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Resumen 
 

 

Dinámica, localización y activación de NF-kappa B durante la 

consolidación de la memoria en ratón. 

NF-kappa B es un factor de transcripción cuya activación es necesaria para la             

consolidación de la memoria a largo plazo en varias especies. Este factor de transcripción              

se activa y se transloca al núcleo de las células en una ventana temporal específica durante                

la consolidación. NF-kappa B tiene una amplia distribución en el sistema nervioso, con una              

fuerte presencia en dendritas y terminales sinápticas. Esta tesis se centra en la activación,              

localización y dinámica de NF-kappa B en tareas de aprendizaje que se adquieren con un               

solo ensayo, la evitación inhibitoria (IA) y una tarea adquirida en el mismo contexto pero de                

signo opuesto. 

δos ratones son entrenados de dos modos diferentes; ya sea recibiendo o no un              

estímulo eléctrico al entrar en un compartimiento oscuro (aversivo con choque eléctrico vs.             

apetitivo sin choque). Cuarenta y ocho horas después el desempeño de los animales es              

evaluado. Durante la sesión de evaluación, las latencias de entrada al compartimiento            

oscuro (independientemente del tipo de entrenamiento) fueron significativamente diferentes         

al día de entrenamiento y a las latencias de un grupo control que en el día del                 

entrenamiento recibe un choque no relacionado con el contexto. Además, la actividad            

nuclear de NF-kappa B se vió aumentada durante la consolidación de ambas tareas             

comparando con animales control y naïve . δa inhibición de NF-kappa B con sulfasalazina             

inyectada en el hipocampo, amígdala o el núcleo accumbens inmediatamente luego del            

entrenamiento produjo un deterioro en la retención de la memoria en ambas versiones de la               

tarea. δos resultados sugieren que en ratón, NF-kappa B es un paso molecular crítico en               

diferentes áreas del cerebro para la consolidación de la memoria de largo término en una               

tarea de evitación inhibitoria y en una versión “apetitiva” de la misma. 

δa activación de este factor de transcripción en el núcleo de las células del              

hipocampo ha sido descrita a exhaustivamente. δa presencia del factor de transcripción en             

la sinapsis nos llevó a investigar un posible rol local en la sinapsis, activación y dinámica en                 

este sitio. En este trabajo se describen los cambios en la localización sináptica de NF-kappa               

B y de su actividad, durante la consolidación de la memoria a largo plazo, tanto de la tarea                  
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aversiva como apetitiva asociada al IA. δa comparación de la actividad sinaptosomal y             

nuclear de NF-kappa B indican diferentes dinámicas para ambas localizaciones. Además,           

se identifican dos fracciones de NF-kappa B sinaptosomal, una que se obtiene soluble en el               

contenido sinaptosomal (fracción libre) y la otra se encuentra fuertemente unida a las             

membranas sinaptosomales. Durante las primeras etapas de la consolidación la fracción           

libre se activa, la fracción asociada a membrana aumenta mientras que la cantidad de la               

fracción libre disminuye. Estos resultados sugieren que la activación sináptica de NF-kappa            

B y su translocación a membranas son parte de la consolidación de la memoria a largo                

plazo en ratones. 

Existen evidencias que demuestran que NF-kappa B se activa a través de la             

actividad del receptor de NεDA. Tomando en cuenta este dato se apuntó a disociar la señal                

eléctrica que llega al núcleo de la señal de transducción molecular local en la sinapsis para                

estudiar la función sináptica local del NF-kappa B. Para abordar este objetivo se trabajó con               

péptidos que impiden la interacción de PSD-95 (proteína de andamiaje postsináptico) con el             

receptor de NεDA. En este trabajo se muestra que la inyección intra-hipocampo de este              

péptido interfiere de forma reversible con la consolidación de la memoria de Evitación             

Inhibitoria (IA). 

δos resultados presentados en esta tesis aportan datos cruciales para entender la            

función sináptica local del NF-kappa B durante la consolidación de la memoria, tanto para              

las tareas de aprendizaje aversivas como apetitivas. 

  

  

  

  

Palabras Clave: NF-kappa B, memoria a largo término, consolidación, NεDA, PSD-95, 

hipocampo, núcleo accumbens, amígdala, evitación inhibitoria, aprendizaje del apetitivo, 

aprendizaje aversivo. 
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Abstract 
 

 

Dynamics, localization and activation of NF-kappa B during 

long-term memory consolidation in mice. 
  

NF-kappa B is a transcription factor whose activation has been shown to be             

necessary for long-term memory consolidation in several species. This transcription factor is            

activated and translocates to the nucleus of cells in a specific temporal window during              

consolidation. NF-kappa B has a wide distribution in the nervous system, with a             

well-reported presence in dendrites and synaptic terminals. This thesis focuses on the            

activation, localization and dynamics of NF-kappa B in a one trial learning task associated to               

the inhibitory avoidance (IA) setting. 

εice were trained either receiving or not a footshock when entering a dark             

compartment (aversive vs “appetitive” learning). Forty eight hours after training, latencies to            

step-through regardless of its training condition were significantly different from training day            

and from testing latencies of a control group that only receives a shock unrelated to context.                

εoreover, nuclear NF-kappa B DNA-binding activity was augmented in the aversive and the             

appetitive tasks when compared with control and naïve animals. NF-kappa B inhibition by             

Sulfasalazine injected either in the Hippocampus, Amygdala or Nucleus Accumbens          

immediately after training was able to impair retention in both training versions. The results              

suggest that NF-kappa B is a critical molecular step, in different brain areas on memory               

consolidation. 

The activation of NF-kappa B in the nucleus has been thoroughly described of             

hippocampal cells but the presence of the transcription factor at the synapse led us to               

investigate a possible local role, activation and dynamics at this site. Here I report changes               

in synaptosomal NF-kappa B synaptic localization and activity, during long-term memory           

consolidation of both the aversive and appetitive learning tasks associated to the IA. Activity              

comparison of synaptosomal and nuclear NF-kappa B, indicate different dynamics for both            

localizations. In this work two pools of synaptosomal NF-kappa B are identified, one             

obtained with the synaptoplasm (free fraction) and the second bound to the synaptosomal             

membranes. During the early steps of consolidation the first pool is activated, as the              

membrane associated transcription factor fraction increases and concomitantly the free          
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fraction decreases. These results suggest that the activation of synaptic NF-kappa B and its              

translocation to membranes are part of the consolidation of long-term memory in mice. 

It has been reported that NF-kappa B is activated through NεDA receptor activity.             

Taking this data into account, I aimed to dissociate the electrical signal that reaches the               

nucleus of the local molecular transduction signal at the synapse, to study the local synaptic               

function of NF-kappa B. To address this I worked with peptides that impede the interaction of                

PSD-95 (postsynaptic scaffold protein) with the NεDA receptor. This work shows that the             

intra-hippocampus injection of this peptide reversibly interferes with the consolidation of           

memory in the aversive version of task IA. 

The results presented in this thesis lay valuable groundwork for future investigation of             

the local synaptic role of NF-kappa B during memory consolidation, both for aversive and              

appetitive learning tasks. 

  

Keywords: NF-kappa B, δong-term memory, consolidation, NεDA, PSD-95, Hippocampus, 

Nucleus Accumbens, Amygdala, Inhibitory avoidance, appetitive learning, aversive learning. 
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Introducción  
 

a. εemoria 

Todos los animales pertenecemos a un mundo donde las presiones de selección            

deben ser afrontadas tomando decisiones que conducen a distintos comportamientos.          

Resulta imprescindible entonces adaptar los comportamientos teniendo en cuenta las          

experiencias vividas. El almacenamiento de información, ya sea a corto o largo plazo, es lo               

que da lugar a la toma de diversas decisiones y a los distintos comportamientos              

emergentes. Esta capacidad de almacenar información durante periodos que van desde           

minutos a una vida es una de las características más importantes del cerebro, permitiendo              

predecir los eventos en un entorno cambiante. Por este motivo, entre otros, la memoria es               

un área de estudio de gran importancia en la neurociencia. Identificar los procesos y              

mecanismos que subyacen al almacenamiento de información sobre el ambiente que nos            

rodea es crucial para lograr comprender en detalle el funcionamiento del cerebro.  

Se ha definido a la memoria como una “representación interna de una experiencia             

comportamental codificada espacio-temporalmente en circuitos neuronales mediante       

cambios en las propiedades reactivas de las neuronas que puede guiar el comportamiento”             

(Kandel et al., β000; Dudai, β00βb; Dudai, β00βa). Esta definición pone énfasis en los              

procesos que subyacen a la formación y expresión de la memoria. Sin embargo, antes de               

poder examinar en detalle estos mecanismos es pertinente definir las distintas fases que             

comprenden a la memoria y los distintos tipos de memoria.  

δas fases de la memoria son dinámicas y no están fijamente delimitadas. Sin             

embargo, se pueden definir la adquisición, consolidación, retención, recuperación y el olvido            

(Dudai, β00βa). δa adquisición y la consolidación conforman la codificación de la memoria;             
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durante la adquisición se obtiene información del ambiente y/o las asociaciones pertinentes,            

mientras que durante la consolidación esta información se traduce en cambios neuronales            

(celulares y moleculares) que permiten el posterior almacenamiento o retención. δa           

memoria puede cambiar entre estados no activos (almacenados) y activos (evocación de la             

memoria) (δewis, 1979) donde la memoria puede ser expresada en un comportamiento.            

εás aún, durante la evocación de la memoria, podrían incluso readquirirse y reconsolidarse             

(Sara, β000; Nader et al. β000). A su vez, se pueden formar nuevas memorias que compiten                

con la memoria original al momento de la expresión. Estas memorias se denominan             

memorias de extinción y se definen como “ una disminución de la frecuencia o intensidad de               

un comportamiento condicionado después de la detención del refuerzo” (Dudai, β000a). Por            

ejemplo, se puede formar una memoria de extinción que pareciera “borrar” lo adquirido             

originalmente, sin embargo en virtud de la existencia de distintos protocolos conductuales            

(recuperación espontánea, reinstalación, etc.) que permiten la expresión de la memoria           

original se sugiere la existencia de dos trazas de memorias que competirían por el control               

de la conducta. δa extinción difiere del olvido pues requiere de una fase de consolidación de                

la memoria para la nueva experiencia (Braud y Broussard 197γ, Berman y Dudai β001), y               

podría ella misma ser olvidada (Bouton 1994). El olvido se define como una “ inhabilidad              

para evocar una memoria”, ya que no se puede asegurar que efectivamente la memoria se               

haya borrado completa e irreparablemente (δoftus and δoftus 1980).  

Esta tesis se concentra en el estudio de la fase de consolidación de la memoria y los                 

mecanismos moleculares que la constituyen. Como se mencionó anteriormente, la          

consolidación conforma parte de la codificación del engrama mnésico. En particular, durante            

la consolidación se estabiliza este engrama mediante cambios moleculares y celulares que            

ocurren en las neuronas reclutadas, dando lugar a memorias de largo término. En la              

práctica, se define al período de consolidación como la ventana de tiempo durante la cual la                

formación de la memoria de largo término es susceptible de ser interferida y/o modulada              
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con distintas herramientas farmacológicas y/o conductuales (Greksch y εatthies 1980;          

DeZazzo y Tully 1995). En particular esto refiere a procesos locales neuronales y se podría               

hablar entonces de una consolidación celular. Por otra parte se puede hablar de             

consolidación sistémica que implica el reclutamiento gradual de otras áreas cerebrales y la             

reorganización continua de los circuitos, tiempo después de la adquisición (Dudai, β00β). En             

algunos sistemas este tiempo puede ser de unas pocas horas (Shadmehr et al., 1996;              

Shadmehr y Holcomb, 1996), pero en otros sistemas puede tomar mucho más tiempo:             

varios días o semanas (Winocur, 1990). δa consolidación sistémica se puede detectar            

observando la sensibilidad dependiente del tiempo de ciertos tipos de memoria a las             

determinadas lesiones cerebrales (Schmidtke y Vollmer, 1997; Reed y Squire, 1997; Teng y             

Squire, 1999). En este trabajo se utilizará el término consolidación refiriéndose siempre a la              

consolidación celular y se aclarará en los casos particulares que sea en referencia a la               

consolidación sistémica.  

Cuando se habla de memoria, además de las fases, es también importante definir             

los tipos de memoria. Se puede de esta manera hablar de memoria de trabajo, memoria de                

corto término y memoria de largo término. δa memoria de trabajo dura segundos y se refiere                

a una facultad cognitiva que es esencial para el comportamiento complejo (εiller et al.,              

1960). Por ejemplo, la memoria de trabajo permite leer palabras de un texto y combinarlas               

en un mensaje significativo. Por otro lado la memoria de corto término permite retener              

información por minutos a horas. Aunque esta memoria comparte varios mecanismos con la             

memoria de largo término una diferencia importante es que la memoria de corto término no               

se ve afectada por disruptores que afectan la memoria de largo término como, por ejemplo,               

los inhibidores de la síntesis proteica (Flexner et al., 196γ; Agranoff y Klinger, 1964;              

Barondes y Cohen, 1966). δa memoria de largo término puede durar horas, días, semanas y               

hasta una vida. Una característica fundamental de la memoria de largo término es como se               

mencionó anteriormente, la necesidad de la síntesis proteica para su consolidación.  
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δa memoria de largo término se puede subdividir en dos clasificaciones de memoria             

distintas, estas son la memoria declarativa o explícita y la memoria no declarativa o implícita               

(Dudai, β00βa; Graf y Schacter 1985). δa memoria declarativa es la retención consciente de              

hechos o eventos, mientras que la memoria no declarativa es aquella que se refiere a la                

retención de habilidades, reflejos condicionados y condicionamiento emocional. Una manera          

de definirlo sería distinguir entre el “saber porqué” (memoria declarativa) y el “saber como”              

(memoria no declarativa) (Ryle y Dennett, β00γ). δa evidencia de que el cerebro se rige por                

esta distinción fue dada por el estudio de la amnesia en humanos y monos que logró                

identificar y distinguir las áreas del cerebro utilizadas durante una u otra memoria (Cohen y               

Squire, 1980; Squire y Zola, 1996). Dentro de la memoria declarativa se puede categorizar              

aún más en memoria semántica (refiriéndose a la retención de palabras, ideas, conceptos y              

hechos) y memoria episódica (la cual se refiere a eventos en la vida del sujeto). δa memoria                 

episódica incluye información acerca de una experiencia limitada a un momento y un             

contexto en particular, mientras que la memoria semántica no está limitada en estas             

dimensiones y es independiente de la experiencia personal (Dudai, β00βa). A su vez, la              

memoria episódica es la que luego puede dar lugar a la memoria semántica ya que a partir                 

de un episodio se puede generalizar un concepto, a medida que se disocia de el evento                

puntual donde se adquirió la información. En esta tesis se trabajó con el aparato de               

evitación inhibitoria y dos tareas que generan memorias de largo término del tipo no              

declarativa, ya que los animales son condicionados a una asociación entre un estímulo y un               

contexto que ocurren simultáneamente.  

 

b. Aprendizaje 

En la sección anterior se desarrolló el concepto de memoria pero no se ahondó en               

cómo se adquieren las memorias. El medio por el cual se generan nuevas memorias y se                
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actualizan otras es el aprendizaje. Yadin Dudai define en 1989 al aprendizaje como             

“Generación dependiente de la experiencia de representaciones internas duraderas, o          

modificaciones duraderas en tales representaciones ” (Dudai, 1989). 

Se pueden definir tres tipos principales de aprendizaje: aprendizaje dado por la            

existencia de un estímulo (habituación y sensibilización), el aprendizaje que se da mediante             

la observación y/o el modelado de una situación (aprendizaje complejo o cognitivo), y el              

aprendizaje de la relación entre estímulos (aprendizaje asociativo) (Rescorla, 197β;          

εaldonado, β008). Dentro del aprendizaje no asociativo, la habituación que se define como             

“una reducción en la respuesta a un estímulo que se entrega repetidamente ”, y la              

sensibilización es “una mejora o aumento de una respuesta producida por la presentación             

de un fuerte estímulo” (Dudai, β00β). Por otro lado, el aprendizaje cognitivo es de alguna               

manera un aprendizaje asociativo pero tiene una complejidad mucho mayor ya que el sujeto              

aprende basándose en una regla o principio general (εaldonado, β008). En este caso el              

animal puede extraer un concepto mediante la observación de otro individuo o la propia              

introspección (Dudai, β00β). El aprendizaje asociativo más simple incluye muchas de           

nuestras actividades diarias que implican la formación de asociaciones entre estímulos y/o            

respuestas. Éste se puede subdividir en condicionamiento clásico y condicionamiento          

instrumental u operante (Squire et al., β008).  

El condicionamiento clásico (o pavloviano) es inducido por un procedimiento en el            

que un estímulo generalmente neutro, denominado estímulo condicionado (EC), se          

acompaña de un estímulo que naturalmente provoca una respuesta, denominada estímulo           

incondicionado (EI). En el conocido caso del perro de Pavlov el animal es presentado con               

un estímulo incondicionado que es la comida, la presencia de ésta promueve naturalmente             

la salivación en el animal. δa presentación de la comida es luego acompañada o              

brevemente precedida por el sonido de una campana, siendo este entonces el estímulo             

condicionado. Tras varias presentaciones de los estímulos EI y EC pareados se observa             
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que el animal comienza a salivar luego de la presentación del sonido de la campana en                

ausencia de la comida, denominándose ahora a ésta como la respuesta condicionada (RC)             

(Pavlov, 19β8). El condicionamiento instrumental (u operante) ocurre cuando un animal           

asocia las consecuencias o estímulos con su propio comportamiento. En este tipo de             

aprendizaje la entrega de un estímulo ya sea aversivo ó apetitivo depende de la expresión               

de un comportamiento particular. El aprendizaje y la memoria se expresan entonces en la              

probabilidad de que el comportamiento ocurra o en la manera en que este comportamiento              

se ve afectado. Un ejemplo es el de una rata que recibe un pedacito de chocolate luego de                  

apretar una palanca dentro de la caja experimental. Se observa que la rata explora la caja                

sin recibir ningún estímulo hasta que eventualmente en su exploración toca la palanca que              

produce la entrega de la recompensa. Durante sesiones posteriores se ve que si la rata               

logró establecer la asociación entre su comportamiento y la recompensa, la frecuencia de             

manipulación de la palanca habrá aumentado (Skinner, 1959). 

Algunos tipos de aprendizaje, progresan gradualmente, a través de numerosas          

repeticiones, ésto se denomina "aprendizaje incremental" (Hebb, 1949). Por el contrario,           

otros tipos de aprendizaje, tanto en la vida real como en el laboratorio, ocurren              

abruptamente, siguiendo una función escalonada. En particular existen casos donde luego           

de varias repeticiones aparece un momento “ revelación ” a partir del cual el sujeto ejecuta la               

respuesta esperada repentinamente. Por otro lado, hay casos en los que el contenido             

emocional de los estímulos es tal que una sola repetición basta para generar la respuesta               

esperada (Dudai, β008a). 

Como se mencionó en la sección anterior, en este trabajo de tesis se estudian              

aprendizajes que generan memoria de largo término. En particular se trabaja con el aparato              

de evitación inhibitoria en ratón en dos versiones de aprendizaje de un solo ensayo, una               

apetitiva y otra aversiva. En ambos casos se trata de un aprendizaje asociativo entre un               

estímulo (ya sea el apetitivo o el aversivo) y el contexto. A su vez, en ambos casos se trata                   
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de un aprendizaje con un componente operante ya que el animal debe realizar un              

comportamiento para “obtener” el estímulo. Este comportamiento es el que se ve afectado o              

cambiado durante la evaluación posterior, aunque en cada caso se ve afectado de distinta              

manera.  

 

c. Valencia de una memoria 

δa valencia de una memoria refiere al componente emocional y su significado            

biológico para el sujeto; y está estrechamente relacionada con la valencia de el ó los               

estímulos que se presentan durante la experiencia de aprendizaje. Un estímulo aversivo            

como puede ser un choque eléctrico puede generar una memoria asociativa de valencia             

negativa ya sea a un contexto o a otro estímulo a priori neutro. Así mismo, un estímulo                 

apetitivo como puede ser una recompensa de comida, tiene la capacidad de generar una              

memoria asociativa de valencia positiva. En el primer caso, la memoria de valencia negativa              

podrá ser evidenciada durante la recuperación por ejemplo mediante una respuesta           

comportamental que indique un rechazo al estímulo condicionado o al contexto. También            

podría verse una inhibición de un comportamiento natural en presencia del estímulo            

condicionado o del contexto donde se experimentó la situación de valencia negativa. Por el              

otro lado, una memoria apetitiva se puede evidenciar durante la recuperación y expresión             

de la memoria por un acercamiento al estímulo condicionado o al contexto. A su vez,               

también se puede evidenciar por cambios comportamentales como un aumento en la            

frecuencia de un determinado comportamiento que previamente se asoció con la entrega de             

la recompensa (Tzschentke, β007). 

δa valencia por si sola no determina cuán significativo es un estímulo para un sujeto.               

Este valor (conocido como “arousal ”) está dado por el costo o la ganancia referido a la                

relevancia biológica que dicho estímulo tenga. Si una memoria se consolida como memoria             
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de largo término dependerá de ambos parámetros (Posner et al., β005). Dos clases de              

memorias con valencias opuestas podrían ser el resultado de experiencias adversas           

dependiendo del momento en el que el sujeto recibe los estímulos. Por un lado, las               

memorias negativas son inducidas cuando los estímulos preceden a la experiencia adversa.            

Por otro lado, las memorias positivas son inducidas cuando los estímulos se experimentan             

luego de la experiencia adversa, al momento del alivio (Niewalda et al., β015). Entrar en un                

compartimiento oscuro para un ratón luego de estar expuesto a una plataforma abierta,             

elevada e iluminada podría constituir una experiencia positiva y de alivio. Una experiencia             

apetitiva puede definirse como una que aumenta la probabilidad de satisfacer una            

necesidad particular del animal (como encontrar refugio) o como un estado de quiesencia             

cuyo requisito previo es la ausencia de un estímulo perturbador (δorenz, 1978). En esta              

tesis se utilizará dicha definición para referirse a una experiencia apetitiva.  

δas memorias aversivas y de alivio se pueden encontrar en especies           

filogenéticamente distantes como la mosca, las ratas, los ratones y los seres humanos (Vogt              

et al., β015; Andreatta et al., β01β). Hasta hace poco, se creía que regiones cerebrales               

específicas, como la amígdala y el núcleo accumbens cumplian su función principalmente            

en la codificación de la valencia de un estímulo. Dentro de estas áreas pueden ser distintas                

poblaciones neuronales las encargadas de determinar el componente emocional de una           

memoria. Existe una heterogeneidad que permite a neuronas que codifican para un            

estímulo aversivo residir lado a lado con aquellas que responden a estímulos positivos             

(Namburi et al., β015). Sin embargo, como se desarrollará en la siguiente sección, hoy se               

sabe que el rol de estas áreas en la memoria abarca más que la codificación de la valencia                  

de un estímulo.  
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d. Áreas del cerebro involucradas en procesos mnésicos 

Desde la introducción de la frenología a mediados del siglo XVII existió la noción de               

que distintas áreas del cerebro tienen funciones determinadas (Sabbatini, 1997). Aunque se            

descartó ampliamente la teoría de la frenología (que estipulaba que la forma del cráneo              

podía predecir la aptitud de los sujetos en distintas categorías) se sabe hoy en día que                

existe una distribución de funciones en el cerebro regida por ciertos parámetros anatómicos,             

morfológicos y celulares. Se han trazado mapas anatómicos que permiten la identificación            

de áreas involucradas en distintas tareas. Por ejemplo se conoce en bastante detalle el              

mapa de la corteza somatosensorial que nos permite identificar específicamente donde se            

encuentra la población de neuronas que responderá a un estímulo táctil en un determinado              

sector del cuerpo. En el caso de la memoria se torna más difícil delimitar exactamente qué                

áreas están involucradas y de qué manera. 

Cuando hablamos de áreas involucradas en la consolidación de la memoria es            

crucial hablar del hipocampo, la amígdala y núcleo accumbens. Todas estas estructuras            

desempeñan un papel en la consolidación de la memoria de manera integrada (Hyman et              

al., 1990; Ferreira et al., 199βb; Izquierdo et al., 199γb; Willner et al., 199γ).  

Es ampliamente aceptado que el hipocampo procesa datos espaciales, contextuales          

y otros datos cognitivos (Izquierdo et et al., 199γb; Bechara et al., 1995; Eichenbaum,              

1996). εuchos estudios destacan a la amígdala como un centro de procesamiento            

principalmente de información emocional o aversiva (Bechara et al., 1995, Cahill et al.,             

1995), sin embargo evidencias recientes apuntan a un rol de la amígdala también en              

memorias apetitivas (Fernando et al., β01γ) y en la codificación del intervalo entre el EC y el                 

EI (Diaz-εataix et al., β014). δa corteza entorrinal está involucrada en el procesamiento de              

diversos tipos de memoria (Thompson, 1976; Ferreira et al., 199βa, b; Squire, 199β; Wiig y               

Bilkey, 1994; Suzuki, 1996) y se estipula que la misma integra la información procesada por               
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la amígdala y el hipocampo durante y después del entrenamiento (Ferreira et al., 199βa,              

Willner et al., 199γ). Todas estas áreas han sido implicadas tanto en la consolidación como               

en la recuperación de la memoria en la tarea de evitación inhibitoria en ratas (Izquierdo et                

al., 1996). 

En lo referido particularmente al hipocampo hay una cantidad de evidencia que han             

proporcionado pruebas convincentes de la participación de esta estructura en la           

consolidación de la memoria. δos primeros estudios que probaron definitivamente que el            

hipocampo y las estructuras vecinas del lóbulo temporal medial son esenciales para la             

memoria fueron aquellos sobre el paciente H.ε. (Scoville, 1996). El caso del paciente H.ε.              

es ampliamente conocido en el estudio de la memoria y resulta imposible referirse a las               

funciones del hipocampo sin mencionarlo. Este paciente sufría de epilepsia y en pos de              

intentar tratar esta aflicción se le extirpó quirúrgicamente gran parte del lóbulo temporal             

medial incluyendo dos tercios de su hipocampo, corteza parahipocampal, corteza entorrinal,           

corteza piriforme y amígdala, tras la cual sufrió de amnesia anterógrada severa.            

Específicamente, estudios posteriores determinaron que el hipocampo es esencial para la           

rápida formación de nuevas memorias y para el proceso de consolidación de la memoria              

(Corkin, 1984; Squire y Alvarez, 1995; εilner et al., 1998). A partir de estos estudios se han                 

desarrollado centenares de líneas de investigación para descifrar el rol del hipocampo y uno              

de los hallazgos más sorprendentes fue el de las llamadas “ place cells ” ó “células de lugar”                

(O’Keefe y Dostrovsky, 1971). Estas células del hipocampo, en roedores se activan cuando             

los animales ocupan ubicaciones específicas en un entorno. Además, han sido asociadas            

con la formación y recuperación de memorias; codifican objetos y eventos en contextos             

específicos (Eichenbaum et al., β007). Recientemente, se descubrieron en el hipocampo las            

“células de tiempo” que trazan la organización temporal de la información disparando en             

momentos secuenciales para episodios ordenados temporalmente (Pastalkova et al., β008;          

εacdonald et al. β011; Naya y Suzuki β011). Howard Eichenbaum propone que estas             
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“células del tiempo” pueden ser parte de un mecanismo subyacente del hipocampo para el              

orden de los acontecimientos en las experiencias cotidianas que dan lugar a la formación de               

memorias (Eichenbaum, β011). Esta organización espacial y temporal no sólo proporciona           

un esquema de codificación para apoyar la adquisición rápida de memorias de eventos             

individuales, sino que también permite explicar la posibilidad de la repetición mental de             

secuencias espacio-temporales en momentos posteriores (Preston y Eichenbaum β01γ).         

Todos estos descubrimientos y muchos más consolidan al hipocampo como una estructura            

crucial en la formación de memorias y destacan su importancia en la codificación y              

almacenamiento de la información contextual (εorris y Frey β007; εyers y Gluck, 1994).  

δa importancia que se le ha dado al hipocampo en la consolidación de la memoria y                

la cantidad de estudios sobre esta estructura pueden de algún modo eclipsar a otras              

estructuras con una participación de igual relevancia en estos procesos. Una de estas             

estructuras que ya se mencionó anteriormente es la amígdala. Esta estructura se ha             

caracterizado principalmente en memorias con un componente emocional negativo; de allí           

es que surge el concepto ya hoy en día antiguo, de que la amígdala procesa solamente                

memorias de miedo. Con lesiones pre- y post-entrenamiento se ha determinado la            

necesidad de la amígdala en la formación de estas memorias de miedo (δeDoux, β000;              

εaren, β001). A su vez, su inactivación reversible mediante inyección local de muscimol (un              

agonista de los receptores GABAA) previa a la adquisición ha aportado aún más evidencia              

en esta dirección (εuller et al. 1997). Sin embargo, otros estudios apoyan la noción de que                

la amígdala tiene un rol más amplio en la memoria. En particular se encontró que la                

amígdala está involucrada en el procesamiento y almacenamiento del intervalo entre EC y             

EI (Diaz-εataix et al., β014). Por otra parte, más recientemente se comenzó a estudiar el rol                

de la amígdala en la consolidación y reconsolidación de memorias de valencia positiva             

(Feltenstein y See, β007; Fernando et al., β01γ; Heldt et al., β014; εerlo et al., β015). Todos                 

estudios moleculares y comportamentales plantean a la amígdala como un área de gran             
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importancia en la memoria más allá del procesamiento de la información emocional negativa             

de un estímulo. δos mecanismos moleculares que subyacen a estas funciones en la             

amígdala se introducirán en mayor detalle en la sección siguiente. 

Otro área que ha recibido poca atención en el estudio de la memoria en              

comparación con el hipocampo es el núcleo accumbens. Tradicionalmente el núcleo           

accumbens se ha estudiado como un centro de procesamiento de actividad locomotora,            

recompensa, adicción y motivacion (White, 1989; Robbins y Everitt, 1996). En particular se             

ha estudiado el rol de esta estructura en el condicionamiento de alivio (Gerber et al., β014),                

ya que el estímulo se presenta en el momento del alivio del evento aversivo. A diferencia de                 

un estímulo aversivo, un estímulo de alivio induce comportamiento de aproximación (Yarali            

et al., β008) o una atenuación de la respuesta de sobresalto (Andreatta et al., β010),               

indicando que debe compartir características básicas con condicionamiento de recompensa.          

Existe, sin embargo, un creciente cuerpo de literatura que sugiere que esta estructura está              

involucrada en el aprendizaje y la memoria de una manera disociable de su rol en otros                

aspectos de la conducta (Setlow, 1997). δesiones en el núcleo accumbens previas al             

entrenamiento impiden el aprendizaje en el laberinto de agua de εorris, una tarea             

declarativa donde las ratas deben encontrar una plataforma sumergida (εorris et al., 198β).             

Así mismo, infusiones intra-núcleo accumbens del agonista dopaminérgico haloperidol         

tienen un efecto similar (Ploeger et al., 1994). Varios estudios han encontrado que este área               

está involucrada en el aprendizaje y en la consolidación, pero no en la recuperación, lo que                

sugiere que éste no es un sitio de almacenamiento permanente de la memoria (Setlow,              

1997). δas mismas lesiones e infusiones de haloperidol que perjudican el aprendizaje            

cuando se realizan antes del entrenamiento tienen poco o ningún efecto cuando se realizan              

en ratas que están entrenadas en la tarea antes de la manipulación (Sutherland y              

Rodríguez, 1989). Por otro lado, el estudio del núcleo accumbens en memorias aversivas ha              

dado lugar a evidencias de su rol en memorias de aversión gustativa (Fenu et al., β00γ),                
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memorias de miedo (δevita et al., β00β), y aún más interesante para este trabajo, en               

memorias de evitación inhibitoria (εanago et al., β008). 

En este trabajo de tesis se explora la participación del hipocampo, la amígdala y el               

núcleo accumbens en la consolidación de memorias apetitivas y aversivas en un mismo             

paradigma contextual basado en el aparato de evitación inhibitoria en ratón.  

 

e. Bases moleculares de la memoria 

Se ha avanzado mucho en el estudio de las bases moleculares de la memoria desde               

que en 197β Edward Kosower publicó una primera revisión con la teoría de las bases               

moleculares de la memoria. En ese momento la teoría se basaba principalmente que las              

memorias se guardaban en las sinapsis y dependían mayoritariamente de la dinámica del             

receptor de acetilcolina (Kosower, 197β). Hoy en día se sabe que hay muchas moléculas              

que forman parte de los distintos procesos mnésicos. Además se discute exactamente en             

qué localización subcelular se almacenan las memorias, con fuerte evidencia que apunta a             

un rol del núcleo de igual importancia que el de las sinapsis (Chen et al., β014).  

δa comprehensión de los mecanismos que subyacen a la consolidación celular, o            

simplemente consolidación, ha sufrido grandes avances en los últimos años gracias al            

progreso en las técnicas de neurobiología molecular y celular. Ahora se sabe que en la               

consolidación celular, las modificaciones postraduccionales, inducidas por la activación de          

vías de transducción de señales intracelulares, culminan en la modulación de la expresión             

génica neuronal y en la síntesis de nuevas proteínas (Davis y Squire, 1984; Goelet et al.,                

1986; Dudai, β00βa). Estos procesos implican mecanismos sinápticos locales, mecanismos          

que comprenden a toda la célula y un intercambio de información cruzada entre la sinapsis               

y el núcleo (Frey y εorris, 1997; Dudai y εorris, β000). Se cree que las las proteínas que se                   

sintetizan de novo incorporan e introducen modificaciones a largo plazo en las propiedades             
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funcionales de la sinapsis lo cual probablemente implique plasticidad morfológica (Bailey y            

Kandel, 199γ). 

δa primera evidencia de la síntesis de proteínas durante la consolidación proviene            

del uso de antibióticos como la puromicina y la cicloheximida (Flexner et al., 196γ; Agranoff               

y Klinger, 1964; Barondes y Cohen, 1966). Estos inhibidores de la traducción indujeron un              

impedimento en la memoria cuando se administraron justo antes o después de la             

adquisición. Éste efecto se limitó a las memorias de largo plazo, es decir no se observó                

deterioro del aprendizaje cuando se evaluó la memoria a corto término luego de la infusión               

de estos inhibidores. El hallazgo de la necesidad de la traducción para la consolidación de               

la memoria de largo término se vió acompañado por el descubrimiento de la necesidad de la                

transcripción para este mismo proceso mnésico (Agranoff & Klinger, 1964; Barondes et al.,             

1964, Barondes & Cohen, 1966, revisado en Alberini & Kandel, β014). El papel de la               

síntesis de ARNm en la formación de memoria se evidenció inicialmente por el uso del               

inhibidor transcripcional actinomicina D (Barondes y Jarvik, 1964). Al igual que los otros             

inhibidores de la síntesis proteica, la actinomicina D impidió la consolidación de la memoria              

de largo término sólo cuando se administró alrededor de la sesión de entrenamiento. A              

partir de estos resultados se continuó con el estudio de los procesos río arriba de la                

transcripción para continuar dilucidando los mecanismos moleculares involucrados en la          

memoria. Así fue como, muchos años más tarde, se describió la implicación de varios              

factores de transcripción en distintos niveles del procesamiento mnésico. δos primeros           

factores de transcripción identificados de este modo fueron CREB (Dash et al., 1990) y              

c-Fos (Anokhin y Rose, 1991). δos estudios siguientes sobre CREB en Aplysia, Drosophila y              

roedores apoyaron la participación de este factor de transcripción en un mecanismo            

molecular evolutivamente conservado implicado en la plasticidad neuronal asociado a la           

formación de la memoria (Bourtchouladze et al., 199γ; Yin et al., 1994). En los años               

siguientes a estos estudios se identificaron tres factores de transcripción más involucrados            
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en la memoria. Estos nuevos jugadores en el procesamiento de la memoria a nivel              

molecular son C/EBP (Alberini et al., 1994), Zifβ68 (Okuno y εiyashita, 1996, Jones et al.,               

β001) y NF-kappa B (Freudenthal et al., 1998, Freudenthal y Romano, β000). Hoy en día               

abunda la evidencia que apoya la función esencial de estos 5 factores de transcripción en               

procesos de la memoria (Alberini, β009). 

Aunque el rol de los factores de transcripción es uno de los mecanismos             

moleculares que están involucrados en los procesos de memoria más estudiados cabe            

destacar la gran cantidad de interacciones moleculares que ocurren más allá de la síntesis              

proteica que son sumamente importantes para la consolidación, reconsolidación y          

persistencia de la memoria de largo término. Entre ellos se destacan las modificaciones             

post-traduccionales como la acetilación (Sharma, β010) o la fosforilación (Sunyer et al.,            

β008), la función del proteasoma (Firovante y Bryne, β011) y mecanismos epigenéticos de             

rearreglo de la cromatina (Federman et al. β014; Jarome et al. β014). A su vez, no menos                 

importante, podemos mencionar a la polimerización y despolimerización de actina que           

permite los rearreglos del citoesqueleto (Rudy, β015); y dinámica de los receptores y otras              

proteínas de la densidad post sináptica (Specht y Triller, β008) que conjuntamente dan lugar              

al desarmado o creación de espinas dendríticas (Kasai, β010; Hanley, β014). De allí se              

desencadenan un sin fin de interacciones moleculares y cascadas de señalización           

entrelazadas que dan lugar a la formación de las memorias y sobre las cuales se continúa la                 

investigación. 

Al examinar en detalle todos estos mecanismos y vías moleculares se encontraron            

determinadas particularidades asociadas a cada tipo de aprendizaje o memoria. Esto           

permite evaluar desde los mecanismos más ampliamente involucrados en la memoria en            

general hasta los mecanismos particulares que subyacen a cada tipo de memoria. Un             

ejemplo de esto es el de los receptores de glutamato tipo NεDA; los fármacos que               

bloquean estos receptores impiden ciertos tipos de aprendizaje, incluyendo tareas que           
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dependen de la función del hipocampo (εorris et al., 1986). Sin embargo, algunas versiones              

de estas tareas no se ven afectadas (Bannerman et al., 1995).  

Se ha encontrado que los mecanismos moleculares generales necesarios para la           

formación de la memoria tienen lugar en varias áreas del cerebro de los mamíferos. El               

hipocampo en particular ha sido un área extensamente estudiada y donde se realizaron             

varios de los primeros estudios moleculares mencionados anteriormente (Squire et al.,           

β015; Calabresi et al. β016). Sin embargo, como se mencionó en la sección anterior, el               

hipocampo no es la única área involucrada en el procesamiento de información que dará              

lugar a memorias de largo término. Se han identificado factores moleculares clave que             

contribuyen a la plasticidad neural en la amígdala involucradas en la consolidación de la              

memoria (Stork y Pape, β00β). En lo que se refiere a mecanismos moleculares generales en               

la amígdala involucrados en procesos mnésicos, estudios recientes han abierto interesantes           

perspectivas en la investigación sobre la memoria del miedo. δa reconsolidación de las             

memorias del miedo requiere síntesis de proteínas en la amígdala (Nader et al., β000),              

induce la activación de CREB y c-fos (Hall et al., β001) y se bloquea mediante la inhibición                 

de la función CREB después de la recuperación (Kida et al., β00β). εás recientemente, se               

ha demostrado que las modificaciones epigenéticas en la amígdala también son necesarias            

para la consolidación y la reconsolidación de la memoria (εaddox et al., β01γ). En lo               

referido al papel de los receptores glutamatérgicos (AεPAR y NεDAR) en la amígdala se              

vió que tienen distinta participación en la recuperación y la reconsolidación de la memoria              

(García-Delatorre et al., β014). Por otra parte, también se han estudiado mecanismos            

moleculares involucrados en la memoria que resultan específicos para la amígdala. Un            

ejemplo es el rol de los receptores dopaminérgicos D1 en dicha área en la desestabilización               

de memorias apetitivas durante la reconsolidación (εerlo et al. β015).  

En el núcleo accumbens, otro área importante en los procesos mnésicos, las            

inyecciones de la anisomicina inmediatamente después del condicionamiento de alivio          
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bloquean la consolidación de la memoria de largo término (Bruning et al., β016). En éste               

área, el bloqueo de los receptores de glutamato tipo NεDA inhibe la adquisición tanto del               

condicionamiento de alivio como del condicionamiento apetitivo (Di Ciano et al., β001;            

εohammadi y Fendt, β015). εás estudios son necesarios para identificar mecanismos           

moleculares particulares de este área involucrados en los procesos de memoria. En el             

presente trabajo se profundiza en el rol de la vía de NF-kappa B en estas tres áreas del                  

cerebro de ratón (hipocampo, amígdala y núcleo accumbens) con el objetivo de explorar             

uno de los mecanismos generales involucrados en la consolidación de la memoria en áreas              

donde su participación no se ha descrito aún. 

f. El factor de transcripción NF-kappa B 

El factor de transcripción NF-kappa B no es una proteína única, sino un pequeño              

grupo de proteínas íntimamente relacionadas que se unen a un dominio común en el ADN               

conocido como el sitio κB (Senftelben y Karin, β00β). δa familia del factor de transcripción               

NF-kappa B es un dímero que puede estar compuesto en vertebrados por siete proteínas:              

Rel A/p65, c-Rel, RelB, p100, p5β, p105 y p50 (Baldwin, 1996; Ghosh et al. , 1998) y en                  

invertebrados por tres: Dorsal, Dif y Relish (Hetru y Hoffmann, β009). Dentro de la familia se                

distinguen dos clases de proteínas debido a su modo de síntesis y transactivación. δas              

proteínas denominadas Rel (RelA/p65, RelB, cRel) que se sintetizan directamente en su            

forma madura y contienen el dominio RHD en el extremo carboxi-terminal que les permite la               

dimerización, unión al ADN y modulación de la transcripción. Por otro lado están los              

productos de los genes NF-kappa B1 y NF-kappa Bβ (p105 y p100), que precisan ser               

posteriormente procesados para dar las proteínas p50 y p5β, respectivamente (Senftelben y            

Karin, β00β). Estas subunidades tienen el dominio RHD en el extremo amino-terminal pero             

no poseen el dominio de modulación de la transcripción (Karin, β006). El dímero prototípico              

está formado por dos subunidades; p65 y p50 (εay y Ghosh 1997) y su actividad es                
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regulada principalmente a través de modificaciones post-traduccionales. En los vertebrados,          

NF-kappa B se encuentra principalmente en el citoplasma unido a una proteína reguladora             

que inhibe NF-kappa B denominada IκB (sus distintas versiones siendo IκBα, IκBȕ, IκBİ y              

Bcl-γ) (Whiteside y Israël, 1997), y en invertebrados, la proteína Cactus (Belvin y Anderson,              

1996). Frente a un estímulo, IκB es fosforilado por la quinasa de IκB (IKK, compuesta por                

IKK α, ȕ y Ȗ, también llamada IKK1, IKKβ y NEεO, respectivamente), para luego ser               

ubiquitinada y degradada por el proteasoma β6S dejando libre el dímero restante (Kanarek             

et al., β009). Esto expone la señal de localización nuclear (NδS) y el sitio de unión al ADN                  

del factor de transcripción. Cuando esto sucede se considera generalmente a NF-kappa B             

activo, porque es capaz de unirse al ADN y promover la transcripción (Baeuerle y Baltimore,               

1988). δas evidencias recientes indican que la regulación de la vía es aún más compleja,               

por ejemplo p65 y p50 son objeto de diversas modificaciones postraduccionales tales como             

ubiquitinación, acetilación, metilación, fosforilación, oxidación/reducción y isomerización de        

prolina (Toledano et al. 199γ, Schmitz et al., β004, Huang et al., β010).  

δa familia NF-kappa B fue originalmente identificada como un proto-oncogen ya que            

uno de sus miembros (Rel-v) es una oncoproteína del retrovirus REδ (Karin et al., β00β).               

Por este motivo, su rol en varios tipos de cáncer y en la inflamación ha sido ampliamente                 

estudiado (Xia et al.,β014; Hoesel y Schmid, β01γ). En este escenario, NF-kappa B             

generalmente responde a señales inflamatorias de las citoquinas, TNFα, Iδ-ȕ1, δPS y luz             

UV entre otras, mediadas en su mayoría por el receptor tipo “toll” (TδR)-εyD88 (Karin,              

β006).  

Como se introdujo anteriormente, la consolidación de la memoria de largo término es             

dependiente de la síntesis de novo de proteínas regulada por los factores de transcripción              

(Alberini y Kandel β015). Entre los factores de transcripción implicados en la regulación de              

la expresión génica durante la consolidación, se ha encontrado que NF-kappa B es activado              

y necesario durante la consolidación de recuerdos apetitivos y aversivos en varios            
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paradigmas (εeffert et al., β00γ, de la Fuente et al β015). El rol de NF-kappa B en la                  

memoria se desarrollará en profundidad en secciones posteriores pero un punto a destacar             

es que en nuestro laboratorio se ha trabajado sobre el rol de este factor de transcripción en                 

memoria por muchos años. En particular se ha descrito la activación nuclear de NF-kappa B               

durante la consolidación de la memoria de evitación inhibitoria en el hipocampo de ratón y a                

su vez se probó que esta activación es específica para la asociación entre el choque y el                 

contexto (Freudenthal et al., β005; Boccia et al., β007). δa inhibición de la activación del               

NF-kappa B en el hipocampo mediante la infusión de un oligonucleótido con la secuencia de               

consenso de kb o mediante el uso de la droga Sulfasalazina, induce amnesia sólo cuando               

se administra durante la ventana de consolidación (εerlo et al., β005; Freudenthal et al.,              

β005). δa sulfasalazina impide específicamente la activación de NF-kappa B, inhibiendo la            

actividad de la quinasa IKK, bloqueando su sitio de unión a ATP y no permitiendo que ésta                 

fosforile a IκB a su vez, impidiendo que NF-kappa B se transloque al núcleo (Wahl et al.,                 

1998). El efecto de la sulfasalazina sobre NF-kappa B no está mediado por su efecto sobre                

la ciclooxigenasa (εerlo et al., β00β). Esta droga se utiliza en el presente trabajo para               

evaluar el efecto de la inhibición de la vía de NF-kappa B en las tres áreas del cerebro                  

indicadas previamente. 

g. NF-kappa B en el sistema nervioso 

En el sistema nervioso, NF-kappa B se expresa tanto en neuronas como en células               

no neuronales como la glía y las subunidades más comúnmente expresadas en neuronas             

son heterodímeros p50-p65 y homodímeros p50 (De la Fuente et al., β015). En mamíferos,              

el factor de transcripción se expresa extensamente en el cerebro y tiene una fuerte              

presencia en áreas relacionadas con la memoria, incluyendo el hipocampo (Kaltschmidt y            

Kaltschmidt, β001).  
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En las neuronas, el factor de transcripción está en equilibrio entre su forma inactiva              

ligado al inhibidor (IκB), y el dímero libre que es capaz de trasladarse al núcleo y unirse al                  

ADN para facilitar la transcripción de determinados genes. El dímero se activa a través de la                

transmisión sináptica excitatoria glutamatérgica (NεDAR) por señales implicadas en la          

plasticidad neural como la despolarización y el incremento transitorio de Ca β+ intracelular a             

través de la señalización dependiente de Ca β+ y la activación de CaεKII (εeffert et al.,               

β00γ). NF-kappa B también se activa en respuesta a la dopamina y por neuropéptidos tales               

como angiotensina II (Frenkel et al., β00β) y por NCAε (Krushel et al., 1999). Una vez                

activado, el factor facilita la transcripción génica. Se han encontrado una serie de genes              

objetivo del factor de transcripción NF-kappa B en las neuronas, y muchos de ellos están               

relacionados con la plasticidad neuronal y la memoria. Estos incluyen los genes que             

codifican para las siguientes proteínas: CaεKIIį (Federman et al., β01γ), IGFβ (Schmeisser            

et al., β01β; Zhou et al., β00γ), C/EBPį (δiu et al., β007), BDNF (Saha et al., β006), PKA                  

(Kaltschmidt et al., β006), PKCį (Suh et al., β00γ), y APP (Song y δahiri, 1998).  

NF-kappa B en la sinapsis se describió por primera vez por el grupo Kaltschmidt en               

199γ en el sistema nervioso de ratas y se ha encontrado en sitios pre y postsinápticos                

(Kaltschmidt et al., 199γ, εeberg et al., 1996, Freudenthal y Romano, β000, Suzuki et al.,               

1998; εeffert et al., β00γ). Específicamente, p50 y su precursor p105 mostraron tinción en              

las sinapsis de retina, corteza y estriado, y la forma inducible de NF-kappa B fue detectable                

por EεSA en los sinaptosomas de corteza. A su vez, cultivos de cerebelo mostraron una               

inmunotinción fuerte para p65 en los contactos sinápticos (Guerrini et al., 1995). Otro             

componente de la vía de NF-kappa B, IκB, se detectó primero en fibras neuronales de rata                

(Joseph et al., 1996). No mucho después, este hallazgo fue corroborado en las sinapsis              

hipocampales y corticales de la rata y se observó la presencia de IκBα y p50 en la densidad                  

post-sináptica mediante microscopía electrónica y EεSA (Suzuki et al., 1997). También se            

encontró IκBȕ, en sinaptosomas de ratón (εeffert et al., β00γ). 
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El factor de transcripción se encontró en la post-sinapsis de las uniones             

neuromusculares de humanas (p65)(Yang et al., 1998) y de mosca (dorsal y            

cactus)(Cantera et al., 1999). El hallazgo en estas dos especies sugiere que la presencia en               

la sinapsis se conserva a través de la evolución. Recientemente se ha detectado a IKK (IKK                

α, ȕ y Ȗ) en el contenido sinaptosomal y densidades postsinápticas, en conjunto con Rel B y                 

c-Rel (Schmeisser et al., β01β). Varios informes indican también una localización axonal            

para los componentes de la vía de NF-kappa B. δas proteínas p65 e IKK han sido                

reportadas en el segmento inicial del axón (AIS), e IKK fue identificado unido a microtúbulos               

(Schultz et al., β006; Sánchez-Ponce et al., β008). Hubo cierta controversia sobre la             

presencia de IκB en el AIS ya que se vió un fuerte reconocimiento a un epítope no                 

identificado en ratones knockout IκB, e IκB parece no ser necesario para el montaje del AIS                

(Buffington et al., β01β). También se encontró actividad de unión a ADN de NF-kappa B en                

el axoplasma de Aplysia (Povelones et al 1997).  

δa presencia de una forma inducible de NF-kappa B en las sinapsis llevó a la               

hipótesis de que el factor de transcripción es activado localmente por la actividad sináptica y               

luego, en este estado activado, es transportado retrógradamente al núcleo para regular la             

expresión génica. Este hecho confiere a este factor de transcripción una función dual como              

detector de actividad sináptica y como regulador transcripcional (εeffert et al., β00γ; Salles             

et al., β014). Desde el descubrimiento de la presencia de NF-kappa B en las dendritas, la                

hipótesis principal fue que el factor de transcripción es capaz de ser transportado de la               

sinapsis al núcleo, para transducir la actividad sináptica en la actividad transcripcional.            

Varios de estos pasos demostraron ser correctos; en cultivos de hipocampo de rata, la              

estimulación con glutamato o despolarización, resultó en la redistribución de p65 de las             

neuritas hacia el núcleo. Esta redistribución fue dependiente en un NδS funcional, lo que              

sugiere que fue la subpoblación de NF-kappa B activo la que fue transportada al núcleo               

(Wellmann et al., β001). El complejo motor dineína/dinactina, junto con los microtúbulos,            
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media el transporte de NF-kappa B al núcleo y este transporte depende de la interacción de                

p65 vía su NδS con importinas α/ȕ (Fagerlund et al., β005; εikenberg et al., β007).               

Tomados en conjunto, estos datos indican que luego de activado, NF-kappa B sináptico es              

capaz de translocar al núcleo, donde transduce la actividad sináptica en la inducción             

transcripcional de genes específicos. Una hipótesis diferente, que podría coexistir con la            

anterior, es que NF-kappa B además puede modular la función sináptica localmente            

(Heckscher et al., β007; Salles et al., β014). Esta hipótesis se discute en este trabajo de                

tesis donde se construye una importante base para el futuro estudio de este rol de               

NF-kappa B en la memoria. 

h. Rol de NF-kappa B en la memoria 

El descubrimiento de NF-kappa B en el sistema nervioso y de la necesidad de la               

transcripción génica para la consolidación de memorias de largo término proveyó el            

escenario para que poco después se identificara a NF-kappa B como una pieza clave en               

estos procesos. δa potenciación a largo plazo (δTP) y la depresión a largo plazo (δTD) son                

modelos de plasticidad sináptica que aumentan o disminuyen, respectivamente, la eficacia           

sináptica y se cree que son un correlato de los mecanismos celulares de la memoria. δa                

inducción de δTP in vivo en hipocampo aumentó la expresión y la activación de NF-kappa B                

(εeberg et al., 1996, Freudenthal et al., β004). A su vez, la inhibición de NF-kappa B redujo                 

la magnitud del δTP e impidió la inducción de δTD (Albensi y εattson, β000). Por lo tanto, el                  

factor de transcripción es necesario en estos procesos experimentales de plasticidad           

sináptica que se consideran buenos correlatos de los cambios sinápticos que se producen             

durante el almacenamiento de la memoria. A su vez, NF-kappa B está directamente             

implicado en el control de la densidad de espinas dendríticas, su regulación a lo largo de la                 

activación de IKK aumenta la densidad de espinas y la inhibición la disminuye (Boersma et               

al., β011; Russo et al., β009). El cambio en la densidad de espinas es otro correlato celular                 
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de la memoria que podría considerarse como uno de los mecanismos que subyacen a estos               

procesos.  

δa primera evidencia de la participación de NF-kappa B en la memoria in-vivo se              

obtuvo en invertebrados, en la memoria de contexto-señal en el cangrejo Neohelice            

granulata (antes Chasmagnathus granulatus ). En este modelo, en el cual las señales            

contextuales están asociadas con un estímulo de peligro, la activación de NF-kappa B se              

correlaciona altamente con la formación de memorias de largo término (Freudenthal et al.,             

1998; Freudenthal y Romano, β000) mientras que la inhibición de este factor de             

transcripción impide la formación de memoria (εerlo et al., β00β). Otros estudios            

encontraron que NF-kappa B está involucrado en procesos de memoria en roedores, en             

diferentes tareas de aprendizaje como el condicionamiento de sobresalto en respuesta al            

miedo (Yeh et al., β00β), el laberinto de brazos radiales (εeffert et al., β00γ), la evitación                

inhibitoria (Freudenthal et al., β005), el condicionamiento contextual de miedo (δubin y            

Sweatt, β007), la preferencia condicionada de lugar (Yang et al., β011) y el reconocimiento              

de objetos novedosos (Federman et al., β01γ). δa inhibición de la vía de NF-kappa B en el                 

hipocampo, durante la consolidación y reconsolidación resulta ser amnésica para la tarea de             

memoria de evitación inhibitoria (Boccia et al., β007). 

En el condicionamiento de sobresalto en respuesta al miedo, las ratas entrenadas            

recibieron 10 estímulos de luz pareados con un choque eléctrico, y las ratas control              

recibieron una presentación pseudoaleatoria del mismo número de estímulos de luz y            

choques. En una sesión de evaluación, se presentó el estímulo condicionado junto con un              

ruido blanco y se evaluó el sobresalto potenciado por el miedo. Utilizando este modelo, se               

encontró un incremento de la actividad de unión a ADN de NF-kappa B mediante EεSA a                

las β-6 h después de un entrenamiento en amígdala pero no en hipocampo o cerebelo.               

También se evidenció la activación de IKK a los 10 y γ0 minutos después del               

entrenamiento, retornando a los niveles basales a los 90 min. δa inhibición intra-amígdala             
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de NF-kappa B antes del entrenamiento redujo significativamente el sobresalto en la            

evaluación de la memoria de largo término, apoyando la idea de que la activación de               

NF-kappa B en la amígdala es necesaria para el almacenamiento de este tipo de memoria               

(Yeh et al., β00β). 

En el hipocampo, la primera evidencia del papel de NF-kappa B en la memoria se               

encontró en una tarea de evitación inhibitoria en ratones. Como se desarrolló anteriormente,             

el hipocampo es una estructura clave para las memorias contextuales porque está            

involucrada en el procesamiento y la identificación de las características de diferentes            

lugares; y en la codificación del estímulo incondicionado asociado con un lugar particular.             

En esta tarea, los animales fueron colocados en una plataforma abierta, elevada e             

iluminada con libre acceso a un compartimiento oscuro. Una vez que los animales entraron              

en el compartimiento oscuro, recibieron un choque eléctrico. δos animales entrenados           

típicamente muestran latencias altas de entrada al compartimiento oscuro durante la sesión            

de evaluación. Además, se encontró que la inhibición de este factor de transcripción             

mediante la administración intra-cerebro ventricular de sulfasalazina inmediatamente        

después del entrenamiento indujo un déficit de retención de la memoria de una manera              

dependiente de la dosis (Freudenthal et al., β005). Por el contrario, las inyecciones de              

sulfasalazina fuera de la ventana de consolidación no afectaron la retención. Este mismo             

efecto se observó cuando se estudió la inhibición directa de NF-kappa B con un              

oligonucleótido de secuencia kB. El oligonucleótido kB consiste en ADN de doble hebra que              

contiene la secuencia consenso que une al factor de transcripción, compitiendo con el ADN              

en el núcleo y de este modo secuestrando al factor de transcripción e impidiendo su acción.                

δos animales mostraron un impedimento en la retención de la memoria cuando se inyectó el               

oligonucleótido de manera intra-cerebro ventricular, β horas previo al entrenamiento. Por el            

contrario, la inyección de un oligonucleótido con una única mutación de base en la              

secuencia consenso no afectó la memoria de largo término. Utilizando la misma tarea se              
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estudió la activación de NF-kappa B en el hipocampo mediante EεSA y se observó que la                

misma aumentó a los 45 minutos después del entrenamiento en los animales entrenados,             

habiendo regresado a los niveles basales a las β hs luego del entrenamiento. Estos              

resultados apoyan la idea de que la activación del NF-kappa B en el hipocampo es               

necesaria para la consolidación de las características contextuales y la asociación con el             

estímulo condicionado (Freudenthal et al., β005). 

También se estudió la dinámica de la activación NF-kappa B en el hipocampo en la               

consolidación de la memoria miedo contextual. En esta tarea, los ratones asocian            

características contextuales de la cámara de entrenamiento con un choque eléctrico.           

Durante la evaluación, se determina el porcentaje de respuesta observando el tiempo de             

inmovilidad (también conocido como respuesta estereotipada de freezing ). Similar a los           

resultados obtenidos en evitación inhibitoria, se observó una activación del NF-kappa B            

hipocampal a los 45 minutos después de la adquisición de tres ensayos (de la Fuente et al.,                 

β014). δa administración intra-hipocampal de sulfasalazina indujo efectos amnésicos,         

evidenciados en nuevas sesiones de evaluación a las β4 horas y β semanas después del               

entrenamiento, lo que sugiere un efecto amnésico permanente. Estos hallazgos apoyan que            

NF-kappa B en el hipocampo está involucrado en la consolidación de memorias aversivas             

contextuales . 

Estas tareas descriptas anteriormente implican la presencia de un estímulo aversivo.           

Con esta información, una posible interpretación es que NF-kappa B está específicamente            

involucrado en las memorias asociadas con estímulos aversivos. δa tarea de           

reconocimiento de objetos novedosos es ampliamente utilizada para la investigación de           

memorias declarativas y evalúa la capacidad de determinar si un elemento u objeto             

recientemente encontrado se ha encontrado previamente. En la variante clásica de la tarea,             

el animal es expuesto durante el entrenamiento a dos objetos idénticos y se le permite               

explorarlos durante un período de tiempo definido. Durante la sesión de evaluación, los             
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animales están expuestos a dos objetos distintos entre sí, uno de ellos es uno de los objetos                 

presentados durante el entrenamiento y el otro es un objeto nuevo. Se contabiliza el tiempo               

de exploración de los dos objetos y se determina un índice de discriminación que indica que                

objeto se exploró más, esta tarea aprovecha la predisposición natural del roedor a explorar              

más en detalle objetos nuevos pro sobre aquellos conocidos. En la tarea de reconocimiento              

de objeto novedoso, no existen estímulos aversivos, pero tampoco se puede clasificar como             

una tarea con valencia apetitiva. Se encontró que NF-kappa B se activa en el núcleo de las                 

células del hipocampo a los 45 y 60 min después de la adquisición. Nuevamente, la infusión                

de oligonucleótido kB en el hipocampo después del entrenamiento impide la consolidación            

de la memoria de reconocimiento cuando se evalúa β4 hs post-entrenamiento (Federman et             

al., β01γ; Zalcman et al., β015). Estos experimentos apoyan la participación de NF-kappa B              

en la consolidación de la memoria de reconocimiento de objeto novedoso y conjuntamente             

con los experimentos anteriores plantean un rol más general del factor de transcripción en la               

consolidación de la memoria, independiente de la valencia de la misma. 

δos factores de transcripción como NF-kappa B están involucrados en el primer paso             

de la regulación de la expresión génica. Es decir, estos factores son aquellos que ya están                

presentes en el momento de la actividad neuronal inducida por el entrenamiento. δa             

activación de este tipo de factores de transcripción permite un segundo paso en la              

regulación de genes mediante la inducción de genes de respuesta temprana cuyos            

productos proteicos son, a su vez, factores de transcripción. Entre estos, se ha encontrado              

que zifβ68 desempeña un papel crítico en la formación de la memoria de largo término y la                 

reconsolidación. Se sabe que NF-kappa B es capaz de unirse a la región promotora del gen                

que codifica para zifβ68 (Thyss et al., β005), implicando a NF-kappa B en la regulación de                

su expresión. Recientemente se encontró que la expresión de la proteína zifβ68 se induce              

en el hipocampo a los 45 min después del entrenamiento de la tarea de reconocimiento de                

objeto novedoso. A su vez, la administración intrahippocampal post-entrenamiento de un           
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oligonucleótido antisentido al mRNA zifβ68 produce un deterioro de la memoria de            

reconocimiento. Además, se encontró que la inhibición de NF-kappa B mediante la            

utilización del oligonucleótido con la secuencia consenso kB redujo significativamente el           

incremento en los niveles de proteína zifβ68 inducidos por el entrenamiento. Esto indica que              

zifβ68 es necesario para la consolidación de la memoria de largo término de reconocimiento              

de objeto novedoso y que NF-kappa B participa en la regulación de su expresión en el                

hipocampo durante estos procesos (Zalcman et al., β015). 

Todos estos estudios previos se focalizan en la activación nuclear del factor de             

transcripción. Sin embargo, su presencia en la sinapsis dio lugar a la hipótesis de su posible                

rol local en la memoria. δa activación de NF-kappa B en la sinapsis se observó en primer                 

lugar en células de hipocampo en cultivo (εikenberg et al.; β007). In-vivo e investigando su               

rol en memoria, la activación de NF-kappa B en sinaptosomas se observó por primera vez               

durante la consolidación de la memoria a largo plazo en el cangrejo Neohelice granulata              

(Freudenthal y Romano, β000). En este trabajo se explora la activación del factor de              

transcripción en sinaptosomas de ratones durante dos tareas contextuales de valencia           

opuesta basadas en la tarea de evitación inhibitoria. 

 

i. NF-kappa B y proteínas sinápticas 

Estudios recientes han proporcionado evidencia de que el aprendizaje involucra          

procesos específicos de ganancia y eliminación de sinapsis, que conducen a la traza             

mnésica (Caroni et al., β01β). NF-kappa B, cuya activación ya se confirmó como parte del               

proceso de consolidación de la memoria, es un candidato para ejercer control en estos              

reordenamientos. Su localización en la sinapsis le confiere una característica ideal para            

ejercer una función mediante cascadas de señalización  in-situ  (Salles et al., β014).  
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NF-kappa B puede ser modificado post-traduccionalmente y estas modificaciones         

tienen la capacidad de cambiar su actividad transcripcional afectando directamente su           

capacidad de interactuar con el ADN o indirectamente afectando sus interacciones           

proteína-proteína (Zhong et al 1998; Chen y Greene, β005; Huang et al., β010; Hochrainer              

et al., β01γ). Entre la regulación de las interacciones proteína-proteína ejercida por            

modificaciones postraduccionales sobre NF-kappa B se encuentra la capacidad del factor           

de transcripción de reclutar enzimas a localizaciones particulares. Esta capacidad se activa            

cuando NF-kappa B es fosforilado por la quinasa PKA, promoviendo de este modo el              

reclutamiento de acetiltransferasas a promotores particulares en la cromatina (Zhong et al.,            

1998). Estos resultados le confieren a NF-kappa B un rol nuclear más allá de su rol                

canónico directo como factor de transcripción. Se cree que esta capacidad de interactuar             

con otras proteínas puede ser la clave del rol del factor de transcripción en la sinapsis.                

Informes de diferentes modelos animales y paradigmas de plasticidad sináptica indican que            

NF-kappa B desempeña un papel en la definición de la composición post-sináptica, y que              

esta regulación es la base de la fuerza sináptica (Salles et al., β014). 

Un indicio de que el rol de NF-kappa B en la sinapsis está relacionado íntimamente               

con su capacidad de interactuar con otras proteínas está dado por la función de dorsal y                

cactus (homólogos de NF-kappa B e IκB respectivamente) en la placa neuromuscular de             

Drosophila. En la placa neuromuscular, dorsal y cactus rodean los grupos de receptores de              

glutamato de las post-sinapsis. δa movilización de dorsal y cactus de después de la              

activación de la unión neuromuscular mediante estimulación eléctrica o del glutamato está            

mediada por el calcio (Bolatto et al., β00γ). A su vez, se sabe que esta agrupación de                 

receptores de glutamato en la placa neuromuscular de drosophila está mediada por dorsal y              

cactus. Esta evidencia apoya la idea de que la vía de NF-kappa B regula la inserción de la                  

membrana de los receptores de glutamato en la placa neuromuscular de moscas a nivel              

post-traduccional (Heckscher et al., β007). 
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En la placa neuromuscular de ratón, el agrupamiento de receptores de acetilcolina            

(AChR) es estimulado por el antígeno y requiere varias proteínas, incluyendo la proteína de              

andamiaje asociada a AChR, Rapsyn. δa deficiencia selectiva de p65 en el músculo             

esquelético es seguida por una reducción de la densidad de AChR en la placa              

neuromuscular y un decremento en el nivel de la proteína Rapsyn. Por lo tanto, la               

agrupación de AChR en ratones se controla, al menos en parte, a través de la regulación                

transcripcional ejercida por NF-kappa B sobre la proteína sináptica Rapsyn (Wang et al.,             

β010). A su vez, existen evidencias de que la interferencia en la vía de señalización de                

NF-kappa B afecta también a otras proteínas post-sinápticas. En particular se ve afectada la              

densidad de GluA1 (subunidad del receptor de AεPA) y la inclusión de membrana y la               

presencia de PSD-95 y Sap97. Esto indica que la vía de NF-kappa B está directamente               

implicada en la regulación de la fuerza sináptica al (O'εahony et al., β006, Boersma et al.,                

β011, Schmeisser et al., β01β, εihalas et al., β01γ). Sin embargo, no hay trabajos aún en                

roedores que hayan confirmado la capacidad de modular receptores sinápticos localmente. 

Como se introdujo anteriormente, NF-kappa B se activa a través de los receptores             

de glutamato tipo NεDA por señales como la despolarización y el incremento transitorio de              

Caβ+ intracelular y la activación de CaεKII (εeffert et al., β00γ). Se hipotetiza que NF-kappa               

B puede entonces ser activado mediante dos vías; una en la sinapsis por mecanismos de               

transducción de señales locales y otra a nivel nuclear activado por la despolarización que              

viaja al soma. Esto hace que los receptores de NεDA sean un blanco interesante para               

poder investigar el rol del factor de transcripción sináptico disociado de su rol a nivel               

nuclear. En este trabajo de tesis se pone a punto comportamentalmente una herramienta             

cuyo fin es esta disociación para el futuro estudio y profundización del rol sináptico de               

NF-kappa B. Esta herramienta es un péptido cíclico que impide la unión de PSD95 con la                

subunidad NRβ del receptor de NεDA (δeblanc et al., β010) y por lo tanto disrumpe la                

cascada de señalización local del receptor sin afectar su actividad como canal. 
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PSD95 es una importante proteína de andamiaje post-sináptica (Cheng et al., β006;            

Kim y Sheng, β004) que promueve la maduración de las sinapsis y ejerce una gran               

influencia sobre la estabilidad, la fuerza y la plasticidad sináptica (El-Husseini et al. β000;              

Elias et al., β006). Por otra parte, la sobreexpresión de PSD95 influye directamente en la               

potenciación a largo plazo (δTP) en el cerebro (Beïque y Anderade, β00γ; Ehrlich y              

εalinow, β004, εir et al., β014). δas espinas con niveles bajos de PSD95 son más               

susceptibles a alteraciones morfológicas dependientes de la actividad (Steiner et al., β008),            

y la pérdida de PSD95 conduce a la retracción de las espinas (Cane et al., β014, Ehrlich et                  

al. β007), lo cual está implicado en varias enfermedades neurológicas, tales como            

depresión, adicción, demencia y trastornos de ansiedad. Sin embargo, existen pocos           

estudios que identifican el papel de PSD95 en la consolidación de la memoria y su función                

no ha sido descrita en detalle. Recientemente se demostró que ratones mutantes knock-out             

(KO) para el gen de la proteína trans-membrana tmemγ5, presentan baja localización            

sináptica de PSD95 y mostraron deterioro en la memoria especial y de miedo dependiente              

del hipocampo (Kennedy et al., β016). Por otra parte, mutantes KO para CPEBγ muestran              

niveles elevados de proteínas PSD95, NεDA y GluA1 y consecuentemente una mejora en             

el rendimiento en tareas espaciales como el laberinto de agua de εorris (Huang et al.,               

β014). En ratas expuestas al anestésico sevoflurano se observó un deterioro significativo de             

la memoria de trabajo y a su vez una expresión disminuida de PSD95 en la corteza                

prefrontal (δing et al., β015). En línea con estos resultados, una tarea de ejercicio que               

mejora la memoria contextual de miedo también aumenta los niveles de PSD95 en el              

hipocampo de ratas (Fernandes et al. β016). Sin embargo, inhibidores de la interacción             

proteína-proteína entre PSD95 y nNOS no tienen efecto amnésico en dos tareas            

comportamentales en ratas (Smith et al., β016). Esto podría implicar que el efecto             

observado en la memoria se debe a la disrupción de una vía alternativa como podría ser la                 

de NF-kappa B.  
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PSD95 interactúa mediante sus dominios PDZ 1 y β con la subunidad NRβ del              

receptor de NεDA. δos receptores de glutamato tipo NεDA desempeñan un papel central             

en la plasticidad sináptica subyacente a procesos como la potenciación a largo plazo (δTP),              

el aprendizaje y la memoria (Platenik et al, β000). No obstante, no existen reportes de la                

importancia de la interacción de NDεAR con PSD95 en procesos mnésicos. En este trabajo              

se provee la primera evidencia de que la correcta interacción de PSD95 con el receptor de                

NεDA en células hipocampales de ratón es necesaria para la consolidación de memoria de              

evitación inhibitoria. 
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Hipótesis y Objetivos 
 

Hipótesis: 

NF-kappa B tiene una participación crítica en los procesos de consolidación de la             

memoria de largo término en distintas áreas del cerebro, tanto de memorias aversivas como              

apetitivas. Por otra parte, la presencia sináptica de NF-kappa B tiene una función             

independiente de su translocación al núcleo durante la consolidación. 

El objetivo general de esta tesis es profundizar el conocimiento de los mecanismos             

moleculares involucrados en la consolidación de la memoria.  

En particular los objetivos fueron: 

- Definir dos tareas comportamentales que permitan el estudio comparativo de          

memorias aversivas y apetitivas. 

- Estudiar la participación del NF-kappa B en dos tareas comportamentales,          

una aversiva y otra apetitiva. 

- Investigar la participación de distintas áreas del cerebro en la consolidación           

de memorias apetitivas y aversivas. 

- Caracterizar la localización, dinámica y función sináptica de NF-kappa B y en            

comparación con su rol nuclear. 

- Poner a punto una herramienta que permita inhibir interacciones locales          

mediante los PDZ de PSD95 en la sinapsis para el futuro estudio de esta y               

otras vías sinápticas de transducción de señales relacionadas con la          

consolidación de la memoria.  
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εateriales y εétodos
 

a. Animales 

δos experimentos se llevaron a cabo siguiendo la Guía del Instituto Nacional de             

Estados Unidos de Salud para el Cuidado y Uso de Animales de δaboratorio (NIH              

publicación no. 80-βγ / 96) y nuestros protocolos están aprobados por la Comité             

Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Experimentación (CICUAδ FCEyN protocolo            

# 0071/β016; FFyB protocolo Exp-UBA # 0044975/β016). Se utilizaron ratones CF-1           

machos criados en el laboratorio del Dr. εariano Boccia ( Mus musculus ) (edad 40-50 días;              

peso de β5-γ0 g). δos ratones se mantuvieron en una habitación mantenida a β1-βγ ° C en                 

un ciclo de luz-oscuridad de 1β h (luces encendidas a las 06.00 h), con acceso ad libitum a                  

alimento seco y agua. Se hicieron todos los esfuerzos para reducir el número de animales               

utilizados y aliviar el sufrimiento de los animales. 

b. Aparatos y procedimientos para experimentos      

comportamentales 

i. Aparato de evitación inhibitoria (Inhibitory Avoidance) 

Se utilizó el aparato para el entrenamiento de evitación inhibitoria en ratón, este             

entrenamiento utiliza la preferencia natural de los ratones por entornos oscuros. Este            

consiste de una pequeña (5 X 5 cm) plataforma elevada e iluminada con una abertura de                

acceso a un compartimiento oscuro (β0 X β0 X 15 cm) con un piso de rejilla de acero                  
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inoxidable (Figura ε&ε.I.D). δos ratones no fueron habituados al contexto previo al            

entrenamiento. Todos los ratones fueron entrenados entre las 8 a.m. y las 10 a.m. 

Se utilizaron durante el trabajo distintos grupos de entrenamiento con un número de             

entre 8 y 10 animales para cada grupo en cada experimento. δos grupos utilizados fueron S,                

U, Si y N. El grupo S (Shock ) consta de animales que durante el entrenamiento son                

colocados sobre la plataforma y cuando el animal entra al compartimiento oscuro recibe un              

choque eléctrico de 1.β mA, 50 Hz, 1s. El grupo U ( Un-Shocked ) son animales que son                

colocados en la plataforma pero al entrar en el compartimiento oscuro no reciben choque              

eléctrico. El grupo Si (Immediate Shock ) consiste de animales que son colocados en el              

compartimiento oscuro desde la tapa de arriba (la abertura hacia la plataforma se encuentra              

cerrada) e inmediatamente reciben un choque eléctrico de 1.β mA, 50 Hz, 1s. Por último, los                

animales N (Naïve ) no reciben ningún tipo de entrenamiento, fueron alojados en las mismas              

condiciones que la de los grupos experimentales, pero no experimentan el entorno            

experimental. Este grupo se incluyen con el fin de estimar los niveles basales en              

experimentos bioquímicos (Figura ε&ε.II.). 

Para los grupos entrenados (S, U y Si) la retención de la memoria fue evidenciada               

por mediana de las latencias al entrar en el compartimento oscuro durante la sesión de               

evaluación, 48hs después del entrenamiento. δa sesión de evaluación dura un máximo de 5              

minutos, tras los cuales los animales son devueltos a su caja de alojamiento. Este diseño               

hace que las diferencias entre grupos sean analizadas con estadísticos no paramétricos            

(ver Análisis de datos). 

ii. Plancha caliente 

δos ensayos de resistencia al dolor se midieron utilizando una plancha caliente. Esta             

consiste en una superficie de metal a 56ºC. Se coloca a los ratones de a uno sobre la                  

misma y se cuantifica la latencia de estos para levantar y lamer su extremidad anterior. 
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iii. Tablero con agujeros (Hole Board) 

δa adquisición de esta tarea involucra una forma de aprendizaje conocida como            

habituación, que posibilita la expresión de un cambio de comportamiento ante la exposición             

repetida de un sujeto a un ambiente definido, cuando dicha exposición no está acompañada              

de refuerzos significativos (Thompson y Spencer, 1966). Se utilizó el ensayo de habituación             

de una conducta de “hociqueo” (“nose-poke habituation task”) (Voits et al., 1995) el cual, tal               

como ha sido demostrado previamente, es aplicable a ratones como sujetos experimentales            

(Boccia y Baratti, 1999). 

El aparato utilizado consiste en un tablero (Ugo Basile, εod. 6650, Italia), construido             

con un panel gris mate, cuyas dimensiones son 40×40 cm, de γ,5 cm de espesor y que se                  

encuentra elevado a ββ cm de la mesa y que se mantiene tenuemente iluminado. El panel                

posee 16 orificios cilíndricos regularmente espaciados, de γ cm de diámetro. En su interior,              

cada uno de los orificios posee un emisor infrarrojo y un detector conectado a un contador                

automático que registra el número de veces que cada ratón introduce su hocico en los               

orificios. 

En el entrenamiento, cada ratón fue colocado en el centro del panel y se registró el                

número de hociqueos durante 5 minutos. δuego de los 5 minutos el ratón fue retirado del                

panel y devuelto a su jaula y el panel fue cuidadosamente higienizado con agua. Durante el                

ensayo de retención, realizado β4 horas luego del entrenamiento, cada ratón fue            

nuevamente colocado en el centro del panel y se registró el número de hociqueos durante 5                

minutos. δa diferencia entre el número de hociqueos durante la sesión de entrenamiento y              

durante el ensayo de retención se tomó como índice de memoria. 
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iv. Acicalamiento 

El acicalamiento para los ensayos de toxicidad se midió en una arena experimental             

con viruta. δos animales fueron observados durante 5 minutos en sesiones inmediatamente            

luego de las inyecciones, 1 hora y 18 horas después de las inyecciones. Se contabilizó el                

porcentaje de tiempo que los animales empleaban en la tarea estereotipada de            

acicalamiento (grooming ). Además se observó si los animales ladeaban la cabeza (head            

turning). 

c. Cirugías para canulación         

δos ratones fueron implantados bajo anestesia (0.1ml de 80% ketamina y β0%            

xilacina, intra-peritoneal) con cánulas guía de calibre βγ, 5 días antes del entrenamiento.             

Para el hipocampo (HIPO), las coordenadas desde Bregma (de acuerdo con el atlas de              

Paxinos y Franklin, β001) usadas fueron las siguientes: eje anterior-posterior (AP), -1,9; eje             

lateral (δ), ± 1,β; y el eje dorso-ventral (DV), -1.β. Para la amígdala (AεY) las coordenadas                

usadas fueron: AP, -1.5; δ, ± γ; y DV, -γ,5. Para núcleo accumbens (NAcc) las coordenadas                

fueron: AP, 1,6; δ, ± 1; y DV, -γ,1. Para la corteza somatosensorial primaria, región de la                 

extremidad anterior (S1Fδ) coordenadas fueron: AP, + 0,5; δ, ± β,5; y DV, -1. δas cánulas                

guía se fijan al cráneo con pegamento instantáneo y acrílico dental (Figura ε&ε.I.). 
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Figura M&M.I.
A) cirugía de implante de cánulas con estereotáxico. B) animales recuperados luego de la cirugía 
alojados de a 4/5 animales por caja. C) Procedimiento de inyección de animales canulados. D) 
Aparato de evitación inhinitoria, se observa la plataforma blanca con la lámpara que la ilumina, a la 
derecha del mismo esta el aparato que produce la descarga eléctrica en la rejilla dentro de la caja 
negra. E) Raton sobre la plataforma iluminada durante un entrenamiento.
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Figura M&M.II. Grupos experimentales
Grupos experimentales y procedimiento comportamental. Los ratones adultos CF1 machos se 
dividen en tres grupos experimentales para experimentos de comportamiento. Estos son los grupos 
S (recibe un choque eléctrico al entrar al compartimiento oscuro), Si (recibe un choque no asociado al 
contexto) y U (no reciben choque eléctrico al entrar en el compartimiento oscuro). La retención se 
evidencia al evaluar las latencias de entrada compartimiento oscuro durante la sesión de evaluación, 
48 horas después del entrenamiento. Los animales N (naïve) se utilizan para ensayos moleculares. 
Para los ensayos moleculares los animales se sacrifican 5, 15 o 45 minutos luego del entrenamiento.
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d. Drogas e inyecciones 

 i. Inyecciones 

 1. Intra-cerebrales 

En todos los casos, las inyecciones se realizaron de forma bilateral y el volumen de               

cada infusión fue de 0,5 μl/lado. δa cánula de inyección se insertó en la cánula guía para                 

llegar a las áreas blanco. Para HIPPO, AεY y NAcc, la cánula de inyección usada fue 1 mm                  

más larga que la cánula guía; para S1Fδ la cánula de inyección extiende sólo 0,5 mm más                 

allá de la cánula guía. δas inyecciones se administraron durante γ0 s. δa cánula de               

inyección se retiró después de 60 s para evitar el reflujo y para permitir la difusión de los                  

fármacos (Figura ε&ε.I.). Después de los procedimientos conductuales se realizó el           

examen histológico para corroborar el sitio de inyección. Para este fin, los animales fueron              

inyectados con tinta china y decapitados y los cerebros se colocaron en 4% de              

paraformaldehído durante 1 día seguido de γ0% de sacarosa durante otras β4 h para luego               

ser cortados con un vibratomo. Por último, el sitio de inyección se verificó con una lupa                

comparando con el atlas de Franklin y Paxinos. En los atlas se marca la posición de la                 

cánula de inyección y el área máxima alcanzada con las tinciones de tinta china. Sólo se                

incluyeron en el análisis los datos de los animales con cánulas situadas en las zonas               

blanco. 

β. Intra-venosas 

Se colocó a los animales de a uno en un tubo de plástico confeccionado a partir de                 

una jeringa de 50 ml para restringir el movimiento, dejando que la cola quede por fuera del                 

mismo. Una vez colocado al animal en el dispositivo se localizaron las venas laterales de la                

cola y se procedió a inyectar la droga o el vehículo. 
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γ. Intra-peritoneales 

Se sujetó a los animales para inmovilizarlos y colocándolos con el vientre hacia             

arriba se inyectó en el peritoneo al lado de la extremidad posterior izquierda. Esta inyección               

se utilizó para la administración de la anestesia para las cirugías de canulación y para uno                

de los experimentos con los péptidos PDZ1&β y PDZγ. 

 ii. Drogas 

δa sulfasalazina (Ácido β-hidroxi-5- [ (E)-β-{ 4-[ ( piridin-β-il ) sulfamoil ] fenil }              

diazen-1-il] benzóico) (Sigma, St. δouis, εO) se inyectó en una solución de β μg/μl, el               

vehículo para esta droga fue una solución de 100% de DεSO. δa dosis utilizada inhibe               

específicamente a NF-kappa B (Freudenthal et al., β005, Boccia et al., β007). 

Todas las generaciones de los péptidos PDZ1&β y PDZγ (Calista Therapeutics) son            

péptidos cíclicos de alta permeabilidad a las membranas, estables y solubles en agua. Para              

los ensayos de toxicidad con inyecciones intra-venosas se inyectaron en concentraciones           

de 5 με ó 10 με. Para las inyecciones intra-hipocampales se inyectaron en una              

concentración de 10 nmoles/ratón. Para el experimento con inyección intra-peritoneal se           

utilizó una concentración de 1 μmol/ratón. El vehículo usado para los péptidos fue solución              

salina estéril. Dado que la patente de los péptidos está aún pendiente no se puede divulgar                

la secuencia aminoacídica ni la designación oficial de los mismos. 
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e. Extractos 

δos ratones se sacrificaron por dislocación cervical, los animales N fueron           

sacrificados al mismo tiempo que los S, U y Si para cada experimento. δos cerebros se                

retiraron rápidamente, y el hipocampo se diseccionó de acuerdo con el método de Glowinski              

y Iversen (1966). Posteriormente se realizaron los extractos como se detalla en las             

sub-secciones siguientes. δuego de realizados los extractos, la concentración de proteína           

de cada uno se midió por duplicado con el kit de ensayo de proteína BCA (Thermo                

Scientific) con el protocolo establecido por el fabricante. 

i. Nucleares y Citoplasmáticos 

Para obtener los extractos nucleares, cada hipocampo se homogeneizó en β50 μl             

de Buffer A hipotónico (10 mε HEPES, pH 7,9, KCl 10 mε, εgClβ 1,5 mε, DTT 1 mε, 1 g /                     

ml de pepstatina A, 10 g / ml de leupeptina, 0,5 mε PεSF, y 10 g / ml de aprotinina) con                     

ocho golpes en un homogeneizador Dounce, tipo B estrecho. El extracto homogeneizado se             

centrifugó durante 15 min a 1000 g . El sobrenadante (extracto citoplasmático) se almacenó             

a -80 °C hasta su uso. El sedimento se resuspendió en γ0 μl de Buffer B hipertónico (β0 mε                   

HEPES, pH 7,9, KCl 800 mε, εgClβ 1,5 mε, EDTA 0,4 mε, DTT 0,5 mε, 50% de glicerol,                  

1 g / ml de pepstatina A, 10 g / ml leupeptina, 0,5 mε PεSF, y 10 g / ml de aprotinina) y se                        

incubaron durante 15 min en hielo. A continuación, se realizó una centrifugación durante 15              

min a 10.000 g. El sobrenadante (extracto nuclear) se almacenó a 80 ° C hasta su uso.                 

Todo el protocolo de extracción se realizó a 4 ° C. 
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ii. Sinaptosomales (CS, ET y mSDS) 

Para obtener los extractos crudos sinaptosomales (Pβ), los tejidos se          

homogeneizaron en β50 μl de Buffer 1 (Tris-HCl β0 mε, sacarosa γβ0 mm, EDTA 1 mε, pH                 

7,4, 1 μg / ml de pepstatina A, 10 μg / ml de leupeptina, PεSF 0,5 mε) con quince golpes                    

en un homogeneizador Dounce, tipo B ajustado. El homogeneizado se centrifugó durante 10             

minutos a 1000 g . El sobrenadante se separó en un nuevo tubo y el sedimento se                

resuspendió en β50 μl de Buffer 1 y se centrifugó de nuevo durante 10 minutos a 1000 g . El                   

nuevo sobrenadante se combinó con la anterior. δos 500 μl de sobrenadante obtenidos             

previamente se centrifugaron durante γ0 minutos a 1γ000 g . δuego, el sobrenadante se             

descartó y se utilizó el sedimento (extracto crudo de sinaptosomas, Pβ) para más             

extracciones. Se añadieron cuatro volúmenes de buffer hipotónico (Tris-HCl 5 mε, CaClβ            

50 μm, pH = 8,1) al Pβ y se lo resuspendió vigorosamente. Se centrifugó durante 50                

minutos a 15800 g . El sobrenadante (contenido sinaptosomal, CS) se mantuvo a -80ºC             

hasta su utilización. El sedimento se resuspendió en buffer hipotónico con 1% de detergente              

Tritón y se centrifugó 50 minutos a 15800 g . El sobrenadante (extracto de Tritón, ET) se                

mantuvo a -β0ºC hasta su uso. El sedimento se resuspendió en buffer hipotónico de 1% de                

SDS (membranas tratadas con SDS, mSDS) y se mantuvo a -β0ºC hasta su utilización. 

δos sinaptosomas purificados por gradiente de Percoll se obtuvieron siguiendo el           

procedimiento descrito por Nagy y Delgado-Escueta, 1984 con modificaciones de Rodrigues           

et al., β005. Brevemente, se obtuvo el Pβ como se describió anteriormente y se lo colocó en                 

un gradiente discontinuo de Percoll β ml (γ%, 10% y βγ%). δuego se centrifugó durante β0                

minutos a 15000 g . δos sinaptosomas se recuperaron con una pipeta Pasteur de la interfaz               

formada. δuego de obtener los sinaptosomas puros, se utilizó el mismo protocolo que se              

describió anteriormente para obtener los extractos CS, ET y mSDS. 
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f. Ensayos de Western Blot 

Para los ensayos de Western Blot , se añadió buffer de carga a las muestras y luego                

se incubaron a 95 °C durante 5 min. Se sembraron veinte microgramos de cada muestra de                

proteína en un gel 10% Acrilamida-Bisacrilamida (β9:1) en Tris-HCl con SDS. El gel se              

corrió durante γ0 minutos a 80 V y luego durante 90 minutos se incrementó el voltaje a 1β0                  

V. posteriormente las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF durante 45             

minutos a 100 V. Cada membrana se bloqueó 1 hora con leche 4% en buffer TBS-tween (50                 

mε Tris-Cl, pH 7.5; 150 mε NaCl, 0.1% tween) y luego se incubó con los anticuerpos                

primarios correspondientes (ver sección anticuerpos) durante toda la noche. El siguiente día            

se hicieron γ lavados de 10 minutos cada uno en TBS-tween y se incubó con el anticuerpo                 

secundario correspondiente (ver sección anticuerpos) durante 1 hora. 

δa detección de las proteínas de interés se realizó con el kit de ECδ (Amersham               

General Electric) como se describe por el fabricante y las señales fueron digitalizadas             

mediante el aparato II FUJIFIδε con lector de imagen de software δAS-1000. δa densidad              

óptica relativa (DOR) se estimó utilizando el software ImageJ 1.45. El tamaño de la proteína               

se estimó por su movilidad relativa utilizando el software ImageJ 1.45 y correlacionando             

estas mediciones con los pesos moleculares de las proteínas estándar del marcador de             

peso molecular (εarcador de Peso εolecular: 1β-ββ5 kDa, Amersham). Dada la dificultad            

para encontrar una proteína cuya cantidad se mantenga estable en los sinaptosomas            

durante la consolidación, se utilizaron mediciones de proteína total previo al sembrado de la              

electroforesis por el método de BCA y posteriormente relativización a proteína total medida             

por el método de Ponceau; y en algunos casos se corroboró estas mediciones con              

mediciones de ȕ-tubulina. 
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g. Ensayos de determinación de actividad de NF-kappa B 

δa actividad de NF-kappa B se determinó mediante su capacidad de unión al ADN.              

Esto se evaluó mediante ensayo de retardo electroforético ( EMSA ). Un oligonucleótido de            

doble cadena que contiene el sitio de unión de NF-kappa B (5            

'AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-γ' sitio de unión en negrita) se preparó por hibridación          

de dos oligonucleótidos simple cadena de longitud diferente (5'-AGTTGAGGGGACTTT-γ' y          

5'-GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-γ' hechos por encargo, Integrated DNA Technologies)       

y completando el extremo en sobresaliente con el protocolo de la enzima Klenow             

(Promega). Para esto, 5 mε de cada uno de los nucleótidos dGTP, dATP, dTTP y el                

nucleótido marcado radiactivamente dCTPγβ, se incubaron con: β picomoles de          

oligonucleótido de doble cadena con el extremo sobresaliente, β,5 unidades de enzima de             

Klenow y el buffer del fabricante por β0 min a temperatura ambiente. δa reacción se detuvo                

con β μl de β00 mε EDTA. El ADN se precipitó durante la noche después de la adición de                   

acetato de sodio y etanol para eliminar el dCTPγβ libre, al día siguiente el oligonucleótido se                

centrifugó y se resuspendió en 150 ml de agua. El ensayo de unión a ADN de NF-kappa B                  

se llevó a cabo en β0 μl de buffer de reacción (Hepes β0 mε, pH 7,9; KCl 1β0 mm; EDTA                    

0,4 mm; TDT 0,5 mm; glicerol β5%) con 0,γ μg de poli dIdC y 10 μg de extracto de proteína.                    

δas muestras se incubaron durante 40 min a 0°C y se añadió luego 1 μl de oligonucleótido                 

marcado a cada muestra seguido de una incubación durante 40 min a 0°C. δa mezcla de                

reacción se sometió a electroforesis en un gel de poliacrilamida 6% no desnaturalizante en              

0,β5 X TBE (en mε: Tris, ββ,γ; ácido bórico, ββ,γ; y EDTA 0,5) durante β horas a 170 V. El                    

gel se secó a vacío y se expuso durante la noche a Hyperfilm-εP (Amersham). Todas las                

medidas se realizaron con las exposiciones dentro del rango lineal. δas imágenes fueron             

digitalizados por medio de un escáner transmisivo (EPSON). δa densidad óptica relativa            

(DOR) de la banda específica se estimó usando el software Image J 1.45s. 
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h. Inmunofluorescencia 

δa fluorescencia en las muestras de tejido se visualizó usando un microscopio            

confocal láser de barrido (Olympus FVγ00, Japón) equipado con un láser de argón de 488               

nm (54γ nm de HeNe verde), un objetivo UplanFl 10X (NA 0,γ), un objetivo UplanFl β0X (NA                 

0.5), y un SDε cubo dicroico 570 para dividir los canales de adquisición. δa especificidad               

del anticuerpo secundario se evaluó llevando a cabo el protocolo de inmunofluorescencia            

sin el anticuerpo primario. El procesamiento de imágenes se realizó utilizando el software             

ImageJ 1.45 (NIH, EE.UU. http://rsb.info.nih.gov/ij/). 

i. Secciones 

δos ratones fueron anestesiados con 0.1ml de 80% ketamina y β0% xilacina,            

intra-peritoneal. δuego se perfundieron con con PFA (paraformaldehído) al 4%. δos           

cerebros se extrajeron y se mantuvieron en 15 ml PFA al 4% durante β horas. A                

continuación, los cerebros se transfirieron a 15 ml de solución de sacarosa al γ0% en buffer                

de fosfato (PO) pH = 7,4 se mantuvieron a 4ºC durante la noche. δos cerebros se                

congelaron en isopentano mantenido a -80ºC. Se cortaron secciones en β5 μm usando un              

criostato. Se seleccionaron secciones adecuados y fueron lavados en buffer PO con            

concentraciones crecientes de detergente Triton. δas secciones se mantuvieron 1 hora en            

solución de bloqueo (PO-triton 0,0γ%, BSA1%, suero normal de conejo β%) y después             

durante la noche con diluciones primarias de anticuerpos en buffer PO-triton 0,0γ% (ver             

sección anticuerpos). δos lavados se realizaron en buffer PO con concentraciones           

crecientes de detergente Tritón. δas secciones se incubaron después con anticuerpos           

secundarios AlexaFluor durante 1 hora a temperatura ambiente. δos lavados se realizaron            

en buffer PO con concentraciones crecientes de detergente Tritón y las rebanadas se             
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montaron en portaobjetos con β0% de PBS, 80% de glicerol. Se cubrieron las muestras con               

cubreobjetos y se sellaron con esmalte transparente. 

ii. Sinaptosomales 

δos vidrios (cubreobjetos) para esta inmunofluorescencia deben ser preparados de          

la siguiente manera: Se colocaron los vidrios (cubreobjetos redondos de 1βmm) en un             

frasco con HCl 6ε por 4 hs, agitando de vez en cuando. δuego se hicieron β0 lavados en                  

agua destilada y se dejaron los vidrios en agua destilada toda la noche. Al día siguiente se                 

hicieron 10 lavados más en agua destilada. A continuación se hicieron β lavados en Etanol               

70%. Se dejaron en etanol hasta ser usados. 

δos sinaptosomas se prepararon como se describió anteriormente en la sección           

“Extractos”. El Pβ se resuspendió en 100 μl de Buffer HSE de baja fuerza iónica (Heppes                

5mε, Sacarosa 0.γβε, EDTA 1 mε, DTT 1mε) para evitar agregado. Se fijaron los              

sinaptosomas 10 minutos en PFA 4% y luego se hicieron γ lavados en PBS. 

Para la adherencia de los sinaptosomas a los cubreobjetos previamente preparados           

se utilizó el siguiente protocolo. Se flamearon los vidrios de a muchos para no romperlos.               

δos vidrios se colocaron de a uno en los pocillos una placa de β4 pocillos y se agregó 50 μl                    

en cada uno de Poly D lisina 40 μg/ml. Se incubó 1 hr a γ7ºC en cámara húmeda y luego se                     

hicieron γ lavados en agua destilada. Se hizo un lavado más en buffer HSE de baja fuerza                 

iónica. Se retiró el líquido y se agregó sobre cada vidrio en los pocillos una gota (40 μl) de                   

resuspensión de Pβ. δa placa se centrifugó en centrífuga de placas a 1000 g por γ0                

minutos. δuego se realizó un lavado más en buffer HSE de baja fuerza iónica. 

Por último se prosiguió con el protocolo de inmunofluorescencia para sinaptosomas           

que se describe a continuación. Se cubrió la superficie del vidrio con solución de bloqueo               

(0,5% de tritón para permeabilizar, β% de BSA, 0,5% de suero normal de conejo, en PBS)                

(50 μl / diapositiva) y se dejó en cámara húmeda durante γ0-60 minutos. δuego se realizó                
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un enjuague brevemente con PBS y se añadieron los anticuerpos (Tabla 1) (50 μl /               

diapositiva) en solución de bloqueo y se dejaron a 4ºC durante la noche en cámara húmeda.                

Se recuperó el anticuerpo primario y se lavó tres veces en PBS. Se añadió el anticuerpo                

secundario (Tabla 1) (50 μl / diapositiva) en PBS, 0,5% de BSA, 0,5% de tritón y se incubó 1                   

h a temperatura ambiente en cámara húmeda en la oscuridad. Al finalizar la incubación se               

recuperó el anticuerpo y se realizó un lavado con PBS. Finalmente se añadió una solución               

de montaje en gotas (80% de glicerol, β0% de PBS) y se montó los cubreobjetos sobre los                 

potra objetos evitando burbujas. Posteriormente se sellaron los vidrios con esmalte de uñas             

transparente para su posterior análisis en el microscopio confocal. 

i. Análisis de datos 

δos valores de densidad óptica relativa (DOR) para cada grupo fueron relativizados            

los los valores de la media del grupo N para cada experimento y dentro de cada gel. Se                  

calculó luego el porcentaje para cada grupo tomando los N como 100%. δuego se              

verificaron los supuestos de homocedacea y normalidad de los datos y se utilizó ANOVA de               

una sola vía. δas diferencias entre grupos se evaluaron mediante la prueba post-hoc δSD              

de Fisher. Para los experimentos comportamentales se utilizaron test no paramétricos ya            

que los datos no presentan una distribución normal porque los animales son removidos de              

la plataforma al cumplirse 5 minutos (γ00 segundos). Por lo tanto se utilizó la prueba de                

Kruskal-Wallis para estimar la significancia general. δas diferencias entre pares de grupos            

se evaluaron con comparaciones de εann-Whitney. Se utilizó la correción de Bonferroni            

para determinar la significancia estadística (e.g. para hipocampo figura I.III.C p<0,00γγ). El            

test de Wilcoxon se utilizó para evaluar diferencias entre medidas repetidas en días             

consecutivos. Para evaluar co-localización en las inmunofluorescencias se utilizó la          

correlación de Pearsons y de εanders.  
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j. Anticuerpos 

Tabla 1. 
  

Anticuerpo Fabricante Nro. de 
catálogo 

Dilución 
para 

ensayos 
WB 

Dilución para 
inmuno- 

fluorescencia 

Especie 
de  

origen 

p65 Santa Cruz 
Biotechnology 

Sc-γ7β 
cβ0 

1:1000 1:100 conejo 

I�B� Santa Cruz 
Biotechnology 

sc-847 1:500 1:100 conejo 

p65 NδS Chemicon εabγ0β6 --- 1:50 conejo 

NεDA NR1 Sigma-Aldrich G891γ 1:500 --- conejo 

PSD95 Cell Signaling β507 1:1000 1:100 conejo 

p65 Santa Cruz 
Biotechnology 

sc-8008 1:1000 1:100 ratón 

δamin B1 Santa Cruz 
Biotechnology 

sc-1γ0γ6 1:1000 --- ratón 

ȕ-tubulina εillipore CP07 1:1000 --- ratón 

tomβ0 Santa Cruz 
Biotechnology 

sc-11415 1:β00 1:100 ratón 

Ratón IgG 
HRP 

Santa Cruz 
Biotechnology 

sc-β005 1:5000 --- cabra 

Conejo IgG 
HRP 

Santa Cruz 
Biotechnology 

sc-β0γ0 1:5000 --- cabra 

Ratón IgG 
Alexa488 

Invitrogen A11008 --- 1:500 cabra 

Conejo IgG 
680RD 

δicor 9β6- 
6807γ 

--- 1:β0000 burro 

Ratón IgG 
800CW 

δicor 9β6- 
γββ01 

--- 1:β0000 cabra 
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Resultados Capítulo I - NF-kappa B en memorias 

apetitivas y aversivas 

  

Como se introdujo anteriormente, el factor de transcripción NF-kappa B está           

involucrado en la consolidación y reconsolidación de la memoria. Esto se ha evidenciado             

utilizando diversos paradigmas de aprendizaje tanto de memorias aversivas como apetitivas           

(Yeh et al., β00β; εeffert et al., β00γ; Freudenthal et al., β005; δubin y Sweatt, β007; Yang                 

et al., β011; Federman et al., β01γ; Zalcman et al. β015). El requerimiento de NF-kappa B                

durante la consolidación de la memoria en ratón se ha estudiado enfocándose            

principalmente en el hipocampo, sin prestar particular atención a la necesidad de activación             

sistémica de otras áreas. En este capítulo se explora la participación de NF-kappa B en               

distintas regiones del cerebro de ratón durante la consolidación de memorias apetitivas o             

aversivas que comparten un mismo entorno contextual y dinámica temporal. Con este fin se              

utilizó el aparato de evitación inhibitoria y se entrenó a tres grupos de animales (S, Si y U)                  

de manera diferencial. δos animales S ( Shock ) fueron colocados en la plataforma de             

entrada al compartimiento oscuro y recibieron un choque eléctrico al entrar al mismo. Estos              

animales por lo tanto recibieron durante el entrenamiento un refuerzo aversivo que asocian             

al contexto. δos animales Si (immediate shock ) fueron colocados directamente en el            

compartimento oscuro a través de la tapa superior del mismo y la abertura lateral que               

conecta con la plataforma, cerrada. Inmediatamente después de colocar a estos animales            

en el compartimento oscuro se les administró un choque eléctrico y se los devolvió a su                

caja. Estos animales no tienen una respuesta operante durante el entrenamiento y no             

forman asociación al contexto (Wiltgen et al β001). δos animales U ( Un-shocked ) son             

colocados en la plataforma al igual que los animales del grupo S, pero al entrar al                
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compartimiento oscuro no recibieron un choque eléctrico. δos ratones tienden a preferir            

lugares oscuros y cerrados (fototaxia negativa y tigmotaxia) por lo que prontamente            

abandonan la plataforma iluminada ingresando al compartimiento oscuro. Se considera que           

se trata de un aprendizaje apetitivo ya que los animales una vez experimentado el contexto               

reducen su latencia de entrada. Una interpretación es que durante el entrenamiento la             

entrada al compartimiento oscuro provee alivio para el animal y por lo tanto se lo considera                

un aprendizaje apetitivo (relief training). Esta tarea tiene similitudes con una versión            

modificada del laberinto de Barnes para ratones (Koopmans et al., β00γ), con la diferencia              

de que el protocolo presentado aquí requiere de un solo ensayo de entrenamiento. En la               

versión modificada del laberinto Barnes los ratones pasan por una de las 1β entradas en un                

muro que rodea una arena iluminada. Tanto el laberinto de Barnes como la tarea que               

realizan los animales U tienen el beneficio de que no se deben usar fuertes estímulos               

aversivos o procedimientos de privación para que el animal responda. Por último se incluyó              

un grupo de animales N (Naïve) que no tiene ninguna experiencia con el contexto, estos               

animales se utilizaron como valor basal en los experimentos bioquímicos (Figura ε&ε.II.). 

Teniendo en cuenta los tipos de aprendizaje previamente descritos se exploró la            

participación de NF-kappa B en tres áreas involucradas con la formación de estas             

memorias. Estas áreas fueron el hipocampo, la amígdala y el núcleo accumbens. En primer              

lugar se estudió el hipocampo dada su extensiva participación en procesos mnésicos y en              

particular por su requerimiento para la formación de memorias contextuales. δuego se            

estudió la vía de NF-kappa B en la amígdala y en el núcleo accumbens. Aunque existe                

bibliografía donde se describe la participación de ambos en la consolidación de memorias             

aversivas y apetitivas, tradicionalmente hay una mayor asociación de la amígdala como un             

centro de procesamiento de memorias de miedo y del núcleo accumbens como un núcleo              

de procesamiento de alivio y recompensa. Por este motivo se decidió estudiar la             

participación de NF-kappa B en la consolidación en cada una de estas áreas. Como control               
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se utilizó una cuarta área, la corteza somatosensorial primaria de la extremidad delantera ya              

que es un área que no estaría involucrada en procesos de consolidación (Boccia et al.,               

β007). 

a. Tanto animales S como U muestran retención 48 horas          

después de un entrenamiento 

El primer experimento mostró que tanto los animales que recibieron el choque            

eléctrico al entrar al compartimiento oscuro (S, n=15) como los que no lo recibieron (U,               

n=16) cambiaron su respuesta comportamental en la sesión de evaluación (48 horas            

después del entrenamiento) con respecto a la sesión de entrenamiento (Wilcoxon W= 1β0             

p<0.01 S; Wilcoxon W= -101.0 p<0.01 U vs. día de entrenamiento para cada grupo) (Figura               

I.I.A). δos cambios comportamentales observados para cada grupo difieren entre sí en el             

hecho de que las latencias de entrada al compartimiento oscuro durante la evaluación             

aumentaron para el grupo S, mientras que disminuyeron en los animales U. Durante la              

sesión de evaluación, los animales que recibieron el choque inmediato y no fueron             

colocados en la plataforma durante el entrenamiento (Si), mostraron latencias similares a            

las de los animales naïve (N) cuando se colocaron en la plataforma iluminada (εediana =               

11 s, n=8). En comparación con los animales Si, los animales del grupo S mostraron               

latencias significativamente mayores de entrada al compartimiento oscuro, lo que evidencia           

la retención de la memoria aversiva (εann-Whitney U=0.0; p<0.01; εediana = γ00 s; n=8),              

mientras que los animales U mostraron latencias significativamente más cortas al entrar en             

el compartimiento oscuro (εann Whitney U=0.0; p<0.01; εediana=β,5 s; n=8) (Figura I.I.B).            

Este experimento muestra que mientras que los animales Si tienen latencias en el rango de               

animales Naïve, los animales S aprenden a evitar entrar en el compartimiento oscuro y los               

animales U aprenden a entrar aún más rápido que en el día de entrenamiento. Es               
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interesante notar que los animales U continúan mostrando latencias bajas de entrada            

cuando se ensayan durante seis días consecutivos, evidenciando que con una sola            

instancia de este entrenamiento se obtiene un desempeño cercano al máximo (ANOVA            

Estadístico de Friedman=β1.86; p<0.01; εediana para dia de TR= 8 s; εediana para día 1 =                

γ s; εediana para día 5 = γ s; εediana para día 6 = γ s; n=β0)(Figura I.I.C). Se considera                    

que las diferencias Si y U en las latencias de entrada están limitadas por el efecto piso.                 

Estos datos apoyan la idea de que ambos grupos de animales están formando memorias              

contextuales. 
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b. Nf-kappa B se activa luego del entrenamiento tanto para          

animales S como para animales U pero no para animales          

Si 

δos animales S y U presentan una activación nuclear de NF-kappa B en el              

hipocampo 45 minutos después del entrenamiento cuando se los compara con animales            

naive, según lo informado previamente por nuestro laboratorio (Freudenthal et al., β005).            

Esta activación del factor de transcripción durante la ventana de consolidación está de             

acuerdo con los experimentos comportamentales mostrados en la sección anterior; donde           

ambos grupos S y U muestran retención de dos tareas diferentes aprendidas en un mismo               

entorno contextual. En el presente trabajo, el experimento para evaluar los niveles de             

activación de NF-kappa B en el núcleo de las células del hipocampo se controló incluyendo               

el grupo de animales Si y N. Se encontró que para el grupo Si, el factor de transcripción                  

nuclear no se activa en el núcleo de las células del hipocampo 45 minutos después de                

recibir el choque eléctrico cuando se lo compara con el grupo N (ANOVA F(γ,58) = 6.694;                

δSD test εS = 7β6,γ4, df = 58,000; εedia Si = 10β.8 ± 7.997 SEε, n= 15; εedia N = 100 ±                      

4.765 SEε, n=15). Tanto S y U mostraron la activación previamente descrita a los 45               

minutos de la adquisición, durante la consolidación, en comparación con el grupo N y Si               

(ANOVA F(γ, 58) = 6.694; δSD test εS = 7β6,γ4, df = 58,000; p<0.01; εedia S = 1β5.8 ±                   

7.40β SEε, n= 16; εedia U = 1γ6.γ ± 6.70β SEε, n=16) (Figura I.II.A). En la figura I.II.A,                  

panel derecho, se muestra una sección de un EεSA representativo para cada grupo. El              

marcador nuclear δamin B1 se usó como control de la cantidad de proteína de extracto               

nuclear en SDS-PAGE. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos, lo que             

indica que las diferencias observadas en la EεSA son específicas a los niveles de              

activación de NF-kappa B (Figura I.II.B panel izquierdo). δa cantidad de la subunidad p65 en               

67 



 

el núcleo 45 minutos después del entrenamiento permanece constante dentro de los grupos             

con relación al δamin B1 (Figura I.II.B panel central). Se muestran calles de Western Blot               

representativas para δamin B1 y p65 (Figura I.II.B panel derecho). Este resultado apoya la              

idea de que los grupos S y U están consolidando la memoria formada por tarea de                

aprendizaje asociativo contextual donde NF-kappa B está jugando un papel crítico. Por el             

contrario, puesto que no se observó activación de NF-kappa B en el grupo Si, podríamos               

especular que este grupo podría no forma memorias asociativas de contexto dependiente            

del hipocampo. 

Un antecedente que vale la pena mencionar es el experimento publicado en β007             

por nuestro laboratorio. En ese caso todos los animales fueron preexpuestos al contexto por              

6 dias consecutivos sin el choque eléctrico (ídem al entrenamiento apetitivo), como en el              

experimento de la figura I.I.C. En el séptimo día se dividió a los animales en dos grupos; un                  

grupo recibió el mismo entrenamiento sin choque eléctrico (apetitivo) y el otro grupo recibió              

un choque eléctrico al entrar al compartimento (aversivo). En este experimento se ve que              

NF-kappa B nuclear solo se activa 45 minutos después de esta sesión en los animales que                

recibieron el choque eléctrico, comparando con animales naïve, y no en los animales que              

continuaron con el entrenamiento apetitivo (Figura I.II.C, Boccia et al., β007). Esto apoya la              

idea de que solo los animales que están formando una nueva asociación al contexto              

presentan activación de NF-kappa B, en este caso el grupo con entrenamiento aversivo. 
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c. Inyecciones intra-hipocampales de Sulfasalazina son      

amnésicas para ambos grupos S y U 

Como se reportó anteriormente por nuestro laboratorio NF-kappa B en el hipocampo            

no sólo se activa durante la consolidación de la memoria sino que también es necesaria               

para la misma (Freudenthal et al. β005). Esto se evidencia utilizando el inhibidor de la vía de                 

NF-kappa B, Sulfasalazina (SUδFA), que permite evaluar los efectos comportamentales          

sobre la retención cuando la activación de NF-kappa B está impedida. Para comparar el              

papel de la vía de NF-kappa B en el hipocampo en los dos tipos de aprendizaje que se                  

describieron anteriormente, utilizó este mismo inhibidor. Con este fin los animales fueron            

canulados bilateralmente en el hipocampo e inmediatamente después del entrenamiento, se           

inyectó DεSO puro (vehículo) o 1 μg/hipocampo de Sulfasalazina en solución de DεSO             

(Figura I.III.A). δos grupos de animales no mostraron diferencias en sus latencias de             

entrada al compartimiento oscuro durante el entrenamiento, antes de la inyección de            

fármaco o del vehículo (Figura I.III.B). Cuando se compararon solamente animales           

inyectados con vehículo, se observó el mismo patrón que se evidencia en la Figura I.I.A, los                

animales S Veh muestran mayores latencias que los animales Si Veh (εann-Whitney U=             

0.0; p<0.01; εediana S Veh = γ00 s, n=7; εediana Si Veh = 15 s, n=7). Por otra parte los                    

animales U Veh muestran latencias más bajas de entrada en comparación con los animales              

Si Veh (εann-Whitney U=1.0; p<0.01, εediana Si Veh = 15, n=7; εediana U Veh = 4 s,                 

n=7). Esto evidencia la retención en ambos grupos S Veh y U Veh (Figura I.II.C). El grupo                 

de animales Si inyectados con Sulfasalazina (Si Sulfa) no mostró diferencias significativas            

en las latencias de entrada durante la evaluación en comparación con los animales Si              

inyectados con vehículo (Si Veh) (εann-Whitney U= ββ.5; p=0.845, εediana Si Veh = 15 s,               

n=7; εediana Si Sulfa = 15 s, n=7). Como se ha descrito anteriormente en nuestro               
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laboratorio (Boccia et al., β007), los animales S inyectados con sulfasalazina (S Sulfa)             

mostraron latencias más bajas que los animales S inyectados con vehículo (S Veh)             

(εann-Whitney U= 0.0; p<0.01; εediana S Veh = γ00 s, n=7; εediana S Sulfa = 78 s, n=7).                  

Esto demuestra que la Sulfasalazina inyectada intra-hipocampo post-entrenamiento afecta         

la consolidación de la memoria para los animales con el entrenamiento aversivo, grupo S              

(Figura I.III.C). Curiosamente, los animales del grupo U inyectados con sulfasalazina (U            

Sulfa) mostraron mayores latencias de entrada que los animales U inyectados con vehículo             

(U Veh) (εann-Whitney U= 0.5; p<0.01; εediana U Veh = 4 s, n=7; εediana U Sulfa = 1γ s,                   

n=7); lo que indica que Sulfasalazina está causando un deterioro de la memoria en los               

animales entrenados de manera apetitiva, grupo U (Figura I.III.C). Este experimento           

muestra que tanto los animales S como los U forman memorias dependientes del             

hipocampo que pueden ser afectadas por un inhibidor de la vía B de NF-kappa tal como lo                 

es la Sulfasalazina. Por lo tanto, la vía NF-kappa B en el hipocampo es necesaria para la                 

consolidación de memorias asociativas contextuales tanto para tareas aversivas (S) como           

apetitivas (U). Es importante notar que la expresión de la memoria para ambos grupos es               

opuesta ya que el entrenamiento produce mayores latencias para los animales con            

entrenamiento aversivo (S) y menores para los animales con entrenamiento apetitivo (U).            

De esta manera el comportamiento observado es opuesto en ambos grupos ya que en              

cualquier caso la Sulfasalazina revierte el efecto del entrenamiento, el grupo U Sulfa             

presenta mayores latencias que su contraparte inyectado con vehículo y el grupo S             

presenta menores latencias que el S Veh. 
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Figura I.III. Las inyecciones intra-hipocampales de sulfasalazina son amnésicas para memorias 
aversivas y apetitivas.
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d. Inyecciones intra-amygdala de Sulfasalazina son      

amnésicas para ambos grupos S y U 

Para estudiar en profundidad los mecanismos implicados en la consolidación de           

memorias contextuales-asociativa tanto apetitivas como aversivas se eligió a la amígdala           

como un área de interés en estos procesos. δa amígdala en la literatura tradicionalmente se               

asocia con un área involucrada en procesos de memoria de miedo, sin embargo artículos              

recientes implican a la misma también en el procesamiento de memorias de valencia             

positiva. Con este fin, todos los animales fueron canulados bilateralmente para llegar a la              

amígdala y se inyectó vehículo o 1 μg/Amygdala de sulfasalazina inmediatamente después            

del entrenamiento (Figura I.IV.A). δos animales Si inyectados con vehículo se utilizaron            

como grupo de control conductual. δos animales S Veh mostraron latencias más largas             

durante la evaluación comparando con el grupo Si Veh (εann-Whitney U= 0.0; p<0.01,             

εediana Si Veh =11 s, n=9; εediana S Veh = γ00 s, n=9) y esta retención se vió impedida                   

en el grupo S Sulfa comparando con el grupo S Veh (εann-Whitney U= 6.0; p<0.01;               

εediana S Veh = γ00 s, n=9; εediana S Sulfa = 78 s, n=7) (Figura I.IV.B). δa amígdala                  

juega un papel central en la consolidación de la memoria en la tarea de evitación inhibitoria                

(tarea aversiva), y este papel es dependiente de la vía B de NF-kappa. Para la versión sin                 

shock de la tarea (versión apetitiva) la Sulfasalazina también afectó a las latencias de              

entrada de los animales entrenados. δos animales U Veh mostraron retención de la tarea              

apetitiva evidenciada por latencias más bajas que los animales Si Veh (εann-Whitney U=             

10.0; p<0.01; εediana Si Veh = 17 s, n=11; εediana U Veh = 8 s, n=9). Al igual que en la                     

versión aversiva de la tarea, esta memoria también se vió impedida cuando los animales              

fueron inyectados con sulfasalazina. δos animales U Veh muestran latencias más bajas de             

entrada que los animales U Sulfa (εann-Whitney U= 7.5; p<0.01, εediana U Veh = 8 s,                

7γ 



 

n=9; εediana U Sulfa = 17 s, n=9) (Figura I.IV.C). En los ratones, la consolidación de la                 

memoria tanto apetitiva como aversiva parece ser dependiente de la vía NF-kappa B de la               

amígdala. Esta evidencia apoya que la amígdala juega un papel central en la consolidación              

de la memoria independientemente de la valencia del estímulo. Y aún más, la activación de               

NF-kappa B en este área es necesaria para que ocurra la consolidación. 
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Figura I.IV. Las inyecciones intra-amígdala de sulfasalazina son amnésicas para 
memorias aversivas y apetitivas.
A) Se muestran las secciones del atlas de ratón a la distancia de Bregma correspondiente. El 
sombreado gris representa el área máxima alcanzada por las inyecciones. Los asteriscos 
indican la punta de la canula de inyección. Los puntos negros indican inyecciones que no 
alcanzaron el área objetivo; esos animales se descartaron del análisis. B) Latencias de 
entrada durante la evaluación para los grupos Si Veh, S Veh y S Sulfa. C) Latencias de 
entrada durante la evaluación para los grupos Si Veh, U Veh y U Sulfa. 
Las barras muestran medianas con rangos intercuartiles. P <0,01.
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e. Inyecciones intra-núcleo accumbens de Sulfasalazina      

son amnésicas para ambos grupos S y U 

En búsqueda de comprender qué áreas están implicadas en la formación de estas             

memorias de valencia opuestas decidimos estudiar el núcleo accumbens. El núcleo           

accumbens tiene un rol descrito en el procesamiento de memorias de alivio, pero al igual               

que la amígdala, hay una creciente bibliografía que describe una participación más general             

en memorias aversivas. δos animales fueron canulados bilateralmente para alcanzar el           

núcleo accumbens como se describe en la sección materiales y métodos y luego se inyectó               

1 μg/nucleus accumbens de sulfasalazina o vehículo en cada lado inmediatamente después            

del entrenamiento (Figura I.V.A). δos animales S Veh mostraron latencias significativamente           

más altas que los animales Si Veh (εann-Whitney U= 0.0; p<0.01; εediana Si Veh = 1β.5 s,                 

n=10; εediana S Veh = γ00 s, n=10), lo cual nuevamente indica retención para el grupo                

entrenado con el choque eléctrico. δos animales S Sulfa mostraron latencias menores que             

los animales S Veh, sugiriendo un deterioro de la memoria por la inyección del fármaco en                

este área (εann-Whitney U= 9.0; p<0.01; εediana S Veh = γ00 s, n=10; εediana S Sulfa =                 

68.5 s, n=10) (Figura I.V.B). Este resultado implica que la vía NF-kappa B en el núcleo                

accumbens es necesaria para la consolidación en memorias aversivas a largo término. Por             

otra parte, se demostró que la vía NF-kappa B en el núcleo accumbens es también               

necesaria para la consolidación a largo plazo de las memorias apetitivas. δos animales U              

Veh mostraron latencias de entrada menores que los animales Si Veh (εann-Whitney U=             

1.0; p<0.01; εediana U Veh = γ s, n=7; εediana Si Veh = 1β s, n=7), nuevamente                 

evidenciando retención de la tarea apetitiva. Por otro lado los animales U Sulfa mostraron              

latencias mayores que los U Veh dado el impedimento de la memoria por parte de la droga                 

(εann-Whitney U=0.0; p<0.01; εediana U Veh = γ s, n=7; εediana U Sulfa = 11.5 s, n=8)                 
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(Figura I.V.C). Por lo tanto, la sulfasalazina impide la consolidación de la memoria de largo               

término tanto aversivas como apetitivas cuando se inyecta intra-núcleo accumbens. δa vía            

NF-kappa B en el núcleo accumbens está involucrada en la consolidación de la memoria              

independientemente de la valencia del estímulo. 
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Figura I.V. Intra-nucleo accumbens inyecciones de sulfasalazina son amnésicas para las 
memorias aversivas y apetitivas.
A) Se muestran las secciones del atlas de ratón a la distancia de Bregma correspondiente. El 
sombreado gris representa el área máxima alcanzada por las inyecciones. Los asteriscos indican la 
punta de la canula de inyección. Los puntos negros indican inyecciones en animales que no 
alcanzaron el área diana y por lo tanto se descartaron del análisis. Los puntos negros indican 
inyecciones que no alcanzaron el área objetivo; esos animales se descartaron del análisis. B) 
Latencias de entrada durante la evaluación para los grupos Si Veh, S Veh y S Sulfa. C) Latencias de 
entrada durante la evaluación para los grupos Si Veh, U Veh y U Sulfa. 
Las barras muestran medianas con rangos intercuartiles. P <0,01.
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f. δa Sulfasalazina solo impide la memoria cuando es inyectada          

en áreas involucradas en la retención del entrenamiento 

Dado el efecto de sulfasalazina en el hipocampo, amígdala y núcleo accumbens, se             

llevó a cabo un experimento para evaluar la especificidad de región de las inyecciones de la                

droga. Se eligió la corteza somatosensorial primaria, región de la extremidad anterior (S1Fδ)             

como un área que no se espera esté relacionada con la consolidación de la memoria de                

estas tareas. δos animales se canularon bilateralmente como se describe en la sección             

materiales y métodos, y se inyectó vehículo o sulfasalazina (1 μg/corteza) (Figura I.VI.A).             

δos animales S Veh mostraron retención de memoria en comparación con los animales Si              

Veh (εann-Whitney U=0.0; p<0.01; εediana Si Veh = 16.5 s, n=8; εediana S Veh = γ00 s,                 

n=9) y los animales del grupo S Sulfa no mostraron deterioro de la memoria en comparación                

con el grupo S Veh (εann-Whitney U=γ5.0; p=0.9β94; εediana S Veh = γ00 s, n=9;               

εediana S Sulfa = γ00 s, n=8) (Figura I.VI.B). Esto demuestra que para la tarea aversiva, la                 

inyección de sulfasalazina en la corteza no afectaría la consolidación de la memoria. δos              

animales del grupo U Veh mostraron latencias menores de entrada en comparación con los              

animales Si Veh nuevamente evidenciando la retención de la tarea (εann-Whitney U=β.0;            

p<0.01; εediana Si Veh = 14 s, n=9; εediana U Veh = 4 s, n=10). δos animales de U Sulfa                    

mostraron latencias similares de entrada al compartimiento oscuro a las del grupo U Veh, lo               

que implica que no hubo ningún efecto de deterioro de la memoria por parte de la inyección                 

de sulfasalazina en la corteza (εann-Whitney U=γ6.5; p=0.5081; εediana U Veh = 4 s,              

n=10; εediana U Sulfa = γ s, n=9) (Figura I.VI.C). Esto apoya la idea de que la inhibición de                   

la vía de NF-kappa B afecta la retención de memoria sólo en áreas que son relevantes para                 

la consolidación de las tareas de apetitivas y aversivas. 

79 



 

δos resultados presentados en este capítulo conllevan a la idea que la inhibición de              

NF-kappa B por la sulfasalazina inyectada en el hipocampo, amígdala o núcleo accumbens             

inmediatamente después del entrenamiento es capaz de impedir la retención en ambas            

versiones de entrenamiento. Estos resultados sugieren que NF-kappa B es un paso            

molecular crítico, en diferentes áreas del cerebro en la consolidación de la memoria.             

Estudios futuros apuntan a estudiar dentro de estas áreas como es la activación de la               

población neuronal durante una u otra tarea utilizando técnicas de inmunofluorescencia y            

electrofisiología. 
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Figura I.VI. Inyecciones intra-S1FL de sulfasalazina no afectan a la memoria aversiva o 
apetitiva.
A) Se muestran las secciones del atlas de ratón a la distancia de Bregma correspondiente. 
El sombreado gris representa el área máxima alcanzada por las inyecciones. Los 
asteriscos indican la punta de la canula de inyección. Los puntos negros indican 
inyecciones en animales que no alcanzaron el área diana y por lo tanto se descartaron del 
análisis. Los puntos negros indican inyecciones que no alcanzaron el área objetivo; esos 
animales se descartaron del análisis. B) Latencias de entrada durante la evaluación para 
los grupos Si Veh, S Veh y S Sulfa. C) Latencias de entrada durante la evaluación para los 
grupos Si Veh, U Veh y U Sulfa. 
Las barras muestran medianas con rangos intercuartiles. P <0,01.
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Discusión Capítulo I - NF-kappa B en memorias 

apetitivas y aversivas 

a. Tarea de aprendizaje contextual de un solo ensayo para el           

estudio del condicionamiento apetitivo y aversivo 

Como se elaboró anteriormente en el presente trabajo, la tarea de evitación            

inhibitoria en ratón implica entrenar a un grupo de animales con un estímulo aversivo (un               

choque eléctrico, grupo S, Shocked ) cuando estos entran a un compartimiento oscuro. δos             

ratones poseen tigmotaxia y fototaxia negativa lo que genera que estos entren al             

compartimiento oscuro voluntariamente, teniendo entonces este aprendizaje un componente         

operante. Clásicamente, se suele considerar al grupo entrenado a aquel que recibe el             

estímulo aversivo al entrar en el compartimiento oscuro, entrenando al ratón de esta manera              

a evitar el comportamiento natural. Se considera que el animal retuvo la memoria de este               

entrenamiento cuando en una sesión posterior de evaluación su respuesta comportamental           

de entrada al compartimiento oscuro se ve retardada o inhibida, es decir, el animal presenta               

mayores latencias de entrada. Por otra parte, un buen control experimental para dicho             

entrenamiento es animales que no reciben un choque eléctrico al entrar, grupo denominado             

U (Un-shocked ). Estos animales poseen latencias de entrada al compartimiento oscuro           

durante la sesión de evaluación claramente menores a los animales S. Esto permite             

comparar las latencias durante la sesión de evaluación de los animales S con otros que               

experimentan el mismo contexto y realizan el mismo comportamiento operante pero sin            

recibir el estímulo aversivo.  
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El grupo U no está recibiendo una descarga eléctrica y por lo tanto no está               

generando una asociación entre el contexto y el refuerzo negativo. Sin embargo, en esta              

tesis por primera vez, se evidencia que de hecho se está formando una memoria contextual               

asociativa, pero la asociación es a un refuerzo positivo. Esta idea se basa en el valor que                 

puede tener para el animal una respuesta comportamental desencadenada por la tigmotaxia            

y fototaxia negativa natural del animal. δos ratones tienden a moverse hacia las paredes y               

esquinas (tigmotaxia) y lejos de áreas iluminadas (fototaxia negativa). Estas son respuestas            

adaptativas para evitar depredadores o ambientes peligrosos (Bonsignore et al., β008,           

Pompl et al., 1999). Teniendo en cuenta esta noción, la plataforma iluminada donde se              

coloca al animal durante el entrenamiento puede ser percibida por los ratones como una              

situación incómoda. A su vez, el compartimiento oscuro se presenta como un alivio de esta               

situación. Cuando el animal entra a este compartimiento oscuro pueden suceder dos cosas:             

a) el animal recibe un choque eléctrico que es lo suficientemente aversivo para hacer que el                

ratón evite repetir el comportamiento durante una sesión posterior de evaluación ya que el              

valor negativo de esta experiencia se coloca por encima de el valor positivo que ofrece la                

oscuridad del ambiente cerrado, o b) el animal no recibe ningún estímulo aversivo con lo               

cual el valor positivo del alivio tras la entrada al compartimiento oscuro queda intacto.  

Por este motivo, este trabajo argumenta que ambos grupos S y U están formando              

memorias asociativas al contexto con estímulos de valencia opuesta. Por lo tanto se             

describe otro control que se considera necesario para la confirmación de la aseveración             

anterior. Este control fue descrito por el grupo de εichael Fanselow (Wiltgen et al. β001) y                

se denomina Si (Inmediate Shock ). Este grupo consiste en animales que se colocan             

directamente en el interior del compartimiento oscuro desde la tapa superior del mismo y no               

tienen acceso a la plataforma iluminada. Apenas son depositados sobre la rejilla reciben             

inmediatamente un choque eléctrico, luego son rápidamente devueltos a su jaula de            

alojamiento. Estos animales no tienen experiencia con la plataforma iluminada y tampoco            
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realizan el comportamiento de entrada al compartimiento oscuro. Además, no tienen           

suficiente tiempo entre el reconocimiento del compartimiento oscuro y la descarga eléctrica            

para formar una asociación de este contexto con el estímulo. Por lo tanto, a pesar de que                 

estos animales reciben un estímulo aversivo no forman una memoria contextual asociativa.  

Se encontró que tanto los animales S y U muestran diferentes respuestas durante la              

sesión de evaluación en comparación con el entrenamiento, y que la respuesta de los              

animales Si es comparable a las latencias durante la adquisición de los grupos S o U                

(Figura I.I). Una característica interesante de este experimento es que la información            

contextual espacial percibida por todos los grupos durante la evaluación es la misma, sin              

embargo las asociaciones hechas durante el entrenamiento dan forma distinta a la            

respuesta comportamental: aumentando las latencias de entrada en animales de S y            

disminuyéndolas en animales del grupo U. Ya que la expresión de la memoria se puede               

definir como un cambio en el comportamiento a causa de una experiencia previa, se puede               

decir por lo tanto que ambos grupos S y U están mostrando retención durante la evaluación.                

Efectivamente esta retención evidenciada se debe al aprendizaje de dos tareas distintas,            

una con un componente aversivo y otra con un componente apetitivo. Pero sin embargo              

estas tareas comparten un mismo entorno contextual y un mismo requerimiento operante            

durante el entrenamiento. Además vale la pena recalcar que ambas tareas se adquieren y              

muestran retención de largo término con un solo ensayo. Estas características hacen de             

estas tareas herramientas ideales para el estudio comparativo del procesamiento de tareas            

y formación de la memoria de valencia opuesta.  
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b. NF-kappa B en el hipocampo durante la consolidación de          

tareas aversivas y apetitivas 

Se ha descrito que el hipocampo está implicado en memorias asociativas            

contextuales (Smith y Bulkin, β014) y la dinámica de la activación de NF-kappa B durante la                

consolidación de memoria en este y otros paradigmas ha sido ampliamente reportada            

(Freudenthal et al., β005; Salles et al. β015, Zalcman et al., β015, de la Fuente et al., β014,                  

de la Fuente et al., β015). Específicamente, se ha descrito que el factor de transcripción               

NF-kappa B es necesario para la consolidación de memoria en varias especies tales como              

cangrejos y ratones (Freudenthal et al., β005, Freudenthal y Romano β000). Nuestro            

laboratorio demostró que en la tarea de evitación inhibitoria en ratones, tanto los animales S               

como U presentan una activación nuclear hipocampal del factor de transcripción 45 minutos             

después del entrenamiento en comparación con los animales Naïve (Freudenthal et al.,            

β005). Esta activación del factor de transcripción durante la ventana de consolidación está             

de acuerdo con los experimentos comportamentales mostrados en la Figura I.I, donde tanto             

los animales S y U muestran la retención de dos tareas diferentes aprendidas en un mismo                

entorno contextual. En el presente trabajo se pudo volver a evidenciar este aumento en la               

activación del factor de transcripción para los animales de los grupos S y U y se incluyó en                  

el estudio el grupo de animales Si. Se encontró que el factor de transcripción no se activa                 

en el núcleo de las células del hipocampo 45 minutos después del entrenamiento en los               

extractos de animales del grupo Si en comparación con el grupo naïve (Figura I.II). Esto es                

esperable ya que como se elaboró anteriormente, a diferencia de los grupos S y U, los                

animales del grupo Si no están formando memorias asociativas dependientes del           

hipocampo. δa cantidad de proteína de la subunidad p65 del factor de transcripción             

NF-kappa B permanece constante dentro de los grupos, lo que implica que las diferencias              
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observadas en los grupos S y U (Figura I.II.A) se deben a la activación del dímero de                 

NF-kappa B y no a un aumento de la cantidad total de proteína p65. δos animales U                 

mostraron latencias de entrada reducidas en el primer día de reexposición al contexto y              

estas continúan iguales en el séptimo día consecutivo de re-entrenamiento. Se ha publicado             

previamente que los animales U que son previamente expuestos al contexto durante 7 días              

consecutivos (como se hizo en el experimento de la Figura I.I.C) no presentan activación de               

NF-kappa B 45 minutos después del último día consecutivo de re-entrenamiento. Por otra             

parte, si los animales reciben una descarga eléctrica el día 7 de reexposición (y, por lo                

tanto, se forma una nueva asociación), muestran activación nuclear NF-kappa B 45 minutos             

después del entrenamiento (Figura I.II.C, Boccia et al., β007). Estos resultados sugieren que             

para ambos grupos S y U, la activación de NF-kappa B en el hipocampo está involucrada en                 

la consolidación de memorias asociativas contextuales. δa falta de la activación de            

NF-kappa B 45 minutos luego del entrenamiento en el grupo Si apoya aún más la idea de                 

que este grupo no está formando una asociación contextual a la descarga eléctrica,             

mientras tanto S y U animales están formando memorias contextuales de valencia opuesta. 

NF-kappa B en el hipocampo no sólo está implicado en la consolidación y             

reconsolidación de la memoria, sino que además se ha descrito que su activación es              

necesaria para que estos procesos ocurran correctamente (Boccia et al., β007; Freudenthal            

et al., β005). Sin embargo, el papel de NF-kappa B en el hipocampo para las memorias                

apetitivas en este tipo de contexto aún no se ha descrito en detalle. Por lo tanto, usamos                 

inyecciones de sulfasalazina intra-hipocampo para estudiar la naturaleza de la memoria de            

alivio de los animales U y compararlo con el requerimiento de NF-kappa B para la memoria                

aversiva de los animales S. δa sulfasalazina es un inhibidor de la kinasa IKK que fosforila a                 

IκB, permitiendo que este libere al factor de transcripción y de este modo interfiriendo con               

su activación. Utilizando esta herramienta se ve que la vía de NF-kappa B en el hipocampo                

es necesaria tanto para las tareas contextuales aversivas como apetitivas (Figura I.III). Esto             
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no es un resultado inesperado ya que la información contextual recibida por ambos grupos              

es la misma, y como se expuso en la introducción, una de las funciones más relevantes del                 

hipocampo es procesar esta información contextual. δos datos presentados en este trabajo            

demuestran que en el hipocampo, la vía NF-kappa B es necesaria para la consolidación de               

ambas memorias contextuales.  

c. Implicación de la vía de NF-kappa B en la amígdala y el             

núcleo accumbens durante la consolidación de tareas       

aversivas y apetitivas 

Estas tareas contextuales que inicialmente, durante el entrenamiento, requieren la          

misma acción comportamental pero dan lugar a comportamientos opuestos durante la           

evaluación, permitieron el estudio de la implicación de NF-kappa B en el hipocampo durante              

la consolidación de memorias aversivas o apetitivas. Por este motivo se decidió utilizarlas             

para evaluar la participación de NF-kappa B en otras áreas del cerebro en la consolidación               

de dichas tareas. 

δa amígdala ha sido ampliamente sugerida como un área involucrada en el            

procesamiento del valor emocional de las memorias. Históricamente se la ha asociado            

principalmente con el procesamiento de recuerdos aversivos (Namburi et al., β016;           

Hermans et al., β014). De hecho, se sabe que NF-kappa B se activa en la amígdala durante                 

la consolidación del condicionamiento de sobresalto en respuesta al miedo (Yeh et al.,             

β00β). Sin embargo, existen informes recientes que sugieren un papel de esta área en el               

procesamiento de recuerdos apetitivos (Fernando et al., β01γ). En este trabajo se muestra             

que tanto para los grupos U como S, la vía de NF-kappa B en la amígdala es necesaria para                   

la consolidación de la memoria. Ambos aprendizajes requieren la funcionalidad de la vía de              

NF-kappa B en este área para ser consolidados y a su vez expresados posteriormente              
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durante la sesión de evaluación. δa sulfasalazina tiene un efecto amnésico en los grupos S               

y U cuando es inyectada localmente en la amígdala inmediatamente luego del            

entrenamiento (Figura I.IV). Esto se suma a la evidencia de que la amígdala no sólo está                

involucrada en el procesamiento de recuerdos aversivos, sino que también está involucrada            

en el procesamiento de otros eventos biológicamente relevantes para el animal, aunque            

estos sean de valencia variada. El compartimento oscuro se convierte en un estímulo             

positivo para el animal, ya que proporciona un alivio de la plataforma iluminada (Niewalda et               

al., β015; Pompl et al., 1999).  

Por otra parte, el núcleo accumbens es un área ampliamente descrita como            

participante clave en formación de memorias apetitivas y de alivio (Namburi et al., β016;              

Kahl y Fendt, β016). A su vez, hay estudios que muestran el requisito de síntesis de                

proteínas durante estos procesos en el núcleo accumbens (Bruning et al., β016). Sin             

embargo, existen algunos informes recientes que sugieren un papel de esta área en la              

formación de memorias aversivas (εartínez et al., β008, εanago et al. β008). Por lo tanto,               

se pensó que sería interesante estudiar ambas versiones de la tarea de inhibir la vía               

NF-kappa B en esta área. Curiosamente, nuestros resultados muestran que la consolidación            

de la memoria también depende de la vía de NF-kappa B en el núcleo accumbens tanto                

para la versión aversiva como para la versión apetitiva de la tarea (Figura I.V). Es               

interesante notar que mientras la situación de los animales del grupo U puede tener un               

componente de alivio durante el entrenamiento, la situación aversiva no posee tal            

componente. δos resultados de estos experimentos sugieren que el núcleo accumbens es            

necesario para ambos tipos de memorias, ya sea aversivas como apetitivas. εás aún, estos              

resultados también demuestran que la vía NF-kappa B en esta área es necesaria para la               

consolidación de la memoria en ambas tareas.  

Teniendo en cuenta que cuando se inyectó sulfasalazina en distintas áreas del            

cerebro la misma resultó amnésica, fue importante descartar la posibilidad de un efecto             
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generalizado de la droga. Esta idea dio lugar al experimento para controlar que la inhibición               

de la vía NF-kappa B sólo afecta la consolidación de la memoria en las áreas involucradas                

en los procesos de memoria. Una inyección de Sulfasalazina en la región S1Fδ de la               

corteza somatosensorial (que no ha sido relacionada con procesos de consolidación de            

memoria, Boccia et al., β007), no alteró la retención en animales S o U (Figura I.VI).  

Todos los datos mostrados en el presente trabajo se suman a las evidencias que              

sugieren que áreas como el núcleo accumbens y la amígdala están involucrados en el              

procesamiento de memorias de diferente valencia. Estas tareas con los grupos S, U y Si               

surgen como un excelente modelo para el estudio comparativo de las vías y mecanismos              

involucrados en los procesos mnésicos de valencias opuestas. Si bien hay alguna evidencia             

de la participación de la vía NF-kappa B en la consolidación de memorias de miedo en la                 

amígdala (Si et al., β01β), es la primera vez que se demuestra que esta vía es necesaria en                  

esta área para la consolidación de una memoria de alivio. Aunque hay un estudio que               

encontró la vía NF-kappa B se activa durante la reactivación de la memoria de              

condicionamiento de preferencia de lugar en el núcleo accumbens (Ye et al., β014), no ha               

habido estudios de la participación de la NF-Kappa B durante la consolidación de la              

memoria en esta área. Sin embargo, si se ha descrito que NF-kappa B está implicado en los                 

cambios estructurales en el núcleo accumbens después del consumo crónico de cocaína            

(Russo et al., β009). Por lo tanto, esta también es la primera vez que se describe la                 

participación de la vía NF-kappa B durante la consolidación de la memoria en el núcleo               

accumbens. Se propone que estas mismas áreas cerebrales y la vía NF-kappa B están              

implicadas en la consolidación de las memorias de alivio y miedo en estas tareas. Se               

necesitan más estudios para encontrar los mecanismos de consolidación específicos que           

conducen a estos diferentes resultados comportamentales. Una idea que se propone es que             

esta información (la valencia del estímulo) se encuentra dentro de la identidad de la              
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población de neuronas en cada área involucrada en la consolidación de memorias de             

valencia diferente (Namburi et al., β015), y no así del área en si misma. 
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Resultados Capítulo II - NF-kappa B en la 

sinapsis 

  

Dada la importancia de NF-kappa B en la memoria, es fundamental estudiar los             

mecanismos moleculares mediante los cuales el factor de transcripción ejerce su rol en la              

consolidación. En este y otros laboratorios se ha estudiado y se continúa estudiando en              

detalle los efectos río abajo de la activación de NF-kappa B perinuclear. Como se detalló en                

la introducción, la vía canónica de NF-kappa B implica la activación y translocación al              

núcleo del factor de transcripción y la subsiguiente elevación en la transcripción de genes              

blanco. Este mecanismo suele implicar al factor de transcripción que previo a la activación              

se encuentra localizado en el citoplasma perinuclear. Sin embargo ésta no es la única              

localización de NF-kappa B en el sistema nervioso. Desde el descubrimiento de la presencia              

de NF-kappa B en las sinapsis se ha especulado acerca de sus posibles funciones a nivel                

local. Varias evidencias apuntan a una actividad nuclear del factor de transcripción sináptico             

ya que se observó que luego de activado en las terminales, viaja retrógradamente hacia el               

soma (Wellmann et al., β001; εeffert et al., β00γ). Sin embargo, algunas circunstancias             

sugieren también un posible papel local del factor de transcripción sináptico. Experimentos            

en placa neuromuscular de Drosophila muestran que la presencia de NF-kappa B y su              

inhibidor IκB, en la post sinapsis, correlaciona con una mayor densidad de receptores             

glutamatérgicos. Esta regulación se da sin afectar la expresión del propio receptor            

(Heckscher et al., β007), indicando que ésta es mediante una vía post transcripcional.             

Además, si la única función de la activación del factor de transcripción de localización              

sináptica fuera viajar al núcleo, se estaría perdiendo la información espacial que identifica a              

91 



 

cada sinapsis involucrada en el proceso de plasticidad. Parece entonces parsimonioso           

proponer una función de señalización sináptica para el factor de transcripción en la propia              

terminal en la que se activó. 

En este capítulo se explora la localización sináptica de NF-kappa B, su dinámica de              

activación durante la consolidación de la memoria en ratón y los posibles mecanismos             

moleculares locales de transducción de señales que involucran a NF-kappa B durante éste             

proceso mnésico.  

a. NF-kappa B está presente en núcleo, citoplasma        

perinuclear, dendritas y sinaptosomas 

Inicialmente, se realizó una inmunofluorescencia para detectar los componentes de          

la vía de NF-kappa B, p65 e IκB α, en hipocampo de ratón. Se usaron tres anticuerpos                 

diferentes, uno para IκBα y dos para la subunidad p65 de NF-kappa B, uno de ellos para                 

p65 total y el otro para p65 con el NδS expuesto (forma activada). δa subunidad p65 e IκB                  

mostraron una distribución somática y neuropilar en las dos partes principales del            

hipocampo: el giro dentado y el cuerno de Ammon. 

δa distribución subcelular de NF-kappa B es evidente en la disposición celular            

compacta de la capa de células piramidales CA1 del hipocampo, y su neuropilo adyacente,              

el stratum radiatum  (Figura II.I.A). Esto mismo se evidencia en el giro dentado y CAγ. 

En CA1, p65 está presente en el núcleo, el citoplasma perinuclear y las dendritas,              

donde se detecta con anticuerpos para la proteína total y la forma de p65 que tiene su NδS                  

expuesto. δa mayor parte de la p65 visualizada está en estos tres compartimentos             

celulares, en proporciones variables para cada célula. IκBα se observa claramente en las             

dendritas del stratum radiatum y en el citoplasma perinuclear de las células del stratum              

pyramidale , su presencia en el núcleo es casi indetectable en animales naïve (Figura II.I.A). 
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A continuación se realizó una inmunofluorescencia de sinaptosomas para corroborar          

la presencia de NF-kappa B en la sinapsis. Se estudió la correlación de p65 con la proteína                 

de andamiaje post-sináptico PSD95. Se utilizó el coeficiente de Pearsons y de εanders             

para medir el grado de relación entre p65 y PSD95 se pudo confirmar significativamente la               

presencia de NF-kappa B en los sinaptosomas (Pearsons p65-PDS95 = 0.51; Pearsons            

control = 0.0017; Coeficiencte de εanders, fracción de p65 solapado con PSD95 ε1= 0.61;              

fracción de PSD95 solapado con p65 εβ= 0.50) (Figura II.I.B). 
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b. NF-kappa B en la sinapsis está presente el         

sinaptoplasma y en la membrana 

δa localización subcelular de NF-kappa B observada en los estudios de           

inmunofluorescencia se corroboró por los resultados de Western Blot (WB). δa presencia            

nuclear de p65 e IκBα se detecta claramente, y δamin B1 confirma el origen del extracto                

(Figura II.II). Se evidencian claramente dos localizaciones de p65 en los sinaptosomas; una             

localización de p65 soluble encontrado en el contenido sinaptosomal (CS) y otra distinta que              

se encuentra fuertemente ligado a las membranas. δa proteína p65 se encuentra en el              

extracto de membranas tratadas con SDS (SDSm), que también muestran la presencia de             

los marcadores de membrana sináptica PSD95 y la subunidad del receptor de NεDA, NR1.              

Casi no se detecta p65 en el extracto de las membranas tratadas con el detergente suave                

tritón (ET), no obstante IκB es claramente visible en este extracto (Figura II.II). Este patrón               

de distribución se encuentra tanto en el hipocampo como en extractos de corteza. 

El método de purificación con gradiente discontinuo de percoll es una etapa de             

purificación adicional en el protocolo de preparación de sinaptosomas que produce           

sinaptosomas más puros que los sinaptosomas crudos (Pβ). δos extractos obtenidos de            

sinaptosomas crudos (Pβ) y los de los sinaptosomas purificados muestran una distribución            

similar para p65, IκBα y los marcadores de membrana sináptica PSD-95 y NR1(Figura II.II). 

En el núcleo y en extractos de contenido sinaptosomal, la actividad de unión a ADN               

de NF-kappa B puede ser evidenciada por EεSA (Figura II.II). Esto apoya los resultados              

vistos en la (Figura II.I). con el anticuerpo p65 NδS, lo que confirma la presencia de la forma                  

activada de NF-kappa B en estos mismos sitios. δas fracciones sinaptosomales (CS, ET,             

SDSm) se extraen secuencialmente de cada preparación de sinaptosomas (extractos          
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crudos o purificados con percoll) y, por tanto, cada serie de fracciones procede de un animal                

diferente. 

De esta sección se pueden resumir los dos siguientes puntos: en primer lugar,             

NF-kappa B se encuentra libre en el contenido sinaptosomal y fuertemente ligado a las              

membranas sinápticas tanto en el hipocampo y la corteza. En segundo lugar, los extractos              

crudos muestran una distribución de proteínas similar a la de los sinaptosomas purificados             

percoll, lo que permitió utilizar este protocolo más rápido para los experimentos destinados             

a evaluar la dinámica de NF-kappa B durante la consolidación de la memoria. 
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Figura II.II. Western blot de fracciones sinaptosomales. 
Western blots (WB) de hipocampo (panel izquierdo) y corteza (panel derecho) para extractos de 
nucleo (Nuc), contenido sinaptosomal (CS), extracto de Triton (ET) y membranas extraídas con SDS 
(mSDS). Estos tres últimos tanto de preparaciones de sinaptosomas puros (sinaptosomas obtenidos 
con gradiete de percoll) y crudos (P2). Los anticuerpos utilizados fueron el componente NF-kappa B 
(p65), el inhibidor de NF-kappa B (IkBα), el marcador de densidad post-sináptica (PSD-95), el 
marcador de densidad post-sináptica (NMDA NR1) y el marcador nuclear (Lamina B1). El subrayado 
representa la misma extracción de tejido. Una ejemplo de EMSAs muestra la presencia de actividad 
de NF-kappa B en el núcleo y en el contenido sinaptosomal.

Hipocampo Corteza
sinaptosomas

crudos

CS CS CSET ET ETmSDS mSDS mSDSNuc Nuc

Lamina Lamina B1

sinaptosomas
puros

sinaptosomas
crudos



 

c. δa activación de NF-kappa B sinaptosomal ocurre a un          

tiempo distinto que la activación nuclear 

Una vez determinada la presencia de NF-kappa B en los sinaptosomas, y con el              

objetivo de comprender un posible rol local, se estudió la dinámica de activación durante la               

consolidación. Como se describió en el capítulo anterior, se puede utilizar el entorno             

contextual de la tarea de evitación inhibitoria para una tarea apetitiva (U) y una tarea               

aversiva (S). Teniendo en cuenta la dinámica de activación nuclear de NF-kappa B descrita              

previamente en el laboratorio (Freudenthal et al., β005) se diseñó este experimento para             

estudiar el curso temporal de la activación sináptica de NF-kappa B para ambas tareas. 

Para evaluar la dinámica de activación de NF-kappa B en la sinapsis se utilizaron              

tres grupos de animales descritos anteriormente S, U y N. Brevemente, los animales S              

recibieron una descarga eléctrica cuando entraron en el compartimiento oscuro desde la            

plataforma, los animales U no recibieron la descarga eléctrica al entrar al compartimiento             

oscuro y por último el grupo N de animales naïve . 

El extracto de CS del hipocampo se extrajo 5, 15 y 45 minutos después del               

entrenamiento y la actividad de unión al ADN fue ensayada por EεSA. Cinco minutos              

después del entrenamiento hay un incremento significativo en la actividad de unión a ADN              

de NF-kappa B en los ratones S (ANOVA F (β, 41) = γ.β74; δSD test εS = 10118, df =                    

41,000; S = 19β,5%, n=14, p <0,05, N, n=16) cuando se compara con los ratones N (Figura                 

II.III.A, panel izquierdo). Se observa una tendencia leve en la misma dirección para los              

animales del grupo U, aunque no se ve significancia estadística (U = 159%, n=14, p=0,ββ).               

No se observó diferencia significativa 15 minutos después del entrenamiento dentro de los             

grupos experimentales (Figura II.III.A, panel central S, n=10, U, n=10, N, n= 10). Existe una               

tendencia decreciente para la actividad de unión al ADN de NF-kappa B tanto para ratones               
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S como U 45 minutos después del entrenamiento aunque no es estadísticamente            

significativa (S= 44,85%, n=5, p=0.1γ7; U= 5γ,5%, n=5, p=0.1γγ, N, n= 5; Figura II.III.A,              

panel derecho). Teniendo en cuenta la activación de NF-kappa B a las 5 minutos en la                

sinapsis se estudió este mismo tiempo en extractos nucleares. No se encontraron            

diferencias significativas entre grupos en extractos nucleares a las 5 minutos después del             

entrenamiento. δa Figura II.III.B compara la actividad de unión a ADN de NF-kappa B en               

extractos nucleares (5 minutos visto en este trabajo y 15 y 45 minutos publicados en               

Freudenthal et al., β005) y en extractos CS. δa activación sinaptosomal de NF-kappa B              

ocurre 5 minutos después del entrenamiento mientras que la activación nuclear de            

NF-kappa B ocurre primero a los 45 minutos después del entrenamiento con una inhibición              

previa a los 15 minutos después del entrenamiento. Esto indica una diferente cinética             

temporal de activación de la vía de NF-kappa B en estas localizaciones subcelulares; una 5               

minutos después del entrenamiento en la sinapsis, visto en este estudio, y otros 45 minutos               

después del entrenamiento en el núcleo (Freudenthal et al., β005). 
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d. δos componentes de la vía de NF-kappa B translocan a           

membrana después de un entrenamiento de evitación       

inhibitoria 

Con el fin de profundizar en el estudio del rol local de NF-kappa B durante la                 

consolidación de la memoria y dada la distribución de NF-kappa B dentro del sinaptosoma              

en dos localizaciones diferentes (libre en el sinaptoplasma y fuertemente unido a            

membrana), se realizaron ensayos de WB de las distintas fracciones obtenidas a distintos             

tiempos durante la consolidación de la memoria. 

δos cambios en la distribución de NF-kappa B sináptico durante la consolidación de             

la memoria se estudiaron mediante análisis de WB de extractos sinaptosomas de            

hipocampo para los tres grupos (S, U y N). δas cantidades de p65 en CS son                

significativamente más bajas 5 minutos después del entrenamiento para ratones S y U en              

comparación con los animales N (ANOVA general p <0,001, F (β, γ7) = 11.11, df = γ7; δSD                  

test; εS = 486,08, df = γ7,000; S = 71,γ%, n=1γ p <0,01; U = 61,7% n=1γ, p <0,01; N,                    

n=14). No se encontraron diferencias entre los grupos para p65 en este extracto a los 15 y                 

45 min después de la adquisición (Figura II.IV.A). Hay un aumento significativo de p65 en la                

fracción SDSm 5 minutos después del entrenamiento para ratones S cuando se compara             

con el grupo N (ANOVA general p <0,01, F (β, 4γ) = 1β.8γ; δSD test; εS = β9γ9,1, df =                    

4γ,000; S = 197,6%, n=15, p <0,01; N, n=15). Aunque no es estadísticamente significativa,              

se observa una tendencia similar para el grupo U (U = 1γ7,7%, n=15, p=0,06). No se                

observó ninguna diferencia entre los grupos en la cantidad de p65 en SDSm a los 15 y 45                  

minutos después de la adquisición (Figura II.IV.B). δa cantidad de IκBα obtenida en ET              

aumenta en las muestras de los ratones de los grupos S y U a los 5 minutos después del                   

entrenamiento (ANOVA general F (β, 4β) = 5.β97; δSD test; εS = 85β,1γ, df = 4β,000; S =                  
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1γβ%, n=15, p <0,05; U = 1β9%, n=15, p <0,05; N, n=14). A los 15 minutos                

post-entrenamiento, IκBα disminuye significativamente en los grupos de ratones S y U en             

comparación con N (ANOVA general p <0,01, F (β, β7) = 7.91β; δSD test; εS = β76,67, df =                   

β7,000; S = 70,5%, n= 10, p <0,01; U = 8γ%, n=10, p <0,05; N, n=10). A los 45 minutos                    

luego del entrenamiento no hay diferencia significativa entre grupos para los niveles de IκBα              

(Figura II.IV.C). Estos resultados sugieren que NF-kappa B sináptico es dinámico y cambia             

su localización durante la consolidación, pasando del sinaptoplasma a las membranas. 
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e. δa relación en membrana de los componentes de         

NF-kappa B cambia luego de un entrenamiento 

Una manera de evidenciar los cambios ocurridos en la sinapsis durante la            

consolidación es estudiar la relación entre los componentes de la vía del factor de              

transcripción en los tiempos estudiados. δa cantidad de p65 asociado a membranas (p65             

SDSm) en relación con la cantidad de p65 soluble (p65 CS) es mayor para los animales S y                  

U cuando se compara con los ratones N a los 5 minutos después del entrenamiento               

(ANOVA general p <0,01, F = 6,056β6; S = β59%, n=1γ, p < 0,01; U = β14%, n=1γ, p <                    

0,05; N, n=16) (Figura II.V.A). Esta relación regresa a niveles similares a los del grupo N a                 

los 15 minutos después del entrenamiento. Este resultado en el que los grupos S y U tienen                 

una dinámica similar de NF-kappa B concuerda con los resultados del capítulo anterior             

donde ambos grupos establecen memorias asociativas al contexto y también se condicen            

con los resultados observados en la Figura II.III y en Freudenthal et al., β005. δa relación                

sugiere que p65 de membrana aumenta a expensas del p65 soluble. δa relación de p65 de                

membrana e IκBα obtenida en ET es mayor 15 minutos después del entrenamiento para              

ratones S comparado con animales N y existe la misma tendencia para U (ANOVA general               

p <0,01, F = 1γ,9ββ0, S = 18β%, n=10, p<0,01; U = 1γ0%, n=10, p=0,06; N, n=10) (Figura                  

II.V.B). Esta relación no es significativamente diferente a los 5 y 45 minutos después del               

entrenamiento. Este resultado, sumado a los datos de activación obtenidos por EεSA,            

sugiere que la activación de NF-kappa B asociado a membrana es diferente de la nuclear               

(interpretando la unión al ADN como un cambio en p65/IκB) y posterior al cambio observado               

en el contenido sinaptosomal.  

δa dinámica sináptica de NF-kappa B, diferente a la nuclear, y los cambios de              

localización en la misma observados en los resultados aquí descritos, sugieren que            
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NF-kappa B en la sinapsis podría estar cumpliendo un rol local en el que interactuaría con                

sitios de anclaje a la membrana sinaptosomal, estos siendo probablemente otras proteínas            

sinápticas. 
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f. Un péptido que impide la interacción de PSD95 con          

NεDA impide la consolidación de la memoria 

Teniendo en cuenta los resultados anteriores de la dinámica de NF-kappa B en la              

sinapsis durante la consolidación de la memoria, se volvió un objetivo principal conseguir             

una herramienta que permita estudiar el rol local de NF-kappa B en la sinapsis y disociarlo                

del rol nuclear. Dados los antecedentes de un posible rol local de NF-kappa B en la sinapsis                 

involucrando receptores de NεDA (Heckscher et al., β007) y los antecedentes implicando la             

necesidad de este receptor para la activación de NF-kappa B (Guerrini et al., 1995; εeffert,               

β00γ); NεDA se volvió un blanco para la búsqueda de esta herramienta.  

Con el objetivo de impedir la transducción de señales mediante interacciones           

proteína-proteína del receptor de NεDA localmente en la sinapsis sin afectar su actividad             

como canal (y por lo tanto señales eléctricas que puedan llegar al soma luego de su                

activación) se estableció una colaboración con el Dr. Andrew εallon de Calista Therapeutics             

(USA) quién desarrolla péptidos que interfieren con distintos dominios proteicos. En           

particular se utilizaron distintas generaciones de un péptido que impide la unión de la              

subunidad NRβ del receptor NεDA con la proteína de andamiaje PSD95 mediante sus             

sitios PDZ 1 y β (Figura II.VI).  

Como control se utilizó un péptido que une PDZ γ y se realizaron todos los               

experimentos comportamentales para la puesta a punto de esta herramienta que permitiría            

estudiar y dilucidar la función local o nuclear de NF-kappa B en los procesos de               

consolidación de la memoria . Para todos los experimentos de puesta a punto de ésta               

herramienta se utilizó la versión aversiva de la tarea comportamental (S) y al grupo Si como                

control. 
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Figure 2. Model of peptide interference 
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Figura II.VI. Mecanismo de acción del péptido
Figura adaptada de “Emerging mechanisms of disrupted cellular signaling in brain ischemia” Michael 
Tymianski, Nature Neuroscience. 2011. El péptido se une a PDZ 1 y 2; Interfiriendo con las interacciones 
protéicas de PSD95 mediante estos dominios. En particular el bloqueo de estos dominios causa una 
interferencia con la subunidad NR2 del receptor de NMDA. Los péptidos fueron diseñados y sintetizados 
sobre la base de un fundamento bioquímico.
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i. Estudio de toxicidad del péptido 

Se realizaron experimentos con inyecciones intra-venosas e intra-hipocampales para         

evaluar la toxicidad de los péptidos en ratón. Para determinar si los péptidos poseen efectos               

tóxicos se observó a los animales a distintos tiempos luego de la administración de los               

péptidos. En particularidad se prestó especial atención a ciertos comportamientos          

estereotipados que han sido descritos como síntomas de toxicidad (εalley et al., β000). En              

especial el efecto “head turning ” donde los animales ladean la cabeza de lado a lado               

repetidamente y a los eventos de acicalamiento ( grooming ). En primer lugar se realizaron             

inyecciones intra-venosas en ratón con dos dosis distintas del péptido PDZ1&β (5 y 10 με)               

y vehículo. Se observó a los ratones durante 5 minutos en una arena experimental con               

viruta a distintos tiempos luego de la inyección (0, 1 y 18 hs). No hubo eventos de “ head                  

turning ” y tampoco existieron diferencias significativas en el tiempo en el que los animales              

ocupaban acicalándose o en el número de eventos de acicalamiento para las dosis             

evaluadas en todos los tiempos observados en comparación con el grupo vehículo (n=γ por              

grupo, Figura II.VII.A y B). 

A continuación se inyectó el péptido PDZ1&β y el péptido control PDZγ en el              

hipocampo de animales canulados bilateralmente en el hipocampo. δa dosis de 10            

nmoles/ratón inyectada fue sacada de bibliografía (δeblanc et al β010). Ninguno de los dos              

péptidos provocó eventos de “ head turning ”. A su vez no hubo diferencias significativas en              

el tiempo de acicalamiento o el número de eventos de acicalamiento entre grupos en              

ninguna de las sesiones de evaluación (n=γ por grupo, Figura II.VII.C y D). De esta manera                

se decidió continuar con esta dosis de los péptidos para los estudios siguientes. 
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ii. El péptido no es analgésico cuando se inyecta en hipocampo 

Teniendo en cuenta que: a) δos antecedentes de estudios con el péptido PDZ1&β             

donde se inyectó el péptido intra-tecalmente, mostraron que el péptido fue capaz de             

producir analgesia en las extremidades (δeblanc et al β010), y que b) el protocolo de               

aprendizaje utilizado en los experimentos de éste trabajo de tesis requiere que los animales              

sientan un choque eléctrico en las extremidades; se quiso evaluar la nocicepción en             

animales inyectados con los péptidos intra-hipocampalmente. Con este fin se utilizó el            

protocolo de plancha caliente donde se coloca a los animales en una plancha a 56 ºC, γ0                 

minutos después de la inyección de los péptidos y se mide la latencia de los animales a                 

lamer su extremidad anterior. Se inyectó a los animales canulados bilateralmente en el             

hipocampo con el péptido PDZ1&β (dosis 10 nmoles/ratón), el péptido control PDZγ (dosis             

10 nmoles/ratón) y solución salina (vehículo). No se observaron diferencias significativas en            

la latencia de los animales a lamer su extremidad anterior entre los grupos (Figura II.VII.E).               

Estos resultados sugieren que la inyección intra-hipocampal de los péptidos en esta dosis             

no produce analgesia en las extremidades, lo cual permitió el uso de la tarea asociativa               

contextual aversiva (con choque eléctrico, S) para los estudios del efecto del péptido en la               

consolidación de la memoria. 
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iii. El péptido afecta la consolidación de la memoria 

Como se pretende estudiar el efecto de estos péptidos en la activación tanto nuclear              

como sinaptosomal de NF-kappa B y de esta manera poder profundizar el estudio del rol de                

NF-kappa B sináptico, se realizaron los experimentos comportamentales para evaluar el           

efecto de los péptidos sobre la consolidación de la memoria. Dado que para medir la               

activación de NF-kappa B se deben hacer extractos a distintos tiempos luego del             

entrenamiento (5 minutos para sinapsis y 45 minutos para núcleo) es necesario poder             

inyectar los péptidos antes del entrenamiento. Por este motivo en el primero de estos              

experimentos se inyectó a los ratones canulados bilateralmente en el hipocampo γ0 minutos             

antes del experimento con vehículo, péptido PDZ1&β y péptido PDZγ. δos animales cuyas             

inyecciones no alcanzaron el hipocampo se descartaron del análisis. Se utilizó la tarea             

contextual aversiva (S) y como control comportamental se utilizó al grupo de animales que              

recibe el choque eléctrico pero sin asociación al contexto (Si). Estos animales presentan             

latencias de entrada al compartimiento oscuro comparables a las de un animal naïve . Se              

utilizaron, por lo tanto, cuatro grupos experimentales, grupo Si inyectado con vehículo (Si             

Veh), grupo S inyectado con vehículo (S Veh), grupo S inyectado con el péptido PDZ1&β (S                

PDZ1&β) y el grupo S inyectado con el péptido PDZγ (S PDZγ). Se observaron latencias de                

entrada significativamente más altas en el grupo S Veh en comparación con el grupo Si Veh                

indicando retención de la tarea (εann-Whitney U=0,0, p <0,01; εediana Si Veh = 14 s, n=5;                

εediana S Veh = γ00 s, n=8). A su vez, el grupo S PDZ1&β mostró latencias de entrada                  

significativamente más cortas que el grupo S Veh (εann-Whitney U=0,0, p <0,01, εediana             

S PDZ1&β = 59,5 s, n=11; εediana S Veh = γ00 s, n=8) y que el grupo S PDZγ                   

(εann-Whitney U=0,0, p <0,01; εediana S PDZ1&β = 59,5 s, n=11; εediana S PDZγ = γ00                

s, n=1β). No hubo diferencias significativas en las latencias entre el grupo S Veh y el grupo                 

S PDZγ (Figura II.VIII.A). Estos resultados permiten concluir que la interferencia del PDZ1 y              
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el PDZβ de PSD95 produce un deterioro en la retención cuando el péptido es administrado               

γ0 minutos antes del entrenamiento. 

Sin embargo este resultado no permite asegurar que no se vea afectada también la              

adquisición de la tarea. Por este motivo y para determinar que el efecto de la interferencia                

de los PDZ1 y PDZβ de PSD95 sea sobre la consolidación de la memoria se evaluó el                 

efecto de los péptidos al inyectar intra-hipocampalmente inmediatamente después del          

entrenamiento. Se utilizaron los mismos grupos experimentales que para el experimento           

anterior y nuevamente se observó el efecto amnésico del péptido PDZ1&β. Se evidenció             

retención el el grupo S Veh comparado con el grupo Si Veh dadas las latencias de entrada                 

significativamente mayores del primer grupo durante la evaluación (εann-Whitney U=0,0, p           

<0,01, εediana Si Veh = 15,5 s, n=6 εediana S Veh = γ00 s, n=7). Del mismo modo que en                    

el experimento anterior se vió que el grupo S PDZ1&β mostró latencias de entrada menores               

que los grupos S Veh (εann-Whitney U=0,0, p <0,01, εediana S PDZ1&β = 108,5 s, n=6;                

εediana S Veh = γ00 s, n=7) y S PDZγ (εann-Whitney U=0,0, p <0,01, εediana S PDZ1&β                 

= 108,5 s, n=6; εediana S PDZγ = γ00 s, n=6); y que este último no mostró diferencias                  

significativas en las latencias de entrada con el grupo S Veh (Figura II.VIII.B). Estos              

resultados sugieren que el péptido que interfiere con los PDZ1 y PDZβ de PSD95 ocasiona               

un efecto amnésico cuando es administrado inmediatamente después de un entrenamiento,           

indicando que el efecto no es sobre la adquisición.  

Por último, para demostrar que el efecto observado se debe a una disrupción del              

proceso de consolidación, se administraron los péptidos fuera de la ventana de            

consolidación, mostrando que lo observado no se debía a un efecto generalizado en el              

hipocampo. Para esto se inyectó a los ratones canulados bilateralmente en el hipocampo             

con los péptidos a las 6 horas de terminado el entrenamiento. Resultados previos estiman              

que más allá de este tiempo se encuentra por fuera de la ventana temporal de la                

consolidación (Freudenthal et al. β005). Utilizando los mismos grupos descriptos en el            
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experimento anterior pero retrasando la administración del péptido 6 h luego de haberse             

entrenado a los sujetos experimentales, se observa que la droga no afecta el desempeño de               

los mismos. Existen diferencias significativas en las latencias de entrada al compartimiento            

oscuro entre los grupos Si Veh y S Veh que demuestran la retención de la tarea                

(εann-Whitney U=0,0, p <0,01, εediana Si Veh = 14 s, n=7; εediana S Veh = γ00 s, n=8)                  

pero no hay diferencias significativas entre los grupos S Veh, S PDZ1&β y S PDZγ (Figura                

II.VIII.C). 

Todos estos resultados sugieren que la disrupción de la interacción de NεDA con             

PSD95 durante la consolidación de la memoria mediante el uso de un péptido específico              

dirigido a los PDZ1 y PDZβ produce un deterioro en la retención. 

 

iv. El péptido no causa un daño permanente en el hipocampo 

Por último fue importante determinar que el efecto del péptido en la consolidación             

sea un efecto reversible y no un deterioro del hipocampo que no permita la formación de                

nuevas memorias. Por este motivo se tomó a los grupos de animales inyectados γ0 minutos               

antes del entrenamiento y luego de la sesión de evaluación se los expuso a un tablero con                 

agujeros. Se contabiliza el número de hociqueos dentro de los agujeros durante esta             

primera exposición y β4 horas más tarde se los re-expone al tablero con agujeros y se                

vuelve a medir el número de hociqueos. Por la tendencia natural de los roedores a explorar                

ambientes nuevos se determina que un menor número de hociqueos indica una retención             

del contexto al que fueron expuestos previamente. Se observó que todos los grupos             

mostraron un número de hociqueos menor durante la reexposición (Prueba de t pareada             

t=β.γ95 df=βγ, p<0.05) y no hubo diferencias entre grupos, indicando que todos los grupos              

retuvieron el contexto al que fueron expuestos el día anterior (Figura II.VIII.D). Esto permite              

decir que el efecto del péptido PDZ1&β en el hipocampo sobre la consolidación de la               
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memoria es un efecto reversible que no impide la formación y retención de futuras              

memorias contextuales. 
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v. δa canulación enmascara la activación nuclear y sináptica de NF-kappa B            

durante la consolidación 

A continuación se propuso estudiar el efecto del péptido en la activación de             

NF-kappa B nuclear y sináptica luego de un entrenamiento. Con este fin se utilizaron los               

mismos grupos que para los experimentos comportamentales y un grupo de animales naïve             

(N). Se canuló a todos los animales bilateralmente en el hipocampo 4-5 días previo al               

entrenamiento, incluyendo a los animales N. Todos los animales fueron inyectados γ0            

minutos antes del entrenamiento ya sea con los péptidos (grupos S PDZ1&β y S PDZγ) o                

con vehículo (grupos S Veh, Si Veh, N Veh). δos animales que se utilizaron para extracto                

nuclear fueron sacrificados 45 minutos luego del entrenamiento. δos animales que se            

utilizaron para extractos sinaptosomales fueron sacrificados 5 minutos luego del          

entrenamiento. Se evaluó la activación de NF-kappa B mediante EεSA para ambos            

experimentos (nuclear y sinaptosomal). No se encontraron diferencias significativas entre          

grupos en ninguno de los experimentos (Figura II.IX.A). De hecho no se evidenció en              

ninguno de los dos experimentos, ni a los 5 minutos en sinapsis ni a los 45 minutos en el                   

núcleo, la activación de NF-kappa B en el grupo S Veh en comparación al Si Veh o N Veh.                   

Este resultado no se condice con los resultados obtenidos previamente en el laboratorio y              

en este trabajo. Por este motivo se especuló que la cirugía de canulación podría estar               

teniendo un efecto inflamatorio que active exacerbadamente a NF-kappa B; cuyo papel en             

la respuesta inflamatoria ha sido ampliamente reportado. Esta respuesta inflamatoria podría           

estar enmascarando la activación de NF-kappa B dada por el aprendizaje de la tarea. Por lo                

tanto pareciera que no se puede evaluar el efecto del péptido PDZ1&β en la activación de                

NF-kappa B durante la consolidación de la memoria utilizando esta técnica. 

  

117 



 

vi. El péptido no tiene efecto comportamental cuando es inyectado          

intra-peritonealmente 

Dado que la inyección intra-hipocampal con cirugía de canulación genera esta           

respuesta inflamatoria que enmascara cualquier posible activación de NF-kappa B se buscó            

una manera de administrar el péptido sin provocar esta respuesta. Se inyectó una dosis de               

1 μmol/ratón intra-peritonealmente inmediatamente post-entrenamiento de PDZ1&β, PDZγ o         

Vehículo y se estudió el efecto en la consolidación. Se evidenció la retención de la tarea por                 

las mayores latencias del grupo S Veh en comparación con el grupo Si Veh (εann-Whitney               

U=0,0, p <0,01, εediana Si Veh = 1γ,5 s, n=8; εediana S Veh = γ00 s, n=8). No se observó                    

un efecto en la consolidación de la memoria cuando los péptidos son inyectados             

intra-peritonealmente en esta dosis (Figura II.IX.B). Dado este resultado, no se prosiguió            

con el estudio del efecto estos péptidos en la activación de NF-kappa B durante la               

consolidación de la memoria. No se ha encontrado una forma de administrar el             

péptido/vehículo que tenga efecto comportamental y no genere una activación exacerbada           

de NF-kappa B (que por lo tanto enmascara cualquier posible efecto del péptido). Por lo               

tanto no se ha podido corroborar aún que el efecto del péptido sobre la consolidación de la                 

memoria esté relacionado con la disrupción de la activación de NF-kappa B sináptico a nivel               

local. 

Aunque no se ha podido utilizar esta herramienta aún para profundizar el estudio del              

rol de NF-kappa B en la sinapsis, este trabajo provee importantes antecedentes para otras              

líneas del laboratorio que continúan este estudio. En particular se están estudiando los             

cambios en la acetilación de proteínas sinápticas. A su vez, estos resultados abren el              

camino para el estudio de la necesidad de la interacción entre PDS95 y NεDAR durante la                

consolidación de la memoria. 
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Discusión Capítulo II - NF-kappa B en la 

sinapsis 

a. δocalización de NF-kappa B 

δa presencia de proteínas p65 e IκBα es indicadora de la existencia de una vía               

funcional de NF-kappa B. En el hipocampo es posible localizar estas proteínas tanto en los               

somas neuronales como en los neuropilos adyacentes del hipocampo, es decir, en la capa              

piramidal y estrato radiatum. Esta localización sugiere no sólo su distribución dicotómica            

clásica entre el núcleo y el citoplasma peri-nuclear, sino que también muestra una fuerte              

presencia neuropilar (Figura II.I). Esta localización subcelular se ha informado previamente           

en varios modelos animales como rata, ratón, cangrejo y mosca. (Boersma et al., β011,              

Freudenthal y Romano, β000, Heckscher et al., β007, Kaltschmidt et al., 199γ, εeberg et              

al., 1996, Suzuki et al., 1998). En este trabajo se encontró una distribución similar en el                

hipocampo de ratones y se estudió en detalle esta localización sináptica. Con este fin se               

hicieron inmunofluorescencias de sinaptosomas y vió una correlación positiva de          

colocalización entre p65 y una proteína de andamiaje post-sináptico. A su vez se estudiaron              

extractos secuenciales de sinaptosomas para determinar aún más precisamente la          

localización de estas proteínas. 

En este trabajo se describen dos localizaciones sinápticas diferenciables de          

NF-kappa B. δa primera es una fracción del factor de transcripción que se encuentra libre en                

el sinaptoplasma (extracto CS) y la segunda es una fracción que se encuentra en las               

membranas sinaptosomales (extracto mSDS). Ambas fracciones poseen los componentes         

de la vía p65 e IκBα, pero en la fracción membrana p65 sólo se extrae con SDS al 1%                   
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(detergente aniónico fuerte), mientras que IκB se puede extraer de la membrana con tritón              

al 1% (detergente no iónico suave). Esto implicaría una unión más fuerte de la subunidad               

p65 a membrana que del inhibidor IκB. δa identidad de las fracciones fue corroborada por la                

presencia de otras proteínas de localización conocida como NεDA y PSD95. Algunos            

informes sugieren esta asociación particular para p65 e IκBα en neuronas en cultivo             

(Heckscher et al., β007; Schmeisser et al., β01β; Suzuki et al., 1997). Sin embargo, esta es                

la primera vez que se describen estas fracciones en el hipocampo del ratón. δa subunidad               

p65 tiene la capacidad de interactuar con los dominios PDZ de la proteína de membrana               

X11δ en las neuronas que sugieren un posible objetivo de anclaje a la membrana (Tomita et                

al., β000). 

δos extractos sinaptosomales puros y crudos demostraron tener un patrón de           

localización de proteínas sinápticas muy similar y por lo tanto se eligió el protocolo más               

corto para los siguientes estudios de dinámica y activación. 

b. Dinámica de NF-kappa B en la sinapsis 

En el sistema nervioso se ha reportado que NF-kappa B tiene un nivel basal de               

activación en las neuronas cultivadas (Kaltschmidt et al., 1994). δos resultados del presente             

trabajo muestran la activación sináptica de NF-kappa B durante la consolidación. δa            

localización de esta vía en la sinapsis apoya la idea de que este factor de transcripción                

desempeña un papel local y específico en la plasticidad y la memoria. 

NF-kappa B se activa en el núcleo 45 minutos después del entrenamiento después             

de una inhibición previa a los 15 minutos post-entrenamiento (Freudenthal et al., β005). δa              

activación en el contenido sinaptosomal después de una sesión de entrenamiento, ocurre a             

los 5 minutos (Figura II.III). Para el contenido sinaptosomal vemos que los animales S y U                

muestran el mismo patrón de activación. Esto está de acuerdo con lo observado para la               

activación nuclear. 
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Curiosamente, las dos fracciones de NF-kappa B (anclado en membrana y libre en             

sinaptoplasma) no son estáticos, sino dinámicos, es decir la cantidad de los componentes             

de la vía del factor de transcripción pueden variar en cantidad en una u otra fracción. En                 

particular se vió que la cantidad de NF-kappa B en estos sitios varía durante la               

consolidación (Figura II.IV). Específicamente, 5 minutos después del entrenamiento hay un           

aumento en la cantidad de p65 asociado a membrana a expensas de la fracción libre. Esto                

se evidencia claramente en la Figura II.V.A donde se ve que la relación p65 mSDS / p65 SC                  

para ambos grupos S y U muestra un notable aumento en relación con el grupo N en este                  

tiempo. δa relación p65 mSDS / p65 SC permanece sin cambios entre los grupos a los 15 y                  

45 minutos después del entrenamiento, implicando una pequeña ventana temporal donde           

NF-kappa B cambia su localización. Esta breve ventana de estrecha interacción con las             

membranas sinápticas postula la posibilidad de un papel de señalización para los cambios             

locales durante la consolidación. 

Por otra parte, cabe destacar la presencia de IκBα en las membranas de los              

sinaptosomas. No todo IκBα está tan fuertemente unido a membranas como p65, dado que              

una parte puede ser desprendida con tritón 1% en el extracto ET (Figura II.V.B). Sin               

embargo, su papel en la sinapsis puede ser central en la regulación de la actividad de                

NF-kappa B. δa cantidad de IκBα en las membranas aumenta junto con p65, lo que sugiere                

que en este momento el factor de transcripción se asocia a las membranas unido a su                

inhibidor (Figura II.IV.C). Es sólo a los 15 minutos post-entrenamiento que la cantidad de              

IκBα disminuye en las membranas (ET) y en relación con la cantidad de p65 mSDS. Esto                

podría indicar que NF-kappa B transloca a las membranas a través de la actividad sináptica               

relacionada con el entrenamiento, pero asociado a su inhibidor. Al mismo tiempo, la reserva              

de NF-kappa B sináptico que no se transloca a la membrana, se libera de IκBα y puede                 

estar implicada en la activación o reclutamiento de otras proteínas in-situ , o puede             

prepararse para el transporte retrógrado al núcleo. Posteriormente, 15 minutos después del            
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entrenamiento en las membranas, la relación p65/IκBα aumenta respecto a N animales, lo             

que implica una activación de NF-kappa B en membrana (Figura II.V.B).  

δas consecuencias de la dinámica de este factor de transcripción probablemente           

implican el etiquetado y la preparación de la sinapsis para la remodelación y los cambios de                

plasticidad sináptica, actuando en el proceso de consolidación de la memoria. Teniendo            

esto en cuenta, se plantea la hipótesis de que durante este período de anclaje se altera el                 

equilibrio de las modificaciones postraduccionales de las proteínas sinápticas. En el núcleo,            

una forma en la que NF-kappa B es capaz de inducir modificaciones post-traduccionales de              

las proteínas es reclutando acetiltranferasas (Zhong et al., 1998). δa acetiltransferasa ARD1            

está presente en las dendritas, regulando su desarrollo (Ohkawa et al., β008). ARD1 es              

capaz de asociarse con p65 (Xu et al., β01β). Tal interacción podría ser la clave para el rol                  

local de NF-kappa B en la sinapsis durante la consolidación de la memoria. Sin embargo se                

ha informado que los cambios de plasticidad sináptica que requieren NF-kappa B no             

ocurren cuando los dominios de transactivación y de unión al ADN fueron mutados             

(Boersma et al., β011). Esto podría sugerir que los cambios sinápticos dependientes de             

NF-kappa B precisan la función nuclear del factor de transcripción. Una interpretación            

alternativa es que la función local de NF-kappa B depende de su capacidad de interactuar               

con otras moléculas distintas del ADN y que esta interacción con sustratos sinápticos se ve               

afectada cuando los dominios de transactivación y unión al ADN se encuentran alterados             

(Huxford et al., 1998 y εalek et al. , 1998). δos datos presentados en este trabajo proveen                 

un buen punto de partida para continuar con la investigación de esta hipótesis acerca del rol                

local sináptico de NF-kappa B. Con este objetivo se planteó la búsqueda de una              

herramienta que permita el estudio del rol de NF-kappa B sináptico desligado del clásico rol               

a nivel nuclear. 
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c. δa búsqueda de una herramienta para estudiar el rol          

sináptico de NF-kappa B 

El estudio del rol local de NF-kappa B en la sinapsis se ve entorpecido por la                

incapacidad de poder distinguir los efectos correspondientes a el rol nuclear y el rol              

sináptico del factor de transcripción. Por este motivo se comenzó con la búsqueda de una               

herramienta que permitiera esta distinción. En particular se eligió como blanco la interacción             

de PSD95 con la subunidad NRβ del receptor de NεDA ya que se ha reportado que la                 

actividad de NεDA es necesaria para la activación de NF-kappa B (Guerrini et al., 1995). δa                

idea de disrumpir esta interacción tuvo como base lógica por un lado permitir que el receptor                

de NεDA actuando como canal de lugar a la señal eléctrica que se propague al soma y por                  

lo tanto active las cascada de señalización que permitan la actividad NF-kappa B             

peri-nuclear; y por otro lado impedir la transducción de señales locales en la sinapsis              

debidas a interacciones proteína-proteína del receptor de NεDA. Se especula que la            

interacción con otras proteínas sinápticas sería la vía preferencial de acción de NF-kappa B              

en este sitio. 

Dado que p65 puede interactuar con los dominios PDZ de la proteína de membrana              

X11δ (Tomita et al., β000) confiriéndole un posible medio de anclaje a la membrana; se               

conjetura que el uso de péptidos dirigidos a este tipo de dominios podría ser otro               

mecanismo para impedir la actividad y el rol local de NF-kappa B.  

δos péptidos usados no muestran signos de toxicidad y/o efectos secundarios tales            

como un acicalado excesivo ni sacudidas de la cabeza. Además, los péptidos no muestran              

ningún signo de analgesia cuando se inyectan en el hipocampo (Figura II.VII). En este              

trabajo se explora como este péptido que interfiere con la PDZ 1 y β de PSD95 en el                  

hipocampo impide la consolidación de la memoria, solo cuando es inyectado pre o post              
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training, es decir cuando el péptido puede actuar en la ventana de consolidación, pero no               

cuando se inyectan fuera de la ventana de consolidación. Es interesante remarcar que al              

interferir con el PDZ γ de PSD95 no se ven estos efectos negativos en la consolidación de                 

la memoria (Figura II.VIII). Estos resultados proveen la primera evidencia de que la             

interacción de PSD95 con la subunidad NRβ del receptor de NεDA es necesaria para la               

consolidación de la memoria de evitación inhibitoria en ratón. Es interesante discutir que se              

ha reportado que inhibidores de la interacción proteína-proteína entre PSD95 y nNOS no             

tienen efecto amnésico en memoria espacial y un modelo de memoria de origen en ratas               

(Smith et al., β016). Esto apunta a descartar la posibilidad de que el efecto observado en el                 

presente trabajo se deba a una disrupción en la vía de nNOS y abre la puerta a considerar                  

que el efecto está dado sobre otra vía como podría ser la de NF-kappa B. 

Dados los resultados discutidos anteriormente se intentó explorar los niveles de           

activación de NF-kappa B en el núcleo y en la sinapsis bajo el efecto de los péptidos                 

durante la consolidación de una memoria aversiva. Sin embargo, al estudiar los niveles de              

activación de NF-kappa B en extractos nucleares y de contenido sinaptosomal no se             

pudieron evidenciar cambios. En particular fue sorprendente no ver una activación para el             

grupo entrenado tratado con vehículo en ninguno de los dos extractos (nuclear y de              

contenido sinaptosomal), ya que esta activación en los animales entrenados, en estos            

extractos y a estos tiempos se observó de forma fiable en repetidas ocasiones anteriores              

(Figura II.IX). δa única diferencia entre estos experimentos y las ocasiones anteriores en las              

que se había evidenciado la activación fue la presencia de las cánulas implantadas             

quirúrgicamente en el hipocampo de los ratones. Como se elaboró anteriormente en la             

introducción, NF-kappa B tiene un importante rol en la respuesta inflamatoria del cerebro             

(Kopitar-Jerala et al., β015, Kolmus et al. β015). δas cirugías y el propio implante de las                

cánulas posiblemente genere una respuesta inflamatoria exacerbada en el área. En           

particular existe una importante la respuesta de la glia frente a daños en el tejido (Guido                
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Stoll et al. β00γ). Dado que para las mediciones de la actividad de NF-kappa B se utiliza                 

todo el tejido del hipocampo se piensa que esta respuesta podría estar enmascarando             

cualquier activación de NF-kappa B debida el entrenamiento en las neuronas piramidales de             

esta estructura. 

Con la idea de encontrar una manera de administrar los péptidos sin generar esta              

activación de NF-kappa B debida a la inflamación, se probó inyectar los péptidos de manera               

intra-peritoneal. Se sabe que los péptidos son altamente permeables con lo cual se espera              

que puedan atravesar la barrera hematoencefálica sin problemas. Se evaluó el efecto a             

nivel comportamental en la retención de los animales inyectados inmediatamente luego del            

entrenamiento con dichos péptidos y se vió que con este método de administración no se               

evidenció un impedimento en la consolidación por parte del péptido PDZ1&β como se veía              

con la inyección intra-hipocampal (Figura II.IX). Esto puede deberse a diversos motivos,            

principalmente se puede suponer que la dosis usada para la inyección intra-peritoneal            

(1μmol/ratón, 100 veces más que la inyección intra-hipocampal) no fue suficiente para            

provocar un impedimento en la consolidación de la memoria. El uso de dosis más alta               

podría tener un efecto analgésico y/o tóxico sobre el animal. Al no encontrar diferencias              

comportamentales con las inyecciones intra-peritoneales se descartó la posibilidad de          

evaluar los niveles de activación de NF-kappa B con este método de inyección. Por otro               

lado se evaluó la posibilidad de realizar inyecciones intra-venosas del péptido como en los              

experimentos de toxicidad pero el protocolo de estas inyecciones es técnicamente           

complicado, lo que aporta variabilidad al momento de inyección entre animal y animal y              

además genera alto estrés en los animales, interfiriendo de esta manera con los protocolos              

de aprendizaje. Por estos motivos se consideró que este método para administrar el péptido              

no era el ideal.  

Futuros estudios son necesarios para encontrar la forma de administración y dosis            

adecuada de los péptidos que generen un impedimento en la memoria y a su vez permitan                
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evidenciar la activación de NF-kappa B debida al aprendizaje. Aunque aún no se haya              

encontrado una manera de administrar los péptidos que permita el estudio a nivel molecular              

de la activación de NF-kappa B, se cree que estos péptidos pueden resultar ser una               

herramienta muy útil para inhibir mecanismos moleculares sinápticos relacionados con la           

proteína PSD95.  
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Conclusiones Generales 

 
 

Existen evidencias que sugieren una participación crítica del NF-kappa B en la            

plasticidad neuronal y la memoria. δa importancia de este factor de transcripción ha sido              

ampliamente reportado, particularmente en referencia a la expresión de proteínas          

involucradas en el almacenamiento de memoria constituyendo un mecanismo conservado          

evolutivamente (Kaltschmidt y Kaltschmidt, β009b, Romano et al., β006). 

El presente trabajo de tesis provee novedosas y valiosas evidencias que sugieren            

una participación determinante de NF-kappa B en la consolidación de memorias apetitivas y             

aversivas en ratón. Se caracterizan dos tareas con respuestas comportamentales distintas           

durante la sesión de evaluación, mientras que durante el entrenamiento los animales            

experimentan un mismo contexto y efectúan un mismo comportamiento (pero obtienen           

información de valencia opuesta). Dicha caracterización fortalece un modelo para el estudio            

de los procesos que subyacen a la consolidación de dichas memorias. Se proponen estas              

tareas que requieren sólo un ensayo de entrenamiento como modelos funcionales para            

tales estudios. En esta tesis se describe por primera vez la implicación de la vía NF-kappa B                 

en la consolidación de memoria apetitiva y aversiva en el hipocampo, amígdala y núcleo              

accumbens.  

El hipocampo está involucrado en el procesamiento de la información contextual y            

espacial implicada en el condicionamiento contextual, pero no está involucrado en la            

representación de choque eléctrico (Sanders et al., β00γ). Por lo tanto, ambos grupos de              

animales pueden tener activación de NF-kappa B debido al aprendizaje del contexto en el              

que están entrenados. Es interesante notar que en el hipocampo de animales de ambos              

grupos entrenados se encuentra una activación nuclear de NF-kappa B a los 45 minutos              
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post-entrenamiento y también, una activación sináptica de NF-kappa B a los 5 minutos             

post-entrenamiento. A su vez, la dinámica de los componentes de la vía de NF-kappa B en                

la sinapsis (localización en membrana o en contenido sinaptosomal a distintos tiempos            

luego del entrenamiento) es la misma para los dos grupos S y U. δos animales S pueden                 

asociar este contexto a un estímulo aversivo (el choque eléctrico), mientras que los             

animales U pueden asociar el contexto a un estímulo apetitivo (el compartimiento oscuro en              

el cual pueden esconderse). En ambos casos hay procesos mnésicos evocados al colocar             

al animal en la plataforma durante la sesión de evaluación. Se conjetura que en el               

hipocampo la activación nuclear y sináptica de NF-kappa B y su dinámica en esta última               

localización está involucrada en el almacenamiento de rasgos contextuales y espaciales, y            

no en la relación con la valencia del estímulo. δa naturaleza aversiva o apetitiva del estímulo                

puede ser procesada en otras áreas cerebrales como el núcleo accumbens y la amígdala              

(Fanselow y Gale, β00γ). En este trabajo de tesis se confirma la necesidad de estas áreas                

para la consolidación de memorias tanto apetitivas como aversivas. εás interesante aún es             

la participación de la vía de NF-kappa B en dichas áreas para la correcta consolidación de                

la memoria, ya sean apetitivas o aversivas.  

δos resultados presentados en este trabajo sugieren que NF-kappa B puede tener            

un papel sináptico local durante la consolidación. También muestran la primera evidencia de             

una localización para NF-kappa B ligado a las membranas de los sinaptosomas del             

hipocampo de ratón y su dinámica durante la consolidación. Además se investiga una nueva              

herramienta para el estudio de dicho rol y abren nuevas líneas para continuar dilucidando              

los mecanismos moleculares involucrados en la consolidación de la memoria. Como se            

detalló en la introducción, tanto el hipocampo, como la amígdala y el núcleo accumbens              

dependen de la activación de los receptores de glutamato tipo NεDA para su correcto              

funcionamiento en la memoria. Esto daría sustento a la idea de que la vía de NF-kappa B                 

está estrechamente relacionada con la activación de estos receptores. Por lo tanto la             
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manipulación de la cascada de señalización de los mismos, utilizando los péptidos que             

interfieren con los PDZ de PSD95, constituye un blanco de interés en la continuación y               

profundización del estudio del rol de NF-kappa B en estas áreas, en memorias apetitivas              

como aversivas. 

Todos los datos presentados en este trabajo establecen una base importante para            

en el futuro contestar diversas preguntas. En particular algunas de las preguntas que se              

abrieron a partir del presente trabajo son: ¿cómo y dónde se almacena la información que               

confiere la valencia de una memoria y da lugar a posteriori a un determinado              

comportamiento ? ¿cuál es el rol local de NF-kappa B en la sinapsis y cuales son las                 

proteínas con las que interactúa? ¿Qué papel tiene la proteína de andamiaje PSD95 en la               

sinapsis durante la consolidación de la memoria?. En el laboratorio existen nuevas líneas             

que pretenden abordar dichas preguntas. Se hipotetiza que la información de la valencia de              

una situación puede estar dada por la identidad de las neuronas en cada área involucrada               

en el procesamiento de estas memorias. Con este fin se planea trabajar con estas tareas               

haciendo estudios electrofisiológicos e inmunohistoquímicos que permitan identificar        

patrones en la población neuronal asociada a cada tarea. Por otro lado, simultáneamente             

con este trabajo, en el laboratorio se evidenció un cambio en los niveles de acetilación               

proteica en la sinapsis (Tesis de licenciatura Julia Busso, β014), otra nueva línea del              

laboratorio tiene como fin estudiar la capacidad de NF-kappa B como reclutador de             

acetil-transferasas en la sinapsis y evaluar cómo la disrupción de la vía del factor de               

transcripción tiene un efecto en la acetilación de proteínas sinápticas. A su vez, se pretende               

estudiar cómo la inhibición de la desacetilación afecta la consolidación de la memoria. Por              

último se pretende estudiar los mecanismos a través de los cuales PSD95 estaría             

involucrada en la cascada de señalización sináptica necesaria en la consolidación de la             

memoria; y continuar con los estudios que permitan determinar cuál es el efecto de la               

disrupción de la interacción de PSD95 con NεDA sobre el rol de NF-kappa B en la sinapsis. 
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