelo Tessar 2.0/3.7  2MP autofocus, colocada a 30 centímetros por arriba 

de la arena experimental. Luego, ambas sesiones fueron analizadas para determinar el 

tiempo de exploración de los objetos. 
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Figura IV.2.1: a) Ejemplares de macho adulto de la especie Mus musculus. B) Las cajas 

utilizadas para el paradigma de reconocimiento de objeto novedoso, conteniendo los 

objetos. A la izquierda, se observan las cajas con la disposición de los objetos en el 

entrenamiento. A la derecha, las cajas con los objetos en la disposición para realizar la 

sesión de evaluación.  

 

 

 

a

b
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V.2.3 Procedimiento experimental 

Los enfoques metodológicos utilizados para el desarrollo de este capítulo fueron 

similares a los descriptos en el Capítulo II y III. Las variaciones y especificaciones son detalladas 

a continuación. 

  

 Diseño experimental general 

El paradigma de reconocimiento de objeto novedoso (en inglés novel object 

recognition, NOR) consiste en 4 sesiones (Wood et al.2006): 

Sesión de manipulación (en inglés, handling): En los días previos a la sesión de 

entrenamiento los ratones fueron sometidos a una sesión de handling, la cual consiste en 

sostener al animal en ambas manos durante dos a tres minutos, durante dos a tres días de 

manera consecutiva, para que el sujeto experimental tome contacto con el experimentador, 

se familiarice con éste y, de esta manera, disminuya su nivel de estrés al momento de la 

manipulación del mismo durante las sesiones de entrenamiento y evaluación. 

Sesión de habituación: Los animales fueron habituados a la arena experimental 

diariamente, durante tres días previos a la sesión de entrenamiento. Esta sesión consistió 

en colocar a cada animal en la caja de experimentación, durante cinco minutos cada día, 

sin ningún objeto presente. Durante esta sesión el animal se familiariza con el contexto. De 

igual modo que la sesión de handling, esta sesión disminuye el nivel de estrés por novedad 

de contexto al momento del entrenamiento (Okuda et al.2004). Además, durante la sesión 

de habituación el animal realiza el aprendizaje del nuevo contexto, separándolo 

temporalmente, de esta manera, del aprendizaje de los objetos durante las sesiones de 

entrenamiento y evaluación. 

Sesión de entrenamiento: Los ratones fueron colocados en la arena experimental 

con dos objetos idénticos. Los objetos utilizados fueron vasos de precipitados de 100ml o 

bloques azules de juguete marca “Rasti”, ambos de tamaño similar (Figura IV.2.1b). Se les 

permitió explorar los objetos por 3 minutos (entrenamiento débil), 10 minutos 

(entrenamiento estándar) o 15 minutos (entrenamiento fuerte), según el experimento. 

Entre ensayos, los objetos son fregados con un papel embebido en alcohol 96º (marca 

Sanicol), para cerciorarse de que no haya señales olfativas presentes.  
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Sesión de evaluación: La retención de la memoria de largo término fue evaluada a 

24 horas post entrenamiento. Durante la fase de evaluación, los ratones fueron 

reintroducidos en la arena experimental y se los enfrentó a 2 objetos distintos entre sí. Se 

les permitió explorar ambos objetos por 5 minutos. Para esta sesión, se utilizaron un objeto 

idéntico a aquellos a los cuales el ratón fue expuesto previamente durante la sesión de 

entrenamiento (el objeto familiar) y un objeto distinto (el objeto novedoso), los cuales eran 

expuestos en las mismas localizaciones de la arena experimental que en la sesión de 

entrenamiento. La localización del objeto novedoso fue intercambiada entre izquierda y 

derecha en distintos animales, de manera tal de evitar preferencias de lugar durante la 

sesión de evaluación. Tanto el entrenamiento y como la evaluación fueron filmados para 

ser analizados posteriormente. 

El período entre sesiones fue de 24 horas.  

Análisis de datos general 

La actividad exploratorio de los objetos realizada por cada animal se registró y se 

grabó mediante un sistema de videocámara (cámara estilo web marca Logitech modelo 

Tessar 2.0/3.7 2MP autofocus), el cual estaba conectado a una computadora (marca 

Samsung), utilizando el programa Logitech Quicktime ®. Luego, los registros eran 

monitoreados para la cuantificación de la exploración de los animales. Para determinar la 

cantidad de tiempo que un dado ratón pasó explorando los objetos, se estableció como 

exploración a la acción de orientar su cabeza hacia el objeto a una distancia de 1 

centímetro o cuando su nariz toca el objeto. No se tuvo en cuenta cuando el animal se 

posaba sobre el objeto. Durante la fase de entrenamiento se determinó el tiempo de 

exploración total y el tiempo de exploración porcentual de los objetos a izquierda y derecha 

de la posición inicial del ratón. Durante la sesión de evaluación se determinó el tiempo de 

exploración total y de cada objeto, y se calculó el tiempo relativo de exploración del objeto 

novedoso, expresado mediante un índice de discriminación: ID = (t novedoso – t familiar)/( t 

novedoso + t familiar) (x 100%). Se calcularon los valores promedio de los ID de los distintos 

grupos de animales. Para determinar diferencias significativas en la retención de la MLT, 

se realizaron comparaciones estadísticas entre los ID promedio de los grupos provenientes 

de los distintos tratamientos, usando la prueba T. 

 



Capítulo IV 

120 

 

 

Figura IV.2.2. Paradigma de reconocimiento de objeto novedoso. a) Sesión de 

entrenamiento estándar. Se cuantificó el tiempo de exploración de los objetos a izquierda y 

derecha del animal, idénticos entre sí. Se calculó el porcentaje de tiempo que los ratones 

transcurren explorando cada objeto en relación al total de tiempo de exploración. b) Sesión 

de evaluación. El índice de discriminación se calculó como se describe en el texto. 
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Experimentos de análisis comportamental 

Determinación de parámetros del entrenamiento 

Diseño experimental 

El experimento constó de dos grupos de animales, grupo 3 min y grupo 15 min. 

Todos los animales recibieron las siguientes sesiones en el siguiente orden: sesión de 

handling (2 días consecutivos), sesión de habituación (3 minutos durante 3 días 

consecutivos), sesión de entrenamiento (3 minutos para el grupo 3 min y 15 minutos para 

el grupo 15 min) y sesión de evaluación. El período entre sesiones fue de 24 horas. El 

análisis de los datos se realizó como ya se ha descripto anteriormente. 

 

Experimentos de intervención farmacológica y análisis comportamental 

Estudio del papel de distintas áreas del cerebro en el paradigma de NOR. Rol 

del factor de transcripción NF6κB en la memoria de reconocimiento. 

Diseño experimental 

Cada experimento de esta serie constó de 5 sesiones, en el siguiente orden: sesión 

de canulación, sesión de handling, sesión de habituación, sesión de entrenamiento y 

sesión de evaluación. 

Sesión de canulación: Los ratones fueron canulados el día previo al comienzo del 

experimento. Para la canulación se utilizó un atlas estereotáxico de ratón (Paxinos y 

Franklin 2001) y un aparato estereotáxico. La referencia externa utilizada fue el bregma, 

que es el punto de unión de las suturas sagital y coronal del cráneo (Figura IV.2.2). Como 

primer paso, cada animal fue anestesiado por medio de una inyección intraperitoneal de 

ketamina (marca Ketafine, concentración 5% P/V, 70 Vl) y clorhidrato de xilacina (marca 

Xilacina, concentración 20 mg/ml, 10 Vl).  Una vez evaluado que el animal se encontraba 

totalmente anestesiado, mediante el ejercicio de una pequeña presión en la cola y la no 

detección de movimiento, se inició el procedimiento de implantación de las cánulas guía. 

Se colocó al animal en el aparato estereotáxico. Este dispositivo incluye un sustentáculo 
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para la cabeza que mantiene el cráneo del animal fijo y en la orientación adecuada, un 

soporte para la cánula guía, y un mecanismo calibrado que permite desplazar este soporte 

las distancias calculadas, a lo largo de los tres ejes espaciales: anteriorBposterior (AP), 

dorsalBventral (DV), y lateralBmedial (LM). Inmediatamente después de colocar al animal, 

se cortó el cuero cabelludo, dejando expuesto el cráneo y permitiendo observar el bregma. 

Se situó la cánula guía en el punto de referencia y se desplazó la misma a lo largo de la 

distancia adecuada en los ejes AP y LM, hasta situarla en la región blanco del cerebro. Se 

marcaron puntos en el cráneo del animal con un lápiz marcador en los sitios determinados 

por las coordenadas AP y ML y se perforó el cráneo en tales puntos utilizando un taladro 

(marca Dremel, modelo Multipro 395PZ; fresa para trepanado: número de punta 105). En 

cada uno de los sitios perforados se instaló la cánula guía y se descendió la misma a través 

del tejido nervioso hasta la profundidad adecuada, utilizando la coordenada DV. De esta 

manera, la punta de la cánula se localizó en el lugar adecuado del cerebro. Las cánulas 

fueron fijadas al cerebro con un pegamento conteniendo hidróxido de calcio marca 

DYCAL. Las cánulas guía eran agujas 23 gauge cortadas a una longitud de 8mm y con 

extremos casi romos. Los animales fueron canulados unilateralmente en el ventrículo 

lateral izquierdo (para la inyección ICV), y bilateralmente en la corteza insular (para la 

inyección ICTI) o en el hipocampo dorsal (para la inyección IHP). Las coordenadas 

utilizadas para proceder con la canulación fueron: para ICV: APB0.4, ML+1.0, DV 2.1; para 

ICTI: AP+1,7, ML±2.5, DV 3.5; para IHP: APB1.9, ML±1.2, DV 1.2 (Paxinos & Franklin 

2001, Figuras IV.2.3, IV.2.4 y IV.2.5). Luego del período de recuperación de los animales, a 

las 24 horas post operación se iniciaron los experimentos conductuales. Al cabo de cada 

experimento, los animales de los distintos grupos fueron sacrificados y los cerebros fueron 

extraídos cuidadosamente e inmediatamente fijados en PFA  4% (paraformaldehído), 

procediéndose al chequeo de la localización neuroanatómica de las cánulas mediante el 

análisis histológico.  

 



Capítulo IV 

123 

 

 

Figura IV.2.2: Diagrama del cráneo de ratón (Paxinos y Franklin 2001). La superficie 

dorsal del cráneo de ratón mostrando el bregma, el cual es el punto de referencia de los 

ejes espaciales utilizado en el procedimiento de canulación.   
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Figura IV.2.3: Figuras representativas de los cortes coronales del cerebro de ratón 

(extraídas del Atlas de cerebro de ratón, Paxinos y Franklin 2001), de las regiones a 0.34 

mm y 0.46 mm posteriores al bregma. Las zonas en negro señalizadas por LV indican los 

ventrículos laterales. El ventrículo lateral izquierdo fue el área elegida para colocar la 

cánula utilizada para la administración intraBcerebroBventricular (ICV) de la droga. ML y 

DV indican los ejes medialBlateral y dorsalBventral, respectivamente. 

 

   

Figura IV.2.4: Figuras representativas de un corte coronal del cerebro de ratón (extraída 

del Atlas de cerebro de ratón, Paxinos y Franklin 2001), de la región a 1.7 mm anterior al 

bregma. Las zonas señalizadas por DI (corteza insular disgranular), AID (corteza insular 

agranular dorsal) y AIV (corteza insular agranular ventral) pertenecen a la corteza insular. 

Entre las zonas AID y AIV (círculos rosados), tanto el lado izquierdo como el lado derecho, 

fue el área elegida para colocar la cánula utilizada para la administración intraBcorteza 

insular (ICTI) de la droga. ML y DV indican los ejes medialBlateral y dorsalBventral, 

respectivamente.  
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 Figura IV.2.5: Figuras representativas de los cortes coronales del cerebro de ratón 

(extraídas del Atlas de cerebro de ratón, Paxinos y Franklin 2001) de las regiones a 1.82 

mm y 1.94 mm posteriores al bregma. La región coloreada en rosado es el hipocampo. 

Ambos laterales del mismo fueron las  áreas elegidas para colocar las cánulas utilizadas 

para la administración intraBhipocampal (IHP) de la droga (círculos). ML y DV indican los 

ejes medialBlateral y dorsalBventral, respectivamente.  
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Luego, las sesiones de handling y habituación se llevaron a cabo como se describió 

en la sección anterior. Durante la sesión de entrenamiento, se le permitió explorar los 

objetos durante 10 minutos (EN estándar, primer experimento) o 15 minutos (EN fuerte, 

segundo y tercer experimento). Inmediatamente después del entrenamiento, los ratones 

fueron sometidos a una inyección intraBcerebroBventricular (ICV) (Sección IV.3.3; Figura 

IV.3.3), intraBcorteza insular (ICTI) (Sección IV.3.4; Figura IV.3.4) e intraBhipocampal 

(IHP) (Sección IV.3.4; Figura IV.3.5) de la droga, mediante una infusión de la misma a 

través de las cánulas colocadas con antelación (un día antes de la sesión de handling).Por 

último, se llevó a cabo la sesión de evaluación, como ya se ha descripto anteriormente. El 

período entre sesiones fue de 24 horas. El análisis de los datos se realizó de la misma 

manera que en los experimentos anteriores.  

Método de inyección y drogas utilizadas 

Inyección región de cerebro�específica: Las inyecciones se realizaron 

inmediatamente después de la sesión de entrenamiento. La administración de la droga se 

llevó a cabo con una aguja de 30 gauge y 9mm de longitud, la cual se introducía en la 

cánula guía instalada en la región del cerebro a tratar, y estaba conectada a través de un 

pequeño tubo a una jeringa marca Hamilton manipulada por el experimentador. La 

duración de la inyección de la droga duró de 30 segundos a 1 minuto, dependiendo del 

volumen a inyectar. Luego, se esperó 30 segundos para remover la aguja de inyección de la 

cánula guía, con el fin de evitar el reflujo de la solución.  

Oligonucléotido decoy. Cada infusión consistió de un volumen total de 2 Vl en la 

inyección unilateral ICV, ó 0.5 Vl en cada lateral en las inyecciones ICTI y IHP. Para tal 

volumen de infusión se utilizó una dosis del inhibidor de NFBkB oligonucleótido decoy 

(Biosynthesis INC.) de 1 Vg/Vl. Este oligonucleótido de ADN doble cadena contenía la 

secuencia consenso κB: 5’BGAGGGGACTTTCCCAB3’. La solución utilizada como control 

negativo contenía también un oligonucleótido de ADN doble cadena pero que poseía la 

secuencia consenso de κB con una base mutada: 5’BGAGGCGACTTTCCCAB3. 

Efecto de la administración de drogas inhibidoras de KDACs sobre la 

consolidación de una memoria débil 

Diseño experimental 
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Cada experimento constó de 2 grupos, los cuales recibieron las sesiones siguientes, 

en el siguiente orden: sesión de canulación, sesión de handling (3 días consecutivos), 

sesión de habituación (3 minutos durante 3 días consecutivos), sesión de entrenamiento (3 

minutos, EN débil) e inyección intraBhipocampal (IHP) de solución fisiológica (Veh) o 

butirato de sódio (NaB) inmediatamente post entrenamiento, y sesión de evaluación. El 

período entre sesiones fue de 24 horas.  

Método de inyección y drogas utilizadas 

Butirato de sodio. En los experimentos en los que la administración de la droga fue 

IHP, cada infusión consistió en 0,5 Vl de vehículo o de la solución del inhibidor de KDACS 

butirato de sodio (NaB) (Sigma Aldrich, EE.UU) administrados bilateralmente en esta 

región del cerebro. Se utilizó una dosis de NaB de concentración de 0,1 gr/ml disuelta en 

solución fisiológica. La solución inyectada como vehículo fue solución fisiológica. 

 

Experimentos de correlación 

Estudio de la acetilación de histona H3 durante la consolidación de la 

memoria de NOR luego de diferentes sesiones de entrenamiento 

Diseño experimental 

Cada experimento constó de 4 grupos. Todos los grupos recibieron las sesiones de 

handling (3 días consecutivos) y de habituación (3 minutos durante los 2 primeros días, 5 

minutos el 3er día). Un grupo de animales recibió una sesión de entrenamiento de 15 

minutos (ENfuerte), un segundo grupo de 10 minutos (ENestándar) y un tercer grupo de 

animales recibió una sesión de 3 minutos (ENdébil). El cuarto grupo no recibió sesión de 

entrenamiento, fue sometido a un cuarto día de sesión de habituación de 10 minutos y fue 

utilizado como control negativo (Hab). A 1 hora post sesión de entrenamiento (grupos 

ENfuerte, ENestándar y ENdébil) o posterior al último día de la sesión de habituación 

(grupo Hab), se sacrificaron los animales y se procedió a la disección del hipocampo, para 

la consecutiva extracción de histonas de esta región del cerebro.  

Medición de los niveles de histona H3 acetilada en hipocampo de ratón 

mediante ensayos de Western Blot 
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Obtención de extractos nucleares enriquecidos en histonas: Luego de la disección 

del hipocampo, éste fue colocado inmediatamente en buffer A. Todos los procedimientos se 

realizaron a 4 º C; el hipocampo fue homogeneizado en buffer A (HEPES 10mM, pH 7,8 B 

Cl2Mg 1,5 mM B KCl 10mM B DDT 1mM B 5mM de butirato de sodio) con un 

homogeneizador teflónBvidrio que rotaba mediante un motor tipo taladro, realizando 12 

bajadas del émbolo. El homogenato de tejido se centrifugó a 1000g durante 15 minutos. El 

precipitado fue resuspendido en buffer A hasta su máxima disolución, luego se añadió 

H2SO4 de manera tal de llegar a una concentración 0.4N y la solución permaneció 30 

minutos a 4 º C para extraer las histonas desde la fracción nuclear. La solución se 

centrifugó 5 minutos a 15000 rpm, el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo y las 

proteínas se precipitaron en 10 volúmenes de acetona a B20 º C, durante toda la noche. El 

precipitado de proteínas básicas nucleares fue recogido por centrifugación a 15.000 rpm 

por 15 min. El pellet fue resuspendido en agua destilada. Para el ensayo de Western blot, se 

añadió buffer de siembra y las muestras fueron incubadas a 100 ºC durante 5 minutos, e 

inmediatamente luego colocadas en hielo. Diez microgramos de proteína de cada muestra 

se corrieron un gel de poliacrilamida, cuya solución del gel contenía 15% de acrilamida. Las 

proteínas fueron electrotransferidas a una membrana de PVDF para la detección de 

proteínas por unión a anticuerpo específico. El ensayo de western blot se realizó con 

anticuerpos específicos anti histona H3 acetilada (reconoce las lisinas K9 y K14 acetiladas) 

y anti histona H3 total (CT, pan) (Upstate), siguiendo el protocolo del fabricante. Los 

anticuerpos fueron generados usando un péptido correspondiente a los aminoácidos 1B20 

de la histona H3 del protozoo Tetrahymena como inmunógeno, ambos anticuerpos de 

conocida reactividad cruzada con humanos, ratón, rata, pollo y levadura. La detección fue 

realizada utilizando un kit de quimioluminiscencia Luminol (SCB) siguiendo el protocolo 

del fabricante y las señales fueron digitalizadas por el dispositivo lector de imágenes marca 

Fuji Film, modelo Intelligent Oscuro Recuadro II, utilizando el software LASB1000.  

Mediciones densitométricas: La densidad óptica relativa (DOR) se estimó a través 

del software ImageJ 1.29x., NIH Image. La intensidad de las bandas se comparó usando el 

valor de la densidad integrada, el cual representa la sumatoria de los valores de grises del 

área seleccionada menos el fondo. Entonces, para analizar las bandas de las tinciones de 

membranas, se realizó un perfil con los valores de intensidad de los grises y se midió el 

área del histograma así generado para cada banda. Ese es el valor de densidad óptica (DO). 

En todos los experimentos, y para cada grupo, se cuantificó el valor DOR de la siguiente 
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manera: cada membrana se realizó por duplicado y una membrana fue revelada con 

anticuerpo anti histona H3 acetilada y la otra con anticuerpo anti histona H3 total. Se 

cuantificó las señales de ambos anticuerpos tomando la DO de cada banda. Se relativizó en 

cada caso el valor DO proveniente del revelado con anticuerpo anti histona H3 acetilada a 

su correspondiente banda revelada en la otra membrana con anticuerpo anti histona H3 

total. El valor de esta relación H3 acetilada/H3 total  (DOR) de cada grupo fue 

normalizado al valor promedio del grupo Hab. 

Análisis de datos 

Para las comparaciones entre dos grupos se utilizó la prueba T, y en el caso de las 

comparaciones múltiples se realizó un ANOVA de una vía y se aplicó el test post hoc de 

Duncan. En todos los casos se usó un α=0.05 como criterio de significancia. 

 

 

IV.3 Resultados  

 

IV.3.1 Determinación de parámetros del entrenamiento 

  

Dado que existen diferentes protocolos de entrenamiento de NOR, los 

resultados provenientes de distintos estudios se vuelven difícilmente comparables. 

Por lo tanto, se planeó estudiar los parámetros del entrenamiento que conducen a 

una memoria débil o a una memoria fuerte. Se realizó un experimento con un 

abordaje comportamental, en el cual se tomaron dos grupos de animales. El primer 

grupo de animales recibió un protocolo de entrenamiento débil de 3 minutos 

(ENdébil). El otro grupo de animales fue entrenado por un protocolo de 

entrenamiento fuerte de 15 minutos (ENfuerte). A 24 horas post entrenamiento, se 

evaluó la memoria de reconocimiento de objetos y se calculó el ID de cada grupo, 

como se ha descripto en materiales y métodos (sección IV.2). Tal como muestra la 
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figura IV.3.1, se observaron diferencias significativas entre los ID de ambos grupos 

(Prueba T p<0,05). Este resultado confirma que la duración de la sesión de 

entrenamiento es un parámetro útil a modificar para, en combinación con 

aproximaciones de intervención farmacológica, evaluar los efectos amnésicos 

(protocolo estándar y fuerte) y facilitadores (protocolo débil) de distintos agentes 

sobre esta memoria. 

 

Figura IV.3.1: Efecto de la duración de la sesión de entrenamiento en la memoria de 

reconocimiento de objetos. Dos grupos de ratones fueron entrenados diferencialmente con 

una sesión de entrenamiento de 3 minutos (EN 3 min; n=9) o de 15 minutos (EN 15 min; 

n=7). En la figura se muestra el ID% de cada grupo en la sesión de evaluación, realizada a 

24 horas post entrenamiento. El valor mostrado para cada grupo es la media ± error 

estándar. * Prueba T <0.05. 

 

 


V.3.2 La actividad de NF6κB está implicada en la consolidación de la 

memoria de reconocimiento de objetos 
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Los mecanismos de regulación de la cromatina están íntimamente 

relacionados con la activación transcripcional en la formación de éste y otros tipos 

de memoria (Barret y Wood 2008, Roth y Sweatt 2009). Para poder correlacionar 

cambios en la acetilación de histonas con la formación de la memoria de 

reconocimiento, fue necesario, en primer lugar, estudiar el rol de regiones del 

cerebro en las que la actividad transcripcional participe en la consolidación de esta 

memoria. En un primer paso, el objetivo fue interrumpir la expresión génica 

necesaria para la fase de consolidación en la corteza insular y en el hipocampo. 

Posteriormente, en un segundo paso, evaluar si la implicancia de la activación 

transcripcional en dichas áreas involucra acetilación de histonas. Para evitar el uso 

de inhibidores generales de la transcripción que muestran numerosos efectos 

inespecíficos, se buscó impedir la actividad de un factor de transcripción, NFBκB, 

que demostró ser clave para distintos modelos de memoria, tanto en vertebrados 

como en invertebrados (Romano et al.2006b, Alberini 2009). Con el objetivo de 

interrumpir la transcripción génica dependiente de NFBκB, se aprovechó la 

disponibilidad de un inhibidor altamente específico y la experiencia de nuestro 

laboratorio en el estudio de NFBκB en los modelos de memoria de evitación pasiva 

y condicionamiento de miedo en Mus musculus (Freudenthal et al.2005, Boccia et 

al.2007). El inhibidor de NFBκB utilizado fue un oligonucleótido de ADN doble 

cadena, de 15 pares de bases, que contenía la secuencia consenso de unión a NFBκB. 

Este oligonucleótido, denominado κB decoy se une a NFBκB activado secuestrando 

al factor de transcripción de sus sitios de unión en el genoma y anulando su función 

transcripcional. El mismo, fue utilizado tanto en administraciones intraBcerebroB

ventricular (ICV) como en forma localizada en el cerebro de ratón, entrando en las 

células 15 minutos después de la inyección y permaneciendo por al menos 2 hs. Con 

la dosis utilizada en esta tesis se obtiene una inhibición de NFB κB del 60 % 

(Freudenthal et al.2005, Boccia et al.2007, de la Fuente y Romano 2010, 

manuscrito enviado), la cual fue suficiente para observar un efecto amnésico en 

otros paradigmas. Si bien la actividad de este factor de transcripción es un rasgo 

evolutivamente conservado en la formación de la memoria (Romano et al.2006b), 
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aún no se ha estudiado su función durante la consolidación de la memoria de 

reconocimiento. 

El primer experimento consistió en la administración ICV del inhibidor de 

NFBκB, inmediatamente post entrenamiento estándar de 10 minutos de duración. 

El experimento contó con 2 grupos de animales. Ambos grupos recibieron un 

entrenamiento de 10 minutos, en el cual se les permitió explorar dos objetos 

idénticos. Luego de la sesión de entrenamiento a un grupo se le administró κB 

decoy (decoy) y el otro grupo fue inyectado con un oligonucleótido control, 

conteniendo la secuencia de NFBκB mutada en una base (mdecoy). La utilización 

del mdecoy es un control muy estricto del experimento, ya que la composición total 

de bases del ADN doble cadena de ambos oligonucleótidos es similar, pero se 

reemplaza una base G en la secuencia por una C, con el consiguiente reemplazo de 

una C por una G en la hebra complementaria. Con esta mutación, el 

oligonucleótido no es reconocido por NFBkB, controlando el efecto de la 

administración de ADN en el cerebro. La evaluación de la memoria de 

reconocimiento de largo término se realizó a 24 horas post entrenamiento. Durante 

la sesión de evaluación, los animales fueron enfrentados a un objeto idéntico a 

aquellos presentados en la sesión de entrenamiento, el objeto familiar, y un objeto 

diferente, el objeto novedoso, dejándoles explorar ambos objetos durante 5 

minutos. La retención de la memoria fue evaluada a través del índice de 

discriminación (ID). Los resultados muestran que existen diferencias significativas 

en la comparación entre los ID de ambos grupos (Figura IV.3.3, prueba T < 0.05). 

En primer lugar, este resultado demuestra que la administración ICV de κB decoy 

tiene un efecto amnésico, sugiriendo un rol del factor  de transcripción NFBκB en 

este paradigma de memoria. En segundo lugar, este experimento verificó que es 

posible utilizar esta metodología para buscar detalladamente las áreas del cerebro 

implicadas en la memoria de reconocimiento de objetos.  
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Figura IV.3.3: Efecto de la inyección ICV de oligonucleótido κB decoy inmediatamente 

después del entrenamiento de NOR. Los animales entrenados para NOR por 15 minutos e 

inyectados inmediatamente con el oligonucleótido κB decoy (decoy; n=7) muestran un 

índice de discriminación menor que aquellos animales que recibieron el mismo 

entrenamiento pero fueron inyectados con el oligonucleótido mutado (mdecoy; n=5). El 

valor mostrado para cada grupo es la media ± error estándar. * Prueba T <0.05. 

 

 


V.3.3 La actividad de NF6κκκκB en la consolidación de la memoria de 

reconocimiento es necesaria en el hipocampo pero no en la corteza 

insular 

 

Dados los resultados de la sección anterior, el siguiente experimento se 

realizó utilizando la misma metodología y el mismo diseño experimental, pero 

inyectando la droga en un área específica del cerebro. Antecedentes en un modelo 

experimental en rata del paradigma de NOR demostraron que la corteza insular 

tendría un rol en la memoria de reconocimiento (Balderas et al.2008). Por lo tanto, 
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se administró κB decoy o decoy mutado en esta región del cerebro, 

inmediatamente luego de un entrenamiento fuerte de 15 minutos de duración. 

Como muestra la figura VI.3.4, no se encontraron diferencias significativas entre 

los ID de ambos (Prueba T NS). Por lo tanto, no se evidenció un efecto sobre la 

inhibición del factor NFBκB en la corteza insular durante la consolidación de la 

memoria de NOR. 

 

 

Figura IV.3.4: Efecto de la inyección del oligonucleótido κB decoy en la corteza insular 

inmediatamente después del entrenamiento de NOR. Los animales entrenados para NOR 

por 15 minutos e inyectados con el oligonucleótido κB decoy (decoy ; n=5) muestran 

similar índice de discriminación que los animales que recibieron el mismo entrenamiento 

pero fueron inyectados con el oligonucleótido mutado (mdecoy; n=5). El valor mostrado 

para cada grupo es la media ± error estándar. Prueba T = NS. 

 

 Por consiguiente, el tercer experimento se efectuó utilizando similar 

metodología y diseño experimental, pero inyectando la droga en un área diferente 

del cerebro, en el hipocampo. Como se discutió en la introducción, existen 
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resultados dispares en los estudios con respecto a la función del hipocampo en la 

memoria de reconocimiento (Clark et al.2000, Kelly et al.2003, Rossato et al.2007, 

Squire et al.2007). Por lo tanto, nos resultó importante aportar información en 

relación a este debate. Los resultados de este experimento se muestran en la figura 

IV.3.5. Se observa que el grupo de animales inyectado con κB decoy en el 

hipocampo tienen un ID menor al grupo de animales control que fue inyectado con 

decoy mutado (prueba T p < 0,01). Este efecto amnésico observado en la memoria 

de NOR a largo término por administración del inhibidor de NFBκB sugiere que, 

por un lado, el hipocampo cumple una función en la consolidación de esta memoria 

y, en segundo lugar, que el factor de transcripción NFBκB en el hipocampo de 

cerebro de ratón está implicado en la regulación transcripcional que subyace a la 

formación de la memoria de reconocimiento de objeto novedoso a largo término. 

 

Figura IV.3.5: Efecto de la inyección del oligonucleótido κB decoy en hipocampo 

inmediatamente después del entrenamiento de NOR. a) Los animales entrenados para 
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NOR por 15 minutos e inyectados con el oligonucleótido κB decoy (decoy; n=17) muestran 

un índice de discriminación menor que aquellos animales que recibieron el mismo 

entrenamiento pero fueron inyectados con el oligonucleótido mutado (mdecoy; n=12). El 

valor mostrado para cada grupo es la media ± error estándar. ** Prueba T p<0.01. b) 

Microfotografías tomadas en un microscopio confocal extraídas de Boccia et al.2007. Se 

muestra la localización del decoy floresceinado en el hipocampo de ratón (en color verde 

florescente) 15 minutos depués de la inyección IHP. Además, se observan los somas 

neuronales mediante la coBtinción con ioduro de propidio (en color rojo). Las pequeñas 

flechas blancas muestran la posición más profunda que alcanzó la cánula de inyección. 

  


V.3.4  Un entrenamiento débil concomitante con la inyección del 

inhibidor de KDACs NaB en hipocampo induce una memoria de 

reconocimiento de largo término 

  

Experimentos previos utilizando este paradigma, han demostrado que una 

sesión de entrenamiento de 3 minutos de duración no induce memoria de corto ni 

de largo término, pero sí puede ser facilitada con la inyección inmediatamente post 

entrenamiento de inhibidores de deacetilasas de lisinas (KDACs) (Stefanko et 

al.2009), promoviendo la retención de la memoria de largo término, evidenciada 

en la sesión de evaluación a 24 horas. Sin embargo, en este estudio la 

administración de la droga fue intraBperitoneal, de modo tal que se espera que 

llegue a todo el cerebro. Teniendo en cuenta los experimentos anteriores, nos 

propusimos profundizar en el estudio del rol del hipocampo, analizando el efecto 

sobre la memoria de reconocimiento de la inhibición de las deacetilasas en esta 

región del cerebro. Para ello, se realizó el siguiente experimento, que contó con 2 

grupos de animales, un grupo experimental y un grupo control. Todos los animales 

recibieron un entrenamiento de 3 minutos y fueron inyectados en el hipocampo 

inmediatamente post entrenamiento con el inhibidor de KDACs butirato de sodio 

(grupo NaB) o solución fisiológica (grupo Veh). A 24 horas post entrenamiento se 

llevó a cabo la sesión de evaluación y se calcularon los ID de ambos grupos como se 
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explicó anteriormente. La comparación entre los ID del grupo NaB y del grupo Veh 

muestra diferencias significativas (Figura IV.3.6; Prueba T p<0.05). Este resultado 

muestra que la inhibición de KDACs en el hipocampo inmediatamente post 

entrenamiento facilita la memoria de reconocimiento de objetos. Éste y los 

resultados de la sección anterior apoyan fuertemente la hipótesis sobre la 

participación del hipocampo como un núcleo funcional durante la consolidación de 

la memoria de reconocimiento.  

 

 

Figura IV.3.6: Efecto de la administración IHP de NaB inmediatamente después de un 

protocolo de entrenamiento débil. Dos grupos de ratones fueron entrenados con un 

protocolo de 3 minutos e inmediatamente luego del entrenamiento se les administró 

vehículo (Veh; n=9) o el inhibidor de KDACS (NaB; n=7). En la figura se muestra el ID% 

de cada grupo en la sesión de evaluación, realizada a 24 horas post entrenamiento. El valor 

mostrado para cada grupo es la media ± error estándar. * Prueba T <0.05. 
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V.3.5 La consolidación de una memoria fuerte implica cambios en los 

niveles de acetilación de la histona H3 

  

Con el fin de investigar si el rol del hipocampo en la consolidación de la 

memoria de reconocimiento involucra el mecanismo de acetilación de histonas, se 

realizó un experimento comparando los niveles de histona H3 acetilada en este 

núcleo del cerebro, medidos a 1 hora post entrenamiento débil (3 minutos), 

estándar (10 minutos) y fuerte (15 minutos). El experimentó constó de 4 grupos de 

animales: un grupo entrenado bajo un protocolo de 3 minutos (ENdébil), otro 

grupo con 10 minutos (ENestándar), otro grupo con 15 minutos (ENfuerte) y un 

último grupo que no fue entrenado, es decir, no se le presentó los objetos en la 

sesión de entrenamiento, pero sí fue colocado en la arena experimental por 10 

minutos tal como en la sesión de habituación (HAB). A 1 hora post entrenamiento 

(para los grupos ENdébil, ENestándar y ENfuerte) o post habituación (para el 

grupo HAB), se realizó la disección de los hipocampos de estos animales y se 

efectuó la extracción de histonas. Los niveles de histona H3 acetilada fueron 

evaluados mediante la técnica de Western Blot. Como muestra la figura IV.3.7, se 

observó un aumento significativo en los niveles de histona H3 acetilada 1 hora post 

entrenamiento en el grupo ENfuerte en relación a los otros tres grupos (ANOVA 

general F3, 38 = 2,852; p <0,05). Este resultado demuestra que el entrenamiento 

fuerte induce un incremento en la acetilación de histonas 1 hora post 

entrenamiento, que no fue inducido por un entrenamiento estándar (ENestándar) 

o débil (ENdébil). Además, dado que el grupo HAB tampoco presenta cambios en 

la acetilación de la histona H3, este resultado evidencia que no es la exposición al 

contexto per se la que induce el cambio en el nivel de H3 acetilada post 

entrenamiento fuerte. 
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Figura IV.3.7: Niveles de acetilación de histona H3 en el hipocampo de ratón inducidos por 

diferentes entrenamientos. El valor mostrado para cada grupo es la media ± error estándar 

de los valores específicos de la histonas H3 acetilada, normalizado al valor medio del grupo 

HAB (HAB n=9; EN3min n= 12; EN10min n=11; EN15min n=10). ANOVA *: p <0,05.  

 


V. 4 Conclusiones y Discusión 

 

En esta tercera y última parte de la tesis, se presentan dos líneas de 

evidencias provenientes de este modelo en vertebrados, que apoyan la hipótesis 

planteada sobre el papel de la acetilación de histonas de la clase H3 durante la 

consolidación de la memoria.  
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Las primeras evidencias experimentales provienen de los estudios 

farmacológicos en los que se administró el inhibidor de KDACs NaB. La 

administración de NaB directamente en el hipocampo, luego de un entrenamiento 

débil, produjo una facilitación de la memoria de reconocimiento de largo término 

(Figura IV.3.6). Este resultado indica que la acetilación de histonas en el 

hipocampo participa en la consolidación de la memoria de reconocimiento de 

objeto novedoso. 

En concordancia, la segunda línea de evidencia se origina del estudio de 

correlación entre cambios en los niveles de acetilación de histonas H3 y el tiempo 

de duración del entrenamiento (Figura IV.3.7). A 1 hora posterior al 

entrenamiento, se observó que sólo el entrenamiento fuerte de 15 minutos de 

duración induce un aumento en la acetilación de histonas H3. Por el contrario, 

tanto un entrenamiento débil de 3 minutos como un entrenamiento estándar de 10 

minutos no producen este aumento en el nivel de acetilación de histonas H3. Estos 

datos apoyarían la hipótesis que fue sugerida a partir de los datos obtenidos en el 

modelo de memoria en Chasmagnathus, en la cual se postula que el marcado del 

genoma mediante la acetilación de histonas sería un proceso necesario para la 

activación transcripcional durante la consolidación de memorias fuertes, tanto en 

invertebrados como en vertebrados. 

Aunque la memoria explícita es esencialmente dependiente del LT medial, la 

importancia relativa de ciertas áreas dentro del mismo, las interacciones con otras 

áreas del cerebro fuera de ella, la temporalidad de la función del hipocampo y la 

corteza, y el rol durante las distintas fases de la formación de esta clase de memoria 

no están claramente establecidas. En este capítulo de la tesis, utilizando como 

modelo de memoria declarativa el paradigma de reconocimiento de objetos en Mus 

musculus, aportamos información en los siguientes niveles: 1) En primer lugar, se 

muestran resultados que apoyan fuertemente la idea de la participación del 

hipocampo en la memoria de reconocimiento de objetos. Por un lado, la inhibición 

de la expresión génica dependiente del factor de transcripción NFBκB en el 

hipocampo, inmediatamente luego del entrenamiento, impidió la formación de la 
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memoria de reconocimiento de largo término (Figura IV.3.5). Este resultado 

constituye la primera evidencia de que este factor de transcripción participa en la 

consolidación de la memoria de reconocimiento. A partir del mismo, se iniciará una 

línea de investigación para caracterizar la participación de este factor de 

transcripción en este paradigma. Por otro lado, se encontró que el entrenamiento 

fuerte indujo un aumento en los niveles de acetilación de histonas H3 en el 

hipocampo a 1 hora luego del entrenamiento (Figura IV.3.7). En su conjunto, estos 

resultados sugieren que el hipocampo podría participar tanto en la codificación 

como en el almacenamiento de la memoria de reconocimiento. Teniendo en cuenta 

la hipótesis sobre el rol transitorio del hipocampo durante la consolidación de 

sistemas en algunos modelos de memoria declarativa (Scoville y Milner 1957, 

Squire y Alvarez 1995), nuevos experimentos utilizando alguna metodología de 

lesión farmacológica o de ingeniería genética que afecten la función de esta región, 

podrían complementar la exploración acerca del rol temporal de esta estructura 

cerebral en este modelo de memoria. 2) En segundo lugar, los resultados expuestos 

en este capítulo provenientes de experimentos farmacológicos administrando el 

inhibidor de NFBκB en la corteza insular (CI), no mostraron efectos sobre la 

memoria de reconocimiento (Figura IV.3.4). De este resultado surgen dos 

posibilidades: I) el factor de transcripción NFBκB no posee una función clave en 

esta área cerebral o II) este núcleo no está involucrado en el paradigma de NOR. 

Dado que existen antecedentes que sugieren un papel de la corteza insular en la 

consolidación de la memoria de reconocimiento (Brown y Xiang 1998, Eldridge et 

al.2000, BermudezBRattoni et al.2005, Balderas et al.2008), la segunda posibilidad 

es descartada.  
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En la presente tesis se muestran evidencias experimentales a nivel 

comportamental y molecular que implican la participación del mecanismo de 

acetilación de histonas durante el proceso de formación de la memoria de largo 

término.  

 

En el capítulo II y III se exponen los resultados provenientes del estudio de 

las fases de consolidación y reconsolidación de la memoria no declarativa en el 

modelo de �����������	�. Se encontró que la acetilación de histonas es un 

proceso que se induce durante la consolidación y reconsolidación, 

correlacionándose con el proceso de transcripción génica ampliamente establecido 

como necesario para ambas fases de la memoria. Este es el primer estudio del curso 

temporal de la acetilación de histonas durante la consolidación de la MLT, 

mostrando la cinética de este proceso molecular durante la formación de la misma 

y evidenciando la naturaleza transitoria de este evento epigenético. A su vez, es el 

primer trabajo que demuestra a este proceso molecular como partícipe en la 

consolidación y la reconsolidación de la memoria en invertebrados. 

 

En el capítulo IV se presentan los resultados obtenidos del estudio de la fase 

de consolidación de la memoria declarativa en el modelo de 
	���	��		�. Se 

encontró que la acetilación de histonas es un proceso implicado en la consolidación 

de la memoria de reconocimiento e inducido en el hipocampo. Estas evidencias 

apoyan la hipótesis de la participación del hipocampo en la memoria de 

reconocimiento. Además, en el marco de la correlación de este proceso epigenético 

con la transcripción génica necesaria para la formación de la MLT, se exhibe la 

primera evidencia de la participación del factor de transcripción NF+κB en 

hipocampo durante la consolidación de la memoria inducida en este paradigma 

comportamental. 
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Por último, tanto en el modelo de invertebrado como en el modelo de 

vertebrado empleados en esta tesis, se observó que la acetilación de histonas se 

induce durante la consolidación de memorias generadas por entrenamientos 

fuertes, y no se observa en el caso de memorias de largo término (MLT) inducidas 

por entrenamientos de menor magnitud. Nosotros postulamos que el marcado del 

genoma mediante la acetilación transitoria de histonas es un proceso universal y 

necesario para la activación transcripcional durante la consolidación de memorias 

fuertes, pudiendo representar un código característico de la fuerza de la memoria. 
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La transcripción génica ha sido universalmente implicada en la formación de 

la MLT (Agranoff 1972, Davis y Squire 1984, Goelet et al.1986, Pedreira et al.1996). 

Sin embargo, la función específica de la transcripción génica y los mecanismos que 

la regulan durante la formación de MLT es materia de debate (Alberini 2009, 

Dudai 2002b, Bekinschtein et al.2007). 

En los dos modelos de memoria utilizados en esta tesis se observó que 

durante la consolidación de una memoria denominada ����������, la acetilación 

de histonas no ocurre, mientras que en el caso de una memoria denominada �	���� 

sí. De estos resultados, surge la hipótesis de que la participación de la acetilación de 

histonas como un evento transitorio durante la consolidación de la MLT podría 

estar caracterizando la fuerza de una memoria. Si bien en ambos modelos se logró 

discernir de una manera mecanística, utilizando aproximaciones moleculares y 

farmacológicas, entre ambos tipos de MLT, no hemos demostrado aún que las 

memorias intermedia y fuerte se diferencien comportamentalmente. En 

experimentos conductuales planeados, se evaluará si ambos tipos de memoria, en 
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el modelo de �����������	� la MLT inducida por 15 ensayos versus aquella 

inducida por 30 ensayos, y en el modelo de 
	���	��		� la MLT generada por un 

protocolo de entrenamiento de 10 minutos versus aquella inducida por un 

entrenamiento de 15 minutos, se diferencian por su persistencia en el tiempo. Esto 

nos permitirá confirmar si estamos hablando de dos memorias distintas, cuya 

persistencia estaría relacionada con los procesos moleculares que ocurren durante 

su consolidación. En un enfoque similar, podría estudiarse si ambas memorias se 

diferencian por su resistencia a la ���������. Esta variación comportamental de la 

MLT se induce a través de presentar el estímulo condicionado (EC) en ausencia del 

estímulo incondicionado (EI) en repetidos eventos o por un tiempo prolongado, 

resultando en la inhibición temporaria de la respuesta condicionada (Pavlov 1927). 

En esta nueva fase, se forma una nueva respuesta comportamental ante la 

presentación del EC, caracterizada por la reducción o inhibición de la respuesta 

condicionada. En dichos experimentos, se evaluará si las memorias muestran 

diferentes respuestas ante el mismo protocolo de extinción para poner a prueba la 

hipótesis de que se trata de memorias de fuerza diferente. 

A su vez, otras estrategias experimentales podrían ayudar a encontrar 

ulteriores evidencias que sustenten la hipótesis apoyada por los experimentos 

expuestos en esta tesis. Por ejemplo, en la línea de los experimentos de correlación, 

se podría evaluar la actividad de las enzimas KATs y KDACs durante la 

consolidación y reconsolidación de la MLT, mediante la incorporación o 

disminución, respectivamente, del compuesto acetil coenzima A (acetil+CoA) 

marcado radiactivamente a un sustrato histona. La cantidad de proteína a utilizar 

como fuente de estas enzimas que es requerida para llevar a cabo el ensayo de 

actividad enzimática no nos permite aplicar esta metodología en el modelo de 

�����������	�, donde las concentraciones promedio de extractos nucleares 

totales (provenientes de un conjunto de 20 ganglios supraesofágicos) son 

relativamente bajas. Con la utilización del modelo de memoria en 
	���	��		� 

puede ser posible franquear el desarrollo de la técnica. En cuanto al enfoque 

utilizando intervenciones farmacológicas, la inhibición de KATs durante la 

consolidación y reconsolidación de la MLT debería ser un próximo objetivo de 
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estudio. El impedimento del desarrollo de esta idea se debe a que, hasta la fecha, no 

ha sido confirmada la especificidad de los fármacos inhibidores de KATs, por 

ejemplo el ácido anacárdico, y que éstos sólo han sido utilizados en preparaciones 

de cultivos celulares (Kim et al.2009, Song et al.2010). 

Por otro lado, en esta tesis se encontró un aumento transitorio de la 

acetilación de histonas en el ganglio supraesofágico del cangrejo �����������	�, 1 

hora después de un entrenamiento fuerte. Evidencias experimentales previas en 

este mismo modelo mostraron cambios en las respuestas electrofisiológicas de 

neuronas individuales en una región del sistema nervioso del cangrejo conectada al 

ganglio supraesofágico, denominada lóbula, en la región de los lóbulos ópticos 

(descripto en el Capítulo II) (Tomsic et al.2003). Estos cambios fueron inducidos 

inmediatamente después del entrenamiento y perduraron hasta 24 horas después 

del mismo, correlacionándose con la retención de la MLT. Las modificaciones en 

las respuestas electrofisiológicas de estas neuronas podrían ser mantenidas por 

mecanismos de plasticidad neuronal, tanto sinápticos como de otro tipo (ver 

sección V.4). Nosotros hemos planificado experimentos para evaluar si 

modificaciones en los niveles de acetilación de histonas en los núcleos de estas 

neuronas podrían promover el mantenimiento de los cambios en la respuesta 

neuronal, asociada al cambio conductual durante la formación de la MCS. Estos 

estudios podrían esclarecer la función de mecanismos epigenéticos en los cambios 

plásticos producidos en las neuronas individuales durante la formación de la 

memoria. 

Ahora bien, con los resultados expuestos en esta tesis, ¿qué podríamos decir 

acerca de la diferencia existente entre dos MLT, cuando ambas son inducidas por el 

mismo tipo de asociación entre estímulos y ambas atraviesan por una fase de 

consolidación que recluta mecanismos moleculares básicos tales como 

transcripción génica y síntesis de proteínas? En el estudio planteado en esta tesis, 

¿cuál fue el sentido de estudiar un mecanismo que colabora con la transcripción 

génica, si ya se sabe que este último proceso está implicado en la formación de la 

MLT?  
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Tal como han sugerido Davis y Squire (Davis y Squire 1984), es posible que 

las neuronas posean un comando genético para mantener las alteraciones 

moleculares y morfológicas que ocurren cuando la memoria es consolidada. Ya que 

la secuencia genómica de las neuronas no se espera que cambie, se ha postulado 

que las memorias pueden persistir, al menos en parte, gracias al patrón de 

expresión génica inducido durante la consolidación (Dudai 2000, Alberini 2009). 

Esta tesis apoya la idea del código epigenético para la memoria (Capítulo I, sección 

I.13). Nuestros resultados muestran evidencias acerca de la hipótesis sugerida por 

otros autores sobre el papel de la epigenética en el almacenamiento o potencial 

mantenimiento de las memorias consolidadas (Roth y Sweatt 2009, Wood et 

al.2006b), por ejemplo, codificando transitoriamente características del fenómeno 

de aprendizaje, tal como número de ensayos o duración del entrenamiento. 

Nosotros postulamos que ambos tipos de MLT, ejemplificadas en esta tesis como 

memoria intermedia y memoria fuerte, requieren de síntesis de ARNm y proteínas 

pero es la ���	����� o ���	����� de la síntesis de macromoléculas la que 

induciría la diferencia de retención de la memoria a lo largo del tiempo (Dudai y 

Morris 2000).  
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Como ya se ha mencionado en la introducción del capítulo II, se ha sugerido 

la existencia de procesos moleculares coordinados que regularían tanto positiva 

como negativamente la formación de la MLT (Bartsch et al.1995, Yin et al.1994, 

Lisman et al.1994, Mansuy 2003). Estudios realizados en ratones mutantes que 

tienen anulado el gen de ����� han demostrado que el balance entre la actividad de 

activadores y represores, en particular el balance KAT/KDAC, es importante para 
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codificar la �������� de un estímulo en un paradigma de condicionamiento de la 

preferencia de lugar (Renthal et al.2007), entendiéndose por saliencia al valor 

significativo que tiene, para el individuo, un determinado EI durante la sesión de 

aprendizaje. Así mismo, en una estrategia similar de ingeniería genética, utilizando 

ratones que cuyo gen de ����� ha sido anulado en el cerebro anterior y ratones en 

los cuales la proteína HDAC2 es sobre+expresada en el sistema nervioso, han 

evidenciado que esta KDAC regula negativamente la formación de la MLT y la 

plasticidad sináptica (Guan et al.2009). Los resultados expuestos en esta tesis 

apoyan la hipótesis de que las KDACs estarían funcionando como reguladores 

negativos de la formación de la MLT. Nosotros postulamos que este papel de las 

KDACs es mediado, en parte, por su acción inhibitoria sobre un mecanismo 

epigenético clave para la estabilización de una memoria fuerte, como la acetilación 

de histonas. 
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Los resultados expuestos en esta tesis sugieren que los mecanismos 

epigenéticos, tales como la acetilación de histonas, podrían estar caracterizando 

molecularmente la fuerza de una memoria. Experimentos previos en el modelo de 

�����������	� mostraron que una memoria débil puede ser facilitada durante la 

reconsolidación (Frenkel et al.2005). En estos estudios, los animales fueron 

entrenados débilmente y re+expuestos al contexto 24 horas después de manera 

concomitante a distintas condiciones que modifican los niveles endógenos de 

angiotensina II (ANGII). Estos resultados sugieren que esta memoria débil podría 

consolidarse y, luego, ser evocada y reactivada en condiciones en las cuales se 

induzca un aumento en los niveles de neuromoduladores endógenos como la 
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ANGII, de manera tal de inducir la fase de reconsolidación, que puede ser facilitada 

por estas manipulaciones mnésicas. En conjunto con estas evidencias, los 

resultados presentados en esta tesis (Capítulo III) sugieren que durante la 

consolidación y la reconsolidación de una memoria débil, no se observan cambios 

significativos en los niveles de acetilación de histona H3. En cambio, en el caso de 

memorias fuertes, tanto la consolidación como la reconsolidación de las mismas 

implicarían este mecanismo epigenético (Capítulo II y III), lo cual determinaría un 

rasgo distintivo, como su fuerza. Más aún, si la memoria es débil pero es facilitada 

por administración de inhibidores de KDACs durante la consolidación, puede ser 

transformada a una memoria más fuerte, tal como lo evidencian el incremento 

transitorio en los niveles de acetilación de histonas durante las fases de 

consolidación y reconsolidación, y la retención de la memoria en la sesión de 

evaluación (Capítulos II y III). Posteriores experimentos en los cuales se comparen 

características de la fuerza entre las memorias inducidas por el protocolo de 

entrenamiento débil concomitante a las diferentes intervenciones facilitadoras, el 

protocolo estándar y el protocolo fuerte, deberán ser realizados para poder 

confirmar que se tratan de memorias de distinta fuerza (ya mencionados en la 

sección anterior). 

Por otra parte, estudios realizados en el modelo de memoria de miedo 

condicionado al contexto en 
	���	��		� muestran que las memorias inducidas 

por protocolos de entrenamiento que proporcionan mayor cantidad de 

presentaciones del estímulo incondicionado (EI) (choque eléctrico), muestran 

mayor resistencia a la inducción de la fase de reconsolidación post re+exposición al 

EC (contexto) que aquellas que son generadas por protocolos de entrenamiento de 

menor cantidad de presentaciones (Suzuki et al.2004). Los autores de este trabajo 

proponen que la MLT inducida por el protocolo de entrenamiento fuerte es una 

memoria más fuerte y podría estar siendo representada en la red neuronal de un 

modo más extenso que una memoria más débil. En el mismo sentido, un trabajo 

reciente, en el cual se utilizó el mismo paradigma de memoria en ratas, demostró 

que una experiencia estresante previa al aprendizaje es capaz de reforzar la 

memoria de miedo y, en tales condiciones, volverla resistente a la inducción de la 
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reconsolidación (Bustos et al.2009b). La hipótesis que surge es que la fuerza podría 

afectar la capacidad que tiene una memoria para re+activarse y labilizarse, es decir, 

para reconsolidar. Por lo tanto, un experimento que planeamos realizar es el de 

evaluar si la memoria inducida por el protocolo de 30 ensayos de EVP, denominada 

fuerte, reconsolida en las mismas condiciones en las cuales lo hace una memoria 

intermedia (5 minutos de re+exposoción). El experimento planificado implicará 

administrar un inhibidor de la transcripción general (anisomicina) o de la 

expresión génica dependiente de NF+κB (sulfazalazina), drogas cuyos efectos 

mnésicos durante la fase de reconsolidación de la MCS han sido ampliamente 

demostrados (Merlo et al.2005, Romano et al.2006b). 

En este sentido, varios trabajos sugieren que la edad de la memoria es otra 

variable importante que afecta la capacidad de una memoria para labilizarse luego 

de su reactivación (Milekic y Alberini 2002, Eisenberg y Dudai 2004, Suzuki et 

al.2004, Frankland et al.2006, Bustos et al.2009a). Cabe aclarar aquí, que la fuerza 

y la persistencia no son características equivalentes de una memoria. Sin embargo, 

así como un entrenamiento débil genera una memoria de corto término y un 

protocolo más fuerte induce una memoria de largo término, al incrementar la 

cantidad de presentaciones de los estímulos a asociar durante la fase de adquisición 

o aprendizaje, es lógico pensar que la memoria inducida podría hacerse cada vez 

más perdurable. 

En relación a los eventos epigenéticos como caracteres de la fuerza de la 

memoria (discutido en la sección V.1), el hecho de que la memoria débil no puede 

ser facilitada en la fase de reconsolidación, aunque sí en la fase de consolidación 

evidencia que: 1) el mecanismo epigenético de acetilación de histonas está 

implicado en la consolidación inicial, tal vez en el almacenamiento y/o en parte de 

la codificación (leer sección V.4), de una memoria de largo término; 2) la 

consolidación y reconsolidación pueden incluir distintos procesos moleculares. En 

el marco del debate sobre los procesos compartidos entre consolidación y 

reconsolidación (Misanin et al.1968, Mactutus et al.1979, Sara 2000, Nader et 

al.2000, Pedreira et al.2002, Boccia et al.2004, Alberini 2005), y/o acerca de la 
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reconsolidación considerada como una fase de consolidación prolongada (Dudai y 

Eisenberg 2004, Bekinschtein et al.2007), este resultado cobra aún más 

importancia. Se muestra que, utilizando un mismo modelo de memoria, la 

intervención de un mismo mecanismo molecular, muestra efectos mnésicos 

diferentes sobre ambas fases de la memoria. Experimentos posteriores en los 

cuales se someta a prueba si las memorias intermedia y fuerte pueden ser 

facilitadas por administración de NaB durante la fase de reconsolidación deberán 

ser llevados a cabo para corroborar estas hipótesis. 

Por último, en base a lo discutido en esta sección, cuando hablamos de la 

fuerza de la memoria, ¿a qué nos estamos refiriendo? Podríamos definir a la �	���� 

de una memoria como un concepto comparativo, pues es difícil de establecer en el 

caso de una memoria aislada, sino que surge al contrastar al menos dos memorias, 

inducidas por protocolos de entrenamiento diferentes, que podrían diferenciarse 

por su persistencia, por la capacidad de ser evocadas, por la capacidad de 

manifestarse comportamentalmente, y por la facilidad con la que son reactivadas 

y/o reactualizadas bajo ciertas condiciones paramétricas al momento de la 

evocación. 
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Se denomina �������������	���� a la capacidad de cambiar las propiedades 

reactivas de las neuronas como resultado de una activación previa (Konorski 1948, 

Maldonado 2008). La teoría actual de aprendizaje y memoria postula que aquellos 

procesos de plasticidad neuronal que llevan a la reorganización de los contactos 

sinápticos de las neuronas involucradas durante la consolidación, constituyen los 

mecanismos neuronales básicos que dan sustento a la formación de la MLT. Siendo 
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la expresión génica un mecanismo molecular que ha sido demostrado como 

universal y necesario para la consolidación de la memoria, cabe preguntarse: 

 

¿Son los cambios en las sinapsis las únicas modificaciones neuronales involucradas 

en el almacenamiento de la memoria de largo término? ¿Pueden los mecanismos 

que regulan la expresión génica mediar el almacenamiento de la MLT?  

 

Siguiendo a la idea original de Ramón y Cajal y los postulados de Hebb en su 

teoría de trazo dual (Ramón y Cajal 1893, Hebb 1949), hoy en día se asume que la 

información aprendida durante un evento de aprendizaje se �������� en patrones 

espacio+temporales de actividad celular sincronizada dentro de extensas redes 

neuronales y que esta actividad reverberante resulta, progresivamente, en un 

alterado patrón de ������������ entre las neuronas co+activadas (Bruel+Jungerman 

et al.2007b). En este marco, y en los términos de la definición de ������� que se 

enunció en el Capítulo I, una determinada representación interna o memoria 

correspondería a un conjunto de patrones de actividad de extensas redes 

neuronales que se solapan. La dinámica de los patrones de actividad de las redes, 

transitoria en naturaleza, no puede ser el sustrato efectivo del almacenamiento de 

la memoria. Por lo tanto, ha sido ampliamente aceptado que los cambios en las 

��������������������� entre las neuronas de las redes son los sitios donde se 

almacenan de manera perdurable las representaciones o trazas mnésicas, 

existiendo amplia evidencia correlacionando la MLT con cambios morfológicos en 

las sinapsis (Horn et al.1985, Bailey y Kandel 1993, Weiler et al.1995). La 

información así mantenida permanece en un estado durmiente o quiescente, 

conservando la capacidad de retornar a un estado activo, cada vez que parte de la 

información original o relacionada al evento de aprendizaje esté disponible, de tal 

manera que se �������� la representación interna y, en consecuencia, el recuerdo o 

la memoria.  

Sin embargo, además de la depresión o potenciación de una sinapsis o la 

generación de nuevas sinapsis, algunos trabajos sugieren que el sistema nervioso se 
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valdría de otros mecanismos para el almacenamiento de la información, tales como 

cambios en la excitabilidad intrínseca de las neuronas (���������������������) 

(McKay et al.2009, Lorenzetti et al.2006, Zhang y Linden 2003) o la generación de 

nuevas neuronas (Leuner et al.2006, Bruel+Jungerman et al.2007a). La mayoría de 

los trabajos sobre plasticidad y memoria se centran en la plasticidad sináptica 

como sustrato de las alteraciones físicas de las neuronas para formar y mantener la 

memoria (�������������). En cambio, rechazan la implicancia directa de los otros 

tipos de cambios en los circuitos neuronales por la pérdida de especificidad 

espacial y temporal, sí observada en la plasticidad sináptica, y la ausencia de 

correlación entre el curso de tiempo de los cambios en la plasticidad intrínseca y los 

procesos de aprendizaje y memoria. No obstante, estas otras formas de plasticidad 

neuronal también pueden incluir modificaciones en la modulación de la actividad 

de canales dependientes de voltaje o en su expresión en regiones restringidas 

dentro de las neuronas, provocadas por el evento de aprendizaje. Dichas 

modificaciones podrían afectar la excitabilidad de aquellas neuronas que 

conforman el trazo mnésico y contribuir, de este modo, al almacenamiento de la 

información adquirida.  

En particular, en relación a la formación de la memoria declarativa, un tipo 

de memoria que puede llegar a durar toda la vida del individuo y que implica 

procesos de reorganización de circuitos neuronales posteriores al evento del 

aprendizaje durante la consolidación sistémica (Capítulo IV), un trabajo reciente 

(Arshavsky 2006) postula que las modificaciones sinápticas podrían ser utilizadas 

en las fases iniciales de la formación de la memoria. Mientras que otros 

mecanismos de plasticidad neuronal, relacionados con el núcleo de estas células, 

serían los encargados del almacenado persistente a más largo plazo de estas 

memorias duraderas. Este trabajo presenta un debate sobre ciertos conceptos 

controversiales de la teoría actual de plasticidad sináptica como único sitio de 

almacenamiento persistente de la memoria. 

 Algunos autores proponen roles alternativos para otros mecanismo de 

plasticidad neuronal diferentes de los cambios sinápticos (Dudai y Morris 2000, 
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Dudai 2002b), que cooperan en el proceso global de almacenado de la información. 

Durante la consolidación sináptica, los productos de los genes que se inducen 

durante la transcripción génica promueven la remodelación sináptica de largo 

término, mediante un mecanismo o “diálogo” entre la sinapsis y el núcleo (Dudai y 

Morris 2000, Romano et al.2006b). Consideremos una neurona que recibe cientos 

de conexiones aferentes desde un gran número de células. Esta neurona puede 

funcionar en distintos circuitos que se solapan y la distribución del ���� o fuerza de 

esas conexiones debe reflejarse en todo momento. Ante un determinado cambio 

inducido por el aprendizaje en una sinapsis individual de esa neurona, la “decisión” 

de consolidar o no ese cambio probablemente no ocurra exclusivamente en el soma 

de la neurona, ya que el cambio es específico de un subconjunto de conexiones 

aferentes de esa neurona que han sido activadas. Sin embargo, lo que el soma sí 

puede hacer es efectuar una modificación que capacite a la neurona para una 

potencial consolidación, no obstante la decisión final sobre la ocurrencia o no de la 

consolidación, y dónde va a ocurrir, se realiza localmente (Dudai y Morris 2000). 

Existen modelos que especulan de qué manera se establecería el “diálogo” entre las 

sinapsis activadas y el núcleo: Primeramente, las sinapsis activadas enviarían 

“mensajes” al soma mediante proteínas que migran de la sinapsis al núcleo, tales 

como proteínas kinasas o factores de transcripción (Emptage y Carew 1993, Squire 

y Kandel 1999, Freudenthal y Romano 2000, Deisseroth et al.2003); 2) Estas 

proteínas promueven la inducción de la transcripción génica y otros cambios en el 

núcleo; 3) Por último, los ARNm recién transcriptos se traducirían en el soma y las 

proteínas podrían ser capturadas específicamente en las sinapsis (Frey y Morris 

1997) o los transcriptos podrían viajar hasta las sinapsis y ser traducidos 

localmente (Martin et al.1997, Steward et al.1998, Martin y Zukin 2006).  

En este sentido, especulamos que la información aprendida es consolidada 

por fenómenos que implican el almacenamiento de la memoria, en parte, mediante 

modificaciones en las conexiones sinápticas, y por otra parte, mediante cambios en 

otras regiones de las neuronas, tales como la excitabilidad en distintas regiones de 

la célula y modificaciones en el núcleo neuronal. Nuestros resultados apoyan la 

hipótesis de que cambios epigenéticos, tales como modificaciones en la estructura 
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de la cromatina de ciertos genes, en respuesta a experiencias individuales, podrían 

servir como fuente importante de variación de la expresión génica y de la función 

de esos genes durante la formación de la MLT. Considerando que muchos 

mecanismos epigenéticos, que pueden ser producto de un breve evento de 

señalización intracelular, son modificaciones reversibles pero potencialmente 

estables y perdurables a lo largo de la vida de una célula, estos procesos podrían 

estar mediando algún tipo de plasticidad neuronal durante la consolidación y 

mantenimiento de la memoria. Los resultados expuestos en esta tesis no muestran 

evidencias directas de mecanismos nucleares que posean esta particularidad. Sin 

embargo, otros mecanismos epigenéticos, de mayor persistencia que la acetilación 

de histonas, podrían estar involucrados en el mantenimiento del trazo mnésico. La 

acetilación de histonas es un mecanismo epigenético altamente correlacionado con 

la activación de la expresión génica. Por lo tanto, la terminación de la transcripción 

se encuentra inherentemente acompañada con la desacetilación de histonas. En 

esta tesis se expone que, por un lado, cambios transitorios de la expresión génica 

regulados por procesos epigenéticos dinámicos tales como la acetilación de 

histonas, sustentan la estabilidad de los cambios sinápticos de intermedio y largo 

plazo que suceden durante la consolidación o reconsolidación de la memoria. Por 

otro parte, la nueva hipótesis planteada propone que procesos epigenéticos con una 

dinámica más lenta, que se relacionan con la cualidad o cantidad de expresión 

génica, y no con su inducción, podrían acompañar temporalmente la duración o 

persistencia de la memoria.  

En este marco, los componentes del código de histonas o de la conformación 

de la cromatina de más alto orden son esenciales para preservar la organización de 

distintos microdominios nucleares funcionales (Capítulo I) y para facilitar la 

fidelidad de procesos genómicos asociados, tales como la transcripción génica y su 

acople al procesamiento post+transcripcional del ARNm, incluyendo empalme (en 

inglés, �������), estabilidad, detección de errores, localización y exporte nuclear 

(Mehler 2008). Además, dentro de las funciones de la cromatina relacionadas con 

la transcripción génica, se ha postulado la existencia de una “memoria” 

transcripcional que podría ser mantenida mediante la incorporación a los 
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nucleosomas de modo sitio+específico, de una variante de histona, la histona 

H2A.Z, y/o por cambios en la posición de los cromosomas en relación a los poros 

de la envoltura nuclear (Akhtar y Gasser 2007, Raisner y Madhani 2006, Kundu y 

Peterson 2009, Draker y Cheung 2009). En modelos de células en cultivo se ha 

observado que luego de un evento de expresión génica inducido por un estímulo 

extracelular, genes que han sido transcriptos transitoriamente pueden incorporar 

variantes de histonas o interaccionar con proteínas de la envoltura nuclear, 

permaneciendo “marcados” por largo término y cebados o preparados, de esta 

manera, para un rápida activación posterior (Brickner et al.2007, Jhon et al.2008, 

Barski et al.2007). Para evaluar la nueva hipótesis planteada en el párrafo anterior, 

hemos planeado realizar experimentos en los cuales se evalúe si los procesos de 

incorporación de variantes de histonas, tales como H2A.Z, o el posicionamiento de 

los genes cerca o lejos de la envoltura nuclear, se encuentran implicados durante la 

consolidación de la MLT. 
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Como en otras áreas de la Ciencia, el estudio de sistemas complejos implica 

un gran desafío en materia del abordaje experimental necesario para su 

entendimiento, planteando la necesidad de una aproximación a cada uno de los 

distintos niveles de organización que subyacen a la función del sistema. El estudio 

de la memoria es un claro ejemplo donde el proceso se manifiesta desde niveles 

moleculares y subcelulares hasta el comportamiento de los organismos, pasando 

por el arreglo de la actividad individual de distintos tipos celulares, de grupos de 

células y de interconexión entre sistemas. Dada esta situación, resulta ventajosa la 

aproximación a distintos niveles de organización. En particular en este trabajo se 
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abordó el estudio de los mecanismos celulares que subyacen a la formación y 

destino de una memoria de largo término. Se utilizaron herramientas de análisis 

molecular y comportamental, donde las evidencias encontradas en cada caso sirven 

de base para el planteo de hipótesis en ambos niveles de organización, generando 

un fructífero encadenamiento lógico para el descubrimiento de los mecanismos 

biológicos generadores de una compleja propiedad emergente del organismo como 

la memoria. 

Lejos de concentrarse en los eventos subcelulares implicados, el estudio con 

herramientas de biología molecular de procesos biológicos complejos tales como la 

memoria permite una apreciación más amplia de los mecanismos, ayudando a la 

confirmación o reformulación de hipótesis surgidas del análisis comportamental y 

dando lugar a la proposición de nuevos mecanismos candidatos. 
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