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Resumen

Los mecanismos neurobioldgicos asociados al aprendizaje y la memoria han sido principalmente estudiados
basados en episodios puramente aversivos o apetitivos. Mediante esa estrategia se identificd en distintos
modelos artrépodos, incluyendo insectos y crustaceos, que el neurotransmisor dopamina sefializa los estimulos
aversivos mientras el neurotransmisor octopamina participa en la sefializacidn de los apetitivos. En este trabajo
he desafiado este enfoque teniendo en cuenta que en la vida real los estimulos que un animal aprende a
reconocer y en base a los cuales toma decisiones, predicen en muchos casos consecuencias apetitivas y
aversivas. En este contexto planteé que la interaccién entre la informacién apetitiva y aversiva contenida en
una experiencia debe ser un proceso intrinseco de los procesos de aprendizaje y memoria. Con el objetivo de
explorar esa hipdtesis me propuse estudiar si la dopamina, ademds de responsable de seializar los estimulos
aversivos, afecta la formacién de una memoria apetitiva, y en qué medida ese efecto representa la situacién en
la cual un estimulo aversivo interfiere un aprendizaje o memoria apetitiva. Para esto, utilicé 3 modelos
animales distintos, bien descritos en la bibliografia, el cangrejo Neohelice granulata, la abejas Apis mellifera y la
mosca Drosophila melanogaster que me permitieran estudiar cierta universalidad de los conceptos abordados.
Para el disefio y realizacion de los experimentos aproveché las ventajas experimentales que brinda cada uno de
estos modelos para contestar preguntas relacionadas con la representacién neuroquimica de los estimulos que
subyacen a la formacion de la memoria. Realicé experimentos comportamentales combinados con
manipulaciéon farmacoldgica y genética para estudiar la interaccién entre memorias apetitivas y aversivas.
Ademas, realicé una descripcidn neuroanatémica del sistema dopaminérgico en abeja y en cangrejo. A partir de
los resultados obtenidos puedo concluir que la dopamina, no solo instruye la formacidn de la memoria aversiva
sino que también interfiere con la memoria apetitiva. También comprobé que luego de una experiencia mixta
en la que dos estimulos incondicionados opuestos se asocian a un mismo contexto, se conforman dos
memorias independientes que compiten en el momento de la expresidon. La memoria que se expresa depende
del balance entre la fuerza de los estimulos incondicionados y de factores motivacionales al momento de la

evocacion. Esto otorga al sistema un gran valor adaptativo, ya que, tras situaciones de aprendizajes con



estimulos incondicionados contradictorios los animales establecen memorias que pueden ser

alternativamente expresadas dependiendo de necesidades especificas del momento.

Palabras claves: dopamina, memoria apetitiva, memoria aversiva, Drosophila, Neohelice, Apis




Abstract

Neurobiological mechanisms associated with learning and memory have been primarily studied based on
purely aversive or appetitive episodes. Through this strategy, it was identified in different arthropod models,
including insects and crustaceans, that the neurotransmitter dopamine signals the aversive stimuli while the
neurotransmitter octopamine participates in the signaling of the appetitive ones. In this work | have challenged
this approach by taking into account that in real life the stimuli that an animal learns to recognize and on the
basis of which it makes decisions predict in many cases appetitive and aversive consequences. In this context |
think that the interaction between the appetitive and aversive information contained in an experience must be
an intrinsic process of learning and memory processes. In order to explore this hypothesis | decided to study
whether dopamine, in addition of being responsible for signaling aversive stimuli, affects the formation of an
appetitive memory, and to what extent this effect represents the situation in which an aversive stimulus
interferes with appetitive learning or memory. For this, | used three different animal models, well described in
the literature, the crab Neohelice granulata, the bee Apis mellifera and the fly Drosophila melanogaster that
allowed me to study some universality of the concepts that was addressed. For the design and realization of
the experiments | took benefit of the experimental advantages of each of these models to answer questions
related to the neurochemical representation of the stimuli that underlie the formation of memory. | conducted
behavioral experiments combined with pharmacological and genetic manipulation to study the interaction
between appetitive and aversive memories. In addition, | performed a neuroanatomical description of the
dopaminergic system in bees and crabs. From the results obtained | can conclude that dopamine not only
instructs the formation of aversive memory but also interferes with appetitive memory. | also found that after
a mixed experience in which two opposing unconditioned stimuli are associated with the same context, two
independent memories compete at the moment of expression. The memory that is expressed depends on the

balance between the strength of unconditioned stimuli and on motivational factors at the time of



evocation. This gives the system a great adaptive value, since, after situations of learning with contradictory
unconditioned stimuli, the animals establish independent memories that can be alternatively expressed

depending on the specific needs of the moment.
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Introduccidon. Aprendizaje y memoria

1.Introduccién
1.A Aprendizaje y memoria

A lo largo de este trabajo utilizaré la definicidon de aprendizaje de William Thorpe, que postula al mismo
como un cambio adaptativo en el comportamiento, que es generado partir de la experiencia (Thorpe, 1963).
Clasicamente se ha definido a la memoria como la retencién de este cambio en el tiempo. Yadin Dudai, desde
una perspectiva neurobioldgica define a la memoria como una representacion interna del mundo, que es
generada a través de la experiencia y que es codificada espaciotemporalmente en circuito neuronales (Dudai,
2002). El propésito general de este trabajo de tesis es estudiar algunos aspectos de esta codificacidn, utilizando
tres modelos invertebrados. En este sentido, nos parece sumamente enriquecedor hacer un estudio
comparativo entre distintas especies. Muchas veces nos centramos en un Unico modelo, obteniendo del mismo
valiosa informacion. Sin embargo, esta vez preferimos comparar distintas especies, para asi poder estudiar
mecanismos bdsicos que subyacen a los mecanismos utilizados a través del arbol filogenético asi que como
también entender las diferencias entre especies en el contexto ecolégico de cada una de ellas.

Se han descripto diversos de tipos de aprendizaje, y estos pueden ser clasificados segun distintos
criterios. Uno de ellos, muy utilizado, es el de la asociatividad. En base a ello, se distingue a los aprendizajes de
tipo asociativo de los no asociativos, y se postula a estos ultimos como la forma probablemente mas simple de
aprendizaje, por la cual, el animal cambia su comportamiento luego de la presentacion de un Unico estimulo.
Los tipos mas estudiados son la sensibilizacion y la habituacidon. Veamos primero el caso de la sensibilizacion y
luego el de habituacién.

En primer lugar se observa que, ante la presentacion de un estimulo saliente, que es nocivo o al menos
molesto, el animal tiene un comportamiento determinado que involucra algun tipo de respuesta de escape o
evitacién. Por otro lado, ante estimulos positivos, los animales tienen comportamientos de aproximacion.
Ahora bien, si la presentacidn del estimulo incrementa la probabilidad o la intensidad de la respuesta evocada
en un evento subsiguiente, entonces decimos que esto es producto de un mecanismo de sensibilizacion. En
términos adaptativos, este fendmeno tiene un gran valor; comenta Konrad Lorenz que si un gusano evita ser
comido por un pdjaro, resulta conveniente disminuir el umbral de respuesta ante un estimulo similar, ya que
probablemente el predador siga estando cerca en los siguientes segundos (Lorenz, 1981). Este fendmeno ha

sido estudiado en distintas especies animales, pero quizds sea el de Aplysia el mejor modelo para entenderlo,



Introduccidon. Aprendizaje y memoria

ya que en él se ha hecho una descripcién exhaustiva desde una aproximacion comportamental y de los
circuitos (Kandel, 2001).

Por otro lado, la presentacién de un estimulo de manera reiterada puede tener el efecto opuesto al
antes mencionado, es decir, la disminucion en la probabilidad o en la intensidad de la respuesta. Este
fendmeno es lo que se ha descripto como habituacién. En una revision cldsica sobre este tépico, Thompson y
Spencer hacen una caracterizaciéon del fendmeno en base a las caracteristicas que presenta la habituacién y
estas se mantienen practicamente inalteradas hasta hoy en dia (Thompson and Spencer, 1966). Si bien en un
inicio se postuld que la habituacion era un fendmeno no asociativo, luego se ha visto que existen situaciones
particulares en las que la habituacién es contexto especifica (Rankin, 2000). En particular, si bien haré una
descripcién de esto mas adelante, el paradigma de memoria del cangrejo Neohelice se postuldé en un inicio
como un fendmeno de habituacidn, pero luego se demostré que existe una asociacidon efectiva entre el
estimulo visual de peligro y el contexto en donde éste es recibido (Hermitte et al., 1999). Los ejemplos de
habituacion contexto especifica hacen pensar que la distincidn entre tipos de aprendizaje no es siempre tan
sencilla.

En el marco de los aprendizajes asociativos simples, los mas estudiados son el condicionamiento
clasico, también conocido como condicionamiento Pavloviano, y el condicionamiento instrumental, también
llamado condicionamiento Skinneriano. Dada la relevancia de estos trabajos, sumado a la gran cantidad de
investigaciones que se realizaron a partir de los trabajos seminales, existen numerosos articulos, comentarios y
libros de textos sobre el tema. No es mi objetivo hacer un andlisis exhaustivo de los mismos, sino solamente
mencionar los conceptos esenciales que seran abordados en este trabajo.

El aprendizaje asociativo brinda una gran ventaja adaptativa, ya que le permiten a los individuos
extraer las caracteristicas relevantes del mundo que lo rodea, posibilitdindole hacer predicciones acerca de los
estimulos que se le presentan y sus potenciales consecuencias. En el condicionamiento clasico, se presentan de
forma contingente dos estimulos. El estimulo condicionado (CS) es inicialmente neutro, aunque saliente; es
decir, el animal percibe al estimulo, pero éste no es ni positivo ni negativo. El otro estimulo es el estimulo
incondicionado (US), que es un estimulo que tiene un significado bioldgico para el animal y que desencadena
una respuesta denominada respuesta incondicionada (UR). A partir de la presentacién pareada de los dos
estimulos se observa que el animal comienza a responder ante la sola presentacion del CS. Esta respuesta, que

2
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comportamentalmente suele observarse igual que la UR pasa a denominarse ahora respuesta condicionada
(CR), ya que es el CS la que lo desencadena. Es importante destacar entonces el valor predictivo que adquiere
el CS luego de la presentacion conjunta de los dos estimulos, ya que le permite al animal anticipar la aparicidn
del US. Ejemplo de este tipo de aprendizaje asociativo es el condicionamiento de extensidn de la probdscide en
la abeja, y el condicionamiento olfativo en moscas, ambos utilizados en este trabajo de tesis, sobre los cuales
me explayaré mas adelante.

En el condicionamiento instrumental el animal aprende la relacién causal entre una accién propia con
su consecuencia. En este caso, la contingencia se da entre la accién del animal, que llamaremos respuesta (R) y
el estimulo incondicionado (US). A partir de esta asociacion es que el animal tratara de repetir acciones con

consecuencias favorables y evitara las que tengan consecuencias desfavorables.

1.B Fases de la memoria

Podemos dividir a los procesos de aprendizaje y memoria en distintas fases. Comentaré las
involucradas en este trabajo, sin ahondar en el resto. La primera fase que podemos describir es la de
adquisicion. Este es el momento en el que se produce la codificacién neuronal de la experiencia. Entonces, la
experiencia queda representada internamente a partir de la modificaciéon de uno o varios circuitos neuronales.

Ahora bien, éste es un cambio fragil, que no podria mantenerse de forma estable si no fuera por el
proceso de consolidacion. Se distinguen dos tipos de consolidacion, una a nivel celular y otra a nivel sistémico.
Historicamente, podriamos situar una de las primeras descripciones sobreel tema a fines del siglo XIX, cuando a
partir de la observacién de pacientes que sufrian de amnesia retrégrada luego de un trauma cerebral se
propuso la “Ley de la regresidon”. Lo que se veia es que las personas olvidaban los eventos cercanos al
accidente, aunque no se veian afectados los mds remotos (Ribot 1882). Estas observaciones hicieron pensar
gue un proceso permanecia activo luego de esos eventos, el cual era necesario para fijar el recuerdo. Unos
afios mas tarde, realizando experimentos controlados en humanos en los que los sujetos experimentales
debian aprender distintas listas de silabas sin sentido semantico, Mduller y Pilzecker observaron que el
aprendizaje de una lista interferia con el recuerdo de una lista anterior. A partir de esta observacién
concluyeron “el proceso que sirve para la formacién de asociaciones de una lista de silabas continua por un
tiempo después de leer la misma, pero puede ser debilitado por otro proceso mental intenso y lo llamaron

3



Introduccion. Fases de la memoria

inhibicion retroactiva (Miiller and Pilzecker 1900). En su trabajo, publicado en una monografia que recopila 40
experimentos llevados a cabo durante casi 10 aios, los autores prueban también, entre otros fendmenos, que
esta inhibicidn se producia si las dos listas estaban separadas por 34 segundos, pero que no era asi si el tiempo
entre las mismas era de 6 minutos, sembrando la idea de que este proceso tenia un duracion definida. Durante
los siguientes afios se ha probado una gran cantidad de agentes farmacolégicos que interfieren con la
consolidacion de la memoria, lo que permitié describir los requerimientos moleculares de la misma. Los mas
universales son la transcripcion génica y la sintesis de novo de proteinas, que son necesarias para la
estabilizacidn de los cambios en conexiones sindpticas (Bekinschtein et al., 2007; Davis and Squire, 1984; Flood
et al., 1973; Goelet et al., 1986). Se suele definir entonces a la “ventana de consolidacidon” como el periodo en
el que estos tratamientos amnésicos tienen efecto (Izquierdo, 1989). Asimismo, durante este periodo también
se puede inducir la formacién de una memoria mas fuerte, a través de la administracion de distintos agentes
facilitadores, como moduladores en los niveles de actividad de proteina kinasa A (PKA), noradrenalina y
angiotensina Il (Abel and Kandel, 1998; Delorenzi et al., 1995; Romano et al., 1996; Roozendaal et al., 1999).

La consolidacién celular puede involucrar distintos procesos moleculares asociados a diferentes
eventos mas o menos independientes entre si, que posibilitan el establecimiento a largo término de las
conexiones sindpticas modificadas durante la adquisicion. Por su parte, nos referimos con consolidacién
sistémica al proceso por el cual se produce una reorganizacion de los circuitos involucrados en la memoria, que
usualmente comienza a requerir de estructuras distintas: cldsicamente, en vertebrados se observa que
memorias que inicialmente son dependientes del hipocampo pasan a depender de corteza. Cabe destacar la
diferencia temporal entre los dos tipos de consolidacidn, ya que si bien la ventana de consolidacion celular
suele ser de minutos a horas, la consolidacién sistémica suele requerir meses (Kim and Fanselow, 1992).

Ahora bien, para que la informaciéon almacenada pueda ser utilizada es necesario que se dé otro
proceso, denominado evocacion. Es a partir de la presentacién de un estimulo que funciona como recordatorio
qgue la memoria puede activarse, y asi tomar el control del comportamiento (Sara, 2000). No obstante, en los
ultimos afios se ha diferenciado también entre la evocacién y la expresidn de la memoria como instancias
separadas. Es decir, existen circunstancias en las que la memoria podria ser evocada, siendo posible que se
produzca alguna modificacion en la misma, sin que la memoria sea expresada comportamentalmente

(Delorenzi et al., 2014).
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Si bien durante mucho tiempo se pensé que una vez consolidada la memoria era inalterable, sometida
a lo sumo a un proceso de olvido con el tiempo, hace ya varios afios que se demostré que esto no es asi. Se
observé que, luego de la evocacidn, la memoria pasa por un proceso de inestabilidad, en el que es nuevamente
susceptible a la interferencia de distintos agentes amnésicos (Misanin et al., 1968; Nader et al., 2000). A ese
estado se lo denomind labilizacion, y al proceso subsiguiente que permite la estabilizacién de la memoria se lo
denomina reconsolidacion. El nombre apunta a que, de la misma forma que ocurre durante la consolidacidn,
durante la reconsolidacidon la memoria pasa por un proceso de estabilizaciéon; no obstante, la fase de
reconsolidacién no es una mera recapitulacién de la consolidacidon (Cristina Alberini hace un interesante
relevamiento sobre similitudes y diferencias entre las fases en (Alberini, 2005)). Sin embargo, comparten
algunos de los requerimientos moleculares, como la transcripcidn génica y la necesidad de sintesis proteica. Es
interesante el rol adaptativo que se postula para esta fase de la memoria: la ventaja consiste en poder
actualizar la informacién, ya sea mediante el fortalecimiento de la memoria previamente consolidada o
mediante el agregado de nueva informacidn a esa memoria. De esta breve explicacion se desprende también la
razén por la cual se piensa que esta fase podria ser el blanco de terapias para contrarrestar el estrés
postraumatico o memorias no adaptativas. Sin embargo, son pocos aun los casos en los que se han disefiado
protocolos efectivos para ello (Bjérkstrand et al., 2016).

Para que se produzca la evocacidn de la memoria es necesario que exista una clave, llamada
recordatorio. Es importante tener en cuenta las condiciones paramétricas que debe tener el mismo para
inducir la labilizacién, dando paso luego a la reconsolidacidon de la memoria. Obviamente estas varian entre
especies e incluso entre las distintas tareas aprendidas, pero una condicién clave es el de la duracién del
recordatorio. Si éste es corto se induce la labilizaciéon de la memoria, pero si el mismo es demasiado largo
puede formarse una nueva memoria entre el CS original y la ausencia del US (Pedreira and Maldonado, 2003).
Como esta memoria produce el decremento de la respuesta condicionada, se la lama memoria de extincion, ya
que se extingue la CR. Sin embargo, no debe confundirse a la extincidn con una interferencia de la memoria
original, ni con un proceso de olvido, sino que son dos memaorias cuya salida comportamental es opuesta y que
compiten por el control del comportamiento. La formacién de la memoria de extincidn fue descripta por Pavlov
y existen numerosos trabajos sobre el tema (Pavlov 1927). Ya que no trabajé en este tema no profundizaré

mas en este tdpico
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1.C La memoria en la abeja Apis mellifera

Haré aqui una corta reseia sobre el paradigma de condicionamiento del reflejo de extension de la
probdscide (PER, por sus siglas en inglés; proboscis extension reflex). Este ha sido ampliamente utilizado y
descrito numerosas veces. Pueden resultar de particular interés los siguientes trabajos (Eisenhardt, 2014;
Giurfa and Sandoz, 2012; Matsumoto et al., 2012; Menzel, 2012; Mercer, 2008).

El paradigma de condicionamiento mas comunmente utilizado en la abeja Apis mellifera se basa en la
asociacién entre un olor y la presencia de solucidn azucarada. Si bien usualmente se considera que fue Kimihisa
Takeda (Takeda, 1961) el que dio origen al paradigma utilizado hoy en dia, en la década de 1940, Hubert Frings,
estudiando codmo las abejas percibian olores, documenté que los animales extendian su probdscide cuando sus
patas o antenas tocaban una solucién azucarada, y que esta respuesta podia ser asociada con la presencia de
un olor (Frings 1944). No obstante, no fue hasta 40 afios después que el paradigma fue perfeccionado y
estandarizado en eltrabajo desarrollado por M.E Bitterman (Bitterman et al., 1983). A partir del mismo, las
abejas son inmovilizadas individualmente en un cepo que impide el movimiento de todo el cuerpo con
excepcion de las antenas y las piezas bucales. Una vez colocadas en los cepos, se espera al menos unas horas
antes de comenzar el entrenamiento. Esto se hace para asegurarse que los animales se hayan recuperado
totalmente de la anestesia (necesaria para inmovilizarlas) y para que lleguen al inicio del entrenamiento con
suficiente hambre. El condicionamiento utilizado es del tipo Pavloviano, cuyas bases han sido explicadas
anteriormente (los detalles de la metodologia seran explicados en la seccidon de Materiales y Métodos). En este
caso, el CS es un olor, que es administrado con una jeringa o con un olfatémetro (esto ultimo permite controlar
mucho mejor la duracidn del estimulo y la composicién del aire que el animal recibe, lo que es particularmente
util cuando se estudia el aprendizaje de mezclas de olores) y el US es una solucién azucarada que se le da a los
animales con un palillo de madera o, de manera mas controlada, mediante una microjeringa (lo que permite
controlar con mayor precisién la cantidad de solucidon que las abejas reciben). Se establece un protocolo de
forward conditioning, en el que el CS antecede a la aparicién del US, terminando juntos. Normalmente la

duracién del CS es de entre 3 y 5 segundos y la del US entre 2 y 3 segundos. Mientras los animales reciben el
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CS, se toca las antenas de la abeja con la solucidn azucarada, lo que provoca el reflejo de extension de la
probdscide (PER) y se deja que las abejas se alimenten durante el tiempo pautado. Se ha demostrado que con
tan sélo 3 ensayos de entrenamiento los animales generan una memoria que dura, al menos, 96 horas. En su
trabajo seminal, Bitterman comprueba distintas propiedades diagndsticas del condicionamiento cldsico que
habian sido demostradas en otros paradigmas del mismo tipo. Entre ellas se encuentran: la necesidad de que
haya una contingencia CS-US para que se forme la memoria, la ocurrencia de condicionamiento de segundo
orden y de la extincidn (con su respectiva recuperacion espontanea). Afios mas tarde se ha comprobado que la
memoria del condicionamiento de PER es dependiente de la transcripcién génica y de la sintesis de novo
deproteinas (Wustenberg et al., 1998). Se puede separar a la misma en distintas fases temporales (corto,
medio, largo término) y se han identificado distintos requerimientos moleculares para cada una de ellas

(Friedrich et al., 2004; Matsumoto et al., 2014).

1.D La memoria en el cangrejo Neohelice granulata

En esta tesis utilicé dos paradigmas de aprendizaje en el modelo de cangrejo, uno apetitivo y otro
aversivo. El paradigma aversivo se ha usado por mds de treinta anos y puede ser consultado en distintos
articulos (Maldonado et al., 1997; Romano et al., 2006; Tomsic et al., 2009). El paradigma apetitivo ha sido
desarrollado hace menos tiempo, por lo que aln no existe ningln trabajo de revisidon sobre el tema. De todos
modos, los detalles de su puesta a punto pueden ser consultados en la tesis doctoral de la Dra. Laura Kaczer
(Kaczer 2009) y en varias publicaciones (Kaczer and Maldonado, 2009; Kaczer et al., 2011; Klappenbach et al.,

2012).

1.D.1 Memoria Aversiva

El paradigma de memoria aversiva, también conocido como Memoria Contexto-Sefial (MCS) se basa en
la asociacién entre un contexto de entrenamiento y el movimiento de una figura rectangular negra por encima
de los animales, que es detectado como una sefial visual de peligro. En su ambiente natural, las rias de San
Clemente del Tuyd, estos animales son predados mayormente por aves, entre las que se destaca la gaviota
cangrejera (Berén, 2003). Es probable que, ante esta presion de seleccién, haya resultado adaptativo

desencadenar un escape ante la presencia de estimulos que pasen por sobre el horizonte visual de los
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animales. Sin embargo, no todos los estimulos de esas caracteristicas resultan peligrosos ya que ésta también
es una zona de pastos altos que son movidos por el viento. Teniendo en cuenta esto, es entendible que resulte
adaptativo dejar de escapar ante la presentacidn repetida de estimulos que no conllevan a una consecuencia
negativa. Fue a partir de conocer las caracteristicas ecoldgicas de los animales, que el Dr. Héctor Maldonado
junto a colaboradores desarrolld un paradigma para estudiar fendmenos de aprendizaje y memoria en el
laboratorio. En el mismo, los animales son colocados en un recipiente tipo bow/ de paredes céncavas. Se sabe
que las claves del contexto son la iluminacidn, el color y forma del recipiente. En este contexto los animales
reciben una sesion de entrenamiento, que consiste en pasajes sucesivos de una figura rectangular de color
negra por encima de ellos. Teniendo en cuenta la conspicua respuesta de escape que desencadena en los
animales, esta figura es denominada Estimulo Visual de peligro (EVP). Si bien ante esta estimulacion los
cangrejos en primera medida escapan, con el correr de sucesivas presentaciones la respuesta de escape
decrece, dando la idea en primera instancia de que se trata de un paradigma de habituacidn cldsica. Luego de
estudios, se observd que el fendmeno no puede explicarse como un fendmeno de habituacién, debido a que se
demostré que existia una asociacion entre el EVP y el contexto, ya que si los animales eran evaluados en un
contexto incongruente con el del entrenamiento no expresaban la memoria (Hermitte et al., 1999). M4as aun, lo
que en un momento se pensaba que era un decremento en la respuesta de escape, luego se verificé que no era
solamente eso, sino que durante el entrenamiento los animales construian una respuesta de freezing,
caracterizada por una serie de cambios posturales claramente identificables. Es decir, que los animales
cambian la respuesta de escape por otra respuesta activa, que no es simplemente ignorar al EVP sino adoptar
un estrategia distinta (Pereyra et al., 2000). En una sesién de evaluacion, que puede realizarse hasta al menos
96 horas después de la sesidon de entrenamiento, cuando se presenta el EVP los animales entrenados tienen
una respuesta de escape significativamente menor que la de un grupo no entrenado que es interpretada como
respuesta de freezing. A pesar de que nosotros, como observadores, necesitamos de la presentacion del EVP
para evidenciar la retencidn de la memoria, se ha demostrado que la sola exposicidn al contexto produce la
evocacion de la misma (Pedreira et al., 2002). Teniendo en cuenta el papel predictivo que toma el contexto y a
pesar de que el paradigma no cumple con el requisito de evidenciar una respuesta condicionada ante la mera
presentacion del estimulo condicionado, utilizaré la terminologia del paradigma pavloviano, definiendo al
contexto experimental como CS y a la pantalla rectangular como US.

8
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A lo largo de los afios se han descrito muchos de los mecanismos bioquimicos y moleculares que
subyacen a la formacién de la memoria en el cangrejo. Se ha visto que ésta, al igual que lo que ocurre
cldsicamente con las memorias de largo término, es dependiente de la sintesis de novo de proteinas, asi como
también de la transcripcion génica (Pedreira et al., 1995, 1996). Esta memoria es también dependiente de la
activacion de PKA y ERK, de la activacion del factor de transcripcidn NF-kB, de la actividad del proteasomay de
la activacion de receptores glutamatérgicos tipo NMDA (Feld et al., 2005; Freudenthal et al., 1998; Hepp et al.,
2013; Locatelli et al., 2002; Merlo and Romano, 2007). En los ultimos afios se ha comenzado a analizar
mecanismos epigenéticos involucrados en la formacién de la memoria, demostrandose que la misma esta
modulada por un sistema de acetilasas y desacetilasas de histonas. Las acetilasas promueven la transcripcion
génica, ya que dejan a la hebra de ADN mas accesible para el acceso por parte la maquinaria transcripcional,
mientras que las desacetilasas tienen un rol opuesto, compactando a la hebra de ADN. Se ha visto que un
entrenamiento fuerte promueve la acetilacién enddgena de histonas y que modificando el equilibrio
acetilacién/desacetilacion se puede modular positiva o negativamente la formacion de la memoria (Federman
et al., 2009).

También se ha visto que esta memoria puede ser facilitada por la administracién de un antagonista de
receptores GABA, durante la fase de consolidacién (Carbo Tano et al., 2009). Asimismo se ha visto que una
situacién estresante como es la privacién de agua resulta en un fortalecimiento de la memoria y que este

efecto es mediado por la activacidn del sistema angiotensinérgico (Delorenzi et al., 1995, 2000).

1.D.2 Memoria apetitiva

En el paradigma apetitivo, los animales asocian el mismo contexto explicado anteriormente (CS) con la
presencia de comida (US). En el dia de entrenamiento los animales reciben una porcién de alimento para
conejos, la cual pueden ingerir mientras permanecen en el contexto. En este caso, a diferencia del paradigma
aversivo, no existe un ensayo discreto, ni una medida de aprendizaje durante la sesidon de entrenamiento. En el
dia de la evaluacidn los animales son colocados nuevamente en el contexto y se mide su actividad exploratoria.
Se demostrd que los animales que recibieron comidan estando en el contexto tienen una mayor actividad que
los animales control que no recibieron comida o que la recibieron en otro contexto. Este cambio en la actividad

exploratoria dura por, al menos, 3 dias (Kaczer and Maldonado, 2009). Asi como se demostrd para la memoria
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aversiva, se vio que esta memoria también es dependiente de sintesis de proteinas, y que es contexto

especifica (Kaczer 2009)

1.D.3. Reconsolidacion

El modelo de Neohelice ha sido utilizado extensamente para estudiar el proceso de reconsolidacién de
la memoria, siendo el Laboratorio de Neurobiologia de la FCEyN/UBA uno de los pioneros en este campo. En
esta tesis, si bien no tiene como objetivo el estudio de la reconsolidacidon de la memoria, este tipo de protocolo
sera una herramienta muy importante en los experimentos comportamentales para poner a prueba las
hipdtesis que se plantean.

En el primer trabajo que se hizo sobre el tema en este modelo, Pedreira y colaboradores observaron
gue luego de una re-exposicion breve al contexto de entrenamiento, la memoria se vuelve sensible a la
inyeccion de un inhibidor de la sintesis proteica y antagonistas de los receptores de NMDA vy definieron la
ventana de accién de ambas drogas (Pedreira et al., 2002). En este trabajo, los autores ademas comprobaron
que la vulnerabilidad a los agentes amnésicos ocurre con la sola re-exposicion al contexto y sin que medie la
respuesta evocada por el estimulo de peligro. Estos resultados no solamente evidencian los procesos de
labilizacién y reconsolidacion, sino que ademas confirman que, por mas que la MCS no se exprese al re-
exponer a los animales al contexto de entrenamiento, la memoria necesariamente es evocada lo que indica el
valor condicionado y predictivo del contexto. Mds adelante, también se comprobé que la reconsolidacion es
dependiente de la activacion de NF-kB y de la acetilacidon de histonas (Federman et al., 2012; Merlo et al.,
2005). Por otro lado, también se observé que, durante esta fase, la memoria puede ser fortalecida mediante la
inhibicidn del sistema GABAérgico, o mediante la privacién de agua, nuevamente via la accién de la
angiotensina (Carbd Tano et al., 2009; Frenkel et al., 2005).

Es importante destacar alguna de las condiciones paramétricas del recordatorio que inducen el proceso
de labilizacién y reconsolidacion de la memoria en el cangrejo. En primer lugar, es importante tener en cuenta
la duracion del recordatorio. En su trabajo, Pedreira y colaboradores muestran que si la re-exposicion al
contexto es de 15 minutos se induce el proceso de reconsolidacidn, pero que si dura 2 horas esto no ocurre, y
en cambio se forma una memoria de extincion (Pedreira and Maldonado, 2003). Mds adelante se corroboré

que a partir de un evento Unico, es decir, de una sola presentacion del CS de duracion variable, los procesos de
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extincion y de reconsolidacién son mutuamente excluyentes (Pérez-Cuesta and Maldonado, 2009). Otro punto
muy importante a tener en cuenta es la necesidad de que no se cumpla la expectativa para que la labilizacion
de la memoria ocurra. A este fendmeno se lo conoce como mismatch. En pocas palabras, se observé que si
luego de 5 minutos de exposicion al contexto de entrenamiento los animales reciben la presentacidn del US, tal
como si fuese una sesidn de re-entrenamiento, entonces la memoria se vuelve insensible al tratamiento con
cicloheximida (Pedreira 2004). Los autores interpretan que los animales, luego del aprendizaje, generan una
prediccidn acerca de las consecuencias de un determinado contexto. Si esta prediccion se cumple, entonces la
memoria no se labiliza. En cambio, si la prediccién no es cumplida la memoria se vuelve Iabil,
desencadenandose el proceso de reconsolidacion de la misma. Es importante entonces tener en cuenta que,
solamente si el recordatorio es breve y no se cumple con la prediccién generada se gatilla el proceso de
labilizacién y reconsolidacidn. A través de tratamientos amnésicos o facilitadores podemos poner de manifiesto
la ocurrencia de esta fase.

Cuando analizamos la reconsolidacion de la memoria apetitiva vemos que se plantea un escenario
similar al de la memoria aversiva. El trabajo en el que se analiza este tema también fue realizado por Laura
Kazcer (Kaczer et al., 2011). Se ha visto que una breve re-exposicidn al contexto desencadena el proceso de
labilizacién-reconsolidacién de la memoria apetitiva, pero luego de una exposicion mas prolongada esto no
sucede, sino que se forma una memoria de extincién. Se ha comprobado también en este paradigma que la re-
exposicidn tiene que ser en el contexto de entrenamiento y no en otro. Es interesante que aqui también deba
darse la condicidon de mismatch para que el proceso de labilizacién-reconsolidacién tenga lugar, ya que si los
animales reciben una presentacion del US (un pellet pequefio de alimento, insuficiente para un entrenamiento)
la memoria se vuelve invulnerable al tratamiento con un agente amnésico. Asimismo, al igual que en la
memoria aversiva, si luego de un entrenamiento apetitivo débil, que no genera una memoria que se exprese a
largo término, ésta se labiliza y durante lareconsolidacion se somete a los animales a una situacién de estrés
hidrico, se produce un fortalecimiento de la memoria de la memoria apetitiva, lo cual hace que esta si se
exprese laproxima vez que sea evaluada (Kaczer et al., 2011). Es decir, que los dos paradigmas de memoria en
cangrejo nos brindan la oportunidad de estudiar la reconsolidacion de la memoria, compartiendo incluso

algunas de las caracteristicas paramétricas del recordatorio.
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1.E La memoria en la mosca Drosophila melanogaster

Comentaré aqui acerca del paradigma de aprendizaje olfativo utilizando la mosca Drosophila
melanogaster, sin pretender hacer un analisis exhaustivo del tema. Basicamente, existe un protocolo de
aprendizaje aversivo, en el que el US utilizado es un shock eléctrico y un protocolo de aprendizaje apetitivo, en
el que el US es azucar. Si bien se ha demostrado que se puede entrenar a las moscas utilizando distintos olores
como estimulos condicionados, en la literatura se observa que los mas utilizados son el Meticiclohexanol
(MCH) y la Octanona (OCT) y estos fueron los utilizados en este trabajo de tesis (Krashes and Waddell, 2011a,
2011b).

Los estudios sobre aprendizaje y memoria en Drosophila comenzaron en la década de 1970, en el
laboratorio de Seymour Benzer, con la idea de aprovechar las posibilidades de generar mutantes e identificar
genes clave en el aprendizaje y la memoria. El primer trabajo en el que se analiza el aprendizaje apetitivo
aparece en 1983 vy, si bien el primer trabajo sobre aprendizaje aversivo en moscas data de 1974, es en 1985
cuando se estandariza el protocolo de entrenamiento que sigue utilizdndose hoy en dia (Quinn et al., 1974;
Tempel et al., 1983; Tully and Quinn, 1985). En el mismo, los animales reciben un shock eléctrico o solucion
azucarada en presencia de un determinado olor, mientras que otro olor control no es recompensado ni positiva
ni negativamente. Luego se evalla la retencidn de la memoria formada, para lo que se coloca a los animales en
un laberinto en T, en donde cada brazo contiene un de los dos olores. Las moscas entrenadas de manera
aversiva rechazan el olor con que fueron entrenadas, mientras que las entrenadas de manera apetitiva
prefieren el olor condicionado. Gracias a estos paradigmas de aprendizaje se identificaron en primera instancia
distintos mutantes que tenian impedimentos en los procesos mnésicos, como por ejemplo Dunce, Rutabaga y
Amnesiac. Mas adelante, se describieron distintas fases de la memoria, con sus respectivos requerimientos
moleculares y su localizacion neuroanatémica. Como el objetivo de este trabajo fue estudiar la interaccién
entre aprendizajes devalencias opuestas y dado que metodoldgicamente resulta dificil combinar los US
tradicionales en un mismo protocolo, se realizd una modificacion experimental del protocolo aversivo por la
cual en lugar de shock eléctrico se utilizd6 un compuesto no palatable en el alimento ofrecido como
recompensa, por el cual los animales evitan la recompensa. Los detalles de este protocolo seran explicados

mas adelante.
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1.F Sefializacidn de estimulos aversivos y apetitivos por parte de las aminas biogénicas

1.F.1 La dopamina

Hasta mediados del siglo pasado se pensaba que la dopamina (DA) era una molécula que funcionaba
solamente como intermediaria en el proceso de sintesis de adrenalina y noradrenalina. Sin embargo, Arvid
Carlsson descubrié que la DA tiene una funcion per se, relacionada al control motor, lo que proporciond una
base para el estudio de la enfermedad de Parkinson (Benes, 2001). Junto con otros estudios este hallazgo lo
llevo a recibir el premio nobel en Fisiologia y Medicina en el afio 2000 “por sus descubrimientos acerca de la
transduccion de sefiales en el sistema nervioso”. La fdrmula quimica de la DA es CgH1,NO, y pertenece al grupo
de las catecolaminas, ya que estructuralmente estd compuesta por un grupo catecol (orto-dihidroxibenceno) y

una cadena lateral alifatica de dos carbonos mas un grupo amino.

HO

HO

Estructura de la dopamina

Como mencioné antes, la DA comparte la via de sintesis con la adrenalina y la noradrenalina. Se
sintetizan a partir del aminoacido tirosina, que es hidroxilado por la enzima tirsosina-hidroxilasa (TH) formando
el compuesto L-DOPA. Luego, éste sufre una decarboxilacién (por medio de la DOPA-decarboxilasa), generando
DA. Ya que este paso es extremadamente rapido se considera al primero como el paso limitante de la reaccion.
Luego de sintetizada, la DA es almacenada en vesiculas en las terminales sindpticas. La DA es recaptada dentro
de las células a través de transportadores DAT, y luego puede ser reciclada, ingresando nuevamente a vesiculas
o bien degradada por las enzimas COMT y MAO, que degradan monoaminas en general. La DA es también
sustrato de la DA B-hidroxilasa, formandose noradrenalina. La existencia de la adrenalina y noradrenalina en
invertebrados es discutida. En general, se considera que no estan presentes y que sus analogos son la

octopamina y la tiramina respectivamente. Hay estudios que indican que la adrenalina y noradrenalina no
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existen en crustaceos (Barker et al., 1979; Wood and Derby, 1996) y otros que si las han hallado aunque en
trazas minimas (Elofsson et al., 1982; Fingerman and Kulkarni, 1993).

Los receptores dopaminérgicos se ubican en la membrana celular, y tienen 7 pasos transmembrana.
Han sido cldsicamente divididos en receptores de tipo d; y receptores tipo d,. Luego se descubrieron otros
subtipos (ds, ds, ds), pero se los agrupa a estos dentro de las familias di-like y d,-like, por actuar de un modo
similar a los mismos (Vallone et al., 2000). Esta divisién se basa en el efecto que tiene la activacion de los
mismos sobre el s nivel de AMPc intracelular. La activacion de los d; aumenta al mismo, mientras que la de los
d, los disminuye, ya que estan acoplados a proteinas G excitatorias e inhibitorias respectivamente. Sin
embargo, el escenario es algo mas complejo. En un sistema heterélogo se demostré que receptores d,-like
activan distintos tipos de proteinas G, lo que modula la presencia de canales de Na*, K y Ca™ (lvanina et al.,
2004; Sidhu, 1998). Ademas, se demostrd que la actividad de los receptores d2-like disminuye la cantidad de
receptores de glutamato tipo AMPA por un mecanismo independiente al AMPc (Zou et al., 2005). En cuanto a
los modelos utilizados en este trabajo, en la abeja Apis mellifera se han descripto 3 tipos de receptores, la
activacion del AmDop; y el AmDop, aumentan el nivel de AMPc, por lo que se los clasifica dentro de la familia
d1, mientras que la activacidn del receptor AmDop; disminuye el nivel de AMPc, quedando catalogado dentro
de la familia d, (Beggs et al., 2005; Blenau et al., 1998; Humphries et al., 2003; Mustard et al., 2003a). En
Drosophila se conocen dos receptores del tipo d,, el receptor dDA1/DmDOP1 y el receptor DAMB. Este Ultimo
es especifico de los mushroom bodies (Han et al., 1996; Kim et al., 2003) lo cual es relevante ya que este
neuropilo, resulta homdlogo al hipocampo de vertebrados y es un area del cerebro clave en el aprendizaje
asociativo de insectos (Wolff and Strausfeld, 2015). Por su parte, en crustaceos, en la langosta Panulirus
interruptus se han clonado 3 receptores de dopamina: los receptores Dlapan y D1Bpan son del tipo d,

mientras que los receptores D2apan son del tipo clase d, (Clark and Baro, 2006, 2007).

1.F.2 Distintos roles de la dopamina en invertebrados

La dopamina, funcionando como neurohormona y como neurotransmisor ha sido ampliamente
estudiada y se conocen muchas funciones asociadas a esta molécula. Para mencionar solamente algunas, se ha
caracterizado su rol fundamental en el control motor en distintas especies de invertebrados, como moscas,

sanguijuelas, abejas y gusanos. Si bien en estos trabajos el estudio se hace desde aproximaciones distintas y
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evaluando comportamientos diversos, es interesante su comparacion con el rol de la DA en el control motor de
los vertebrados, asociado a la enfermedad de Parkinson debido a una deficiencia de la transmision
dopaminérgica desde los ganglios de la base (Marsden, 1992). En particular, se ha visto que moscas deficientes
en DA tienen una menor actividad locomotora. Mas aun, la activacién de neuronas dopaminérgicas por
métodos optogenéticos altera el patrén motor de los animales (Lima and Miesenbéck, 2005; Pendleton et al.,
2002; Riemensperger et al., 2011). Esto mismo ocurre en C. elegans (Sawin et al., 2000). En abejas, se ha visto
también que la dopamina modula la actividad locomotora, y también comportamientos como el vuelo, el
acicalamiento y el aleteo (Mustard et al., 2010). Por su parte, en sanguijuelas se demostré que hay neuronas
dopaminérgicas responsables de controlar el patron de movimiento correspondiente a crawling (Puhl and
Mesce, 2008).

Otro campo en el que se ha estudiado el rol de la DA, sobre todo utilizando el modelo de Drosophila, es
el del sueno y arousal, procesos que estan intimamente relacionados entre si. El primer mutante que se
describié tenia un fenotipo de dormir menos; estos animales tenian impedida la recaptacion de DA, por lo que
esta se mantenia durante mas tiempo en el espacio sinaptico (Kume et al., 2005). Inhibir la produccién de DA
genera un aumento en el suefio y en el umbral de arousal (Riemensperger et al., 2011). Ademas, se ha visto
que drogas que aumentan el nivel de DA incrementan el tiempo dedicado a dormir, mientras que las drogas

que disminuyen los niveles de DA tienen el efecto opuesto (Nall and Sehgal, 2014).

1.F.3 La octopamina

La octopamina (OA) fue descubierta a mediados del siglo pasado en un trabajo en pulpos, en el que se
estudiaban las glandulas salivares posteriores de estos animales (Erspamer, 1948). Su nombre se debe al
género de la especie estudiada (Octopoda) sumado a su parecido con la adrenalina y noradrenalina. La
féormula quimica de la OA es la misma que la de la DA, CgH,;NO,. Se considera que la OA es la molécula analoga

de la noradrenalina de vertebrados (Roeder, 2005)
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Estructura de la octopamina

Al igual que la DA, la OA tiene como precursor a la tirosina, que es convertida por la tirosina
decarboxilasa en tiramina, para ser luego convertida en OA por la tiramina B-hidroxilasa (TBH). Cabe mencionar
que en este trabajd utilicé mutantes para esta enzima con el fin de bloquear la transmisién octopaminérgica.
Luego de sintetizada, la OA es almacenada en vesiculas en las terminales sindpticas. Nuevamente, al igual que
la DA, la OA es recaptada dentro de las células por medio de transportadores OAT (Scavone et al., 1994). La
especificidad de estos transportadores suele no ser muy alta en estudios in vitro, aunque en el sistema
bioldgico la misma esta dada por el tipo neuronal que produce las aminas (Donly et al., 2007). La inactivacion
de esta amina es llevada a cabo por enzimas N-acetil-transferasas o bien por N-metil-transferasas (Wierenga
and Hollingworth, 1990). Aparentemente, la enzima MAO tendria un rol menor en este caso (Roeder, 2005).

La OA se une a receptores especificos, que forman parte de la familia de receptores asociados a
proteina G, de 7 pasos transmembrana (Osborne, 1996). Desde hace ya unos afos la clasificacién de los
mismos es en base a las similitudes estructurales que se encontraron con los receptores adrenérgicos de
vertebrados, por lo que hoy en dia se clasifica a los mismos como OctaRs, OctBRs segin su homologia con los
receptores a y B respectivamente (Evans and Maqueira, 2005). Se ha visto que los OARa inducen un aumento
en los niveles de calcio y de AMPc, a través de la activacidn de las vias de la fosfolipasa C/inositol trifosfato y
de la adenilato ciclasa. Por otro lado, los OARPB generan sdlo aumento de AMPc, a través de la activacién de la

adenilato ciclasa (Farooqui, 2007).

1.F.4 Distintos roles de la octopamina en invertebrados

La OA tiene una multiplicidad de roles, cumpliendo funciones como neurohormona, neuromodulador y

neurotransmisor (Orchard et al., 1982). Tiene una gran cantidad de tejidos blanco que incluyen musculos
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esqueléticos y viscerales, tejidos de reserva energética, drganos sensoriales y células del sistema inmune
(Roeder, 2005). Probablemente, su rol mas importante sea el de coordinar procesos asociados a la respuesta
de lucha o huida. Coordina y regula el metabolismo de los musculos de vuelo en insectos (Candy et al., 1997).
Ademas, permite la aceleracion de la actividad cardiaca (Prier et al., 1994) y el aumento de la tasa ventilatoria
(Sombati and Hoyle, 1984), lo que hace que los musculos tengan una mayor oxigenacidon. Ademas, la OA
posibilita la obtencién extra de energia a partir de su accién sobre el cuerpo graso de insectos, ya que produce
la liberacién de acidos grasos a la hemolinfa (Zhiwei Wang et al., 1990).

Otro campo en el que se ha estudiado mucho el rol de la OA es el de la agresién. Se han hecho estudios
en grillos (Stevenson et al., 2000), Drosophila (Hoyer et al., 2008) y diversos crustaceos, entre los que se
encuentra el cangrejo Neohelice (Pedetta et al., 2010). En el cangrejo Carcinus maeans se asocia la OA con los
animales subordinados, ya que los animales perdedores en las contiendas tienen un nivel elevado de esta
amina (Sneddon et al.,, 2000), sumado a que su inyeccion induce posturas relacionadas con la sumisién
(Antonsen and Paul, 1997).

Por otra parte, se ha estudiado cémo la OA influye en la division de tareas de las abejas dentro de Ia
colmena. Se sabe que las abejas mas viejas (recolectoras) tienen niveles de OA mas altos que las mas jovenes
(cuidadoras de cria) (Wagener-Hulme et al.,, 1999). Incluso se ha visto que esta diferenciacion puede ser

inducida mediante la administracion de OA (Schulz and Robinson, 2001).

1.F.5 Las aminas en la memoria de los invertebrados

En la bibliografia de insectos, se ha vinculado cldsicamente a la neurotransmisién octopaminérgica con
la sefializacion de los estimulos apetitivos y a la dopaminérgica como sefalizadora de los estimulos aversivos.
Esto se basa en trabajos realizados mayoritariamente en abejas, grillos y moscas. Revisaré a continuacion la
bibliografia al respecto.

En abejas se ha identificado una neurona denominada VUMx1 como la neurona responsable de
sefializar internamente la estimulacién con solucién azucarada (Hammer, 1993). Esta es una neurona
octopaminérgica que arboriza en distintas partes del cerebro incluidos los mushroom bodie y el I16bulo antenal,
sitio en el ocurren fendmenos de plasticidad relacionados con aprendizaje y memoria olfativa (Fernandez et al.,

2009; Locatelli et al., 2013). Se observé que ante la estimulacidn con solucién azucarada esta neurona presenta
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una actividad conspicua y a su vez que su activacién puede reemplazar al estimulo incondicionado en el
aprendizaje apetitivo (Hammer, 1997). Ademas, se comprobd que la administracién de antagonistas de
receptores octopaminérgicos durante el entrenamiento impide la formacidn de la memoria apetitiva, y que la
inyeccién de RNAI contra el mensajero que codifica para el receptor de OA también tiene efecto detrimental
sobre la memoria apetitiva (Farooqui et al., 2003; Hammer and Menzel, 1998).

Utilizando un paradigma de aprendizaje aversivo denominado SER (Sting Extension Reflex) en el que se
asocia un olor con un shock eléctrico que provoca la extension del aguijon, se observd que la memoria
generada es dependiente de DA, ya que la administracién de antagonistas de sus receptores impide la
formacién de la misma (Vergoz et al., 2007). En otro estudio en abejas, también se utilizé un shock eléctrico
asociado a un paradigma de place preference en el que los animales aprenden a evitar el lugar particular
asociado con el castigo. En este caso se observd que la administracién de antagonistas de receptores de DA
interfiere con la formacidn de esta memoria, mientras que la administracidon de DA produce la facilitacién de
misma (Agarwal et al., 2011).

En resumen, en abejas se comprobd en términos generales, que mds alld de las modalidades
sensoriales involucradas y de la tarea aprendida, la activacidn de vias dopaminérgica instruye la formacion de
memorias aversivas y la de vias octopaminérgicas instruye para memorias apetitivas.

En cuanto al modelo de aprendizaje y memoria en grillos, existen dos paradigmas de aprendizaje, uno
olfatorio y otro visual. Ambos son utilizados para condicionamientos de tipo apetitivo o aversivo. Se observé
que la inyeccién de antagonistas de receptores de DA interfieren con la memoria aversiva y la inyeccién de
antagonistas de receptores de OA interfiere con la memoria apetitiva, por lo que al igual que en abejas se
establecié que cada una de las memorias depende de una amina distinta. Nuevamente, se observd que los
antagonistas de receptores de DA no impiden el aprendizaje apetitivo y que los antagonistas de receptores de
OA no impiden el aprendizaje aversivo, por lo que se concluyd que las vias aminérgicas de sefializacién
actuarian de manera separada (Unoki et al., 2005, 2006).

Por otra parte, en un experimento pionero en el tema, utilizando el modelo de Drosophila y
aprovechando la posibilidad de manipulacidn genética, se vio que las moscas deficientes en la sintesis de OA no
muestran retencidon de una memoria apetitiva mientras que las deficientes en DA no muestran retencién de
una memoria aversiva (Schwaerzel et al., 2003). Cabe destacar que, al igual que en los otros modelos, los
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animales deficientes en una amina no muestran impedimento alguno con la memoria de signo opuesto. Unos
afnos después, utilizando técnicas de optogenética se demostré incluso que la activacidon de un subgrupo de
neuronas dopaminérgicas no solamente es necesaria, sino que es suficiente para la formacién de la memoria
aversiva (Claridge-Chang et al., 2009). Parte de este circuito es compartido por otros dos tipos de memoria
aversiva en moscas, que utilizan una sustancia amarga o una temperatura alta como US, por lo que se
considera que las neuronas dopaminérgicas de este subgrupo sefializan a los estimulos aversivos por su
valencia mas allad de su modalidad sensorial (Das et al., 2014; Galili et al., 2014)

Hasta aqui existié un acuerdo de los tres modelos en que la via de OA es la responsable de codificar el
refuerzo apetitivo y la de DA el refuerzo negativo, por lo que se postulaba una “funcién instructiva” de cada
amina, sefializando a cada uno de los tipos de estimulos segln su valencia (Giurfa, 2006). En este sentido, los
insectos parecian ser una excepciéon entre el resto de los animales en donde la DA tiene un valor positivo en
diversas especies evolutivamente lejanas (Barron et al., 2010). Por ejemplo, esto se ha estudiado con gran
detalle en distintos modelos mamiferos. La literatura sobre el tema es extensa y no corresponde entrar en
detalle aqui, pero el consenso indica que las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral (VTA) que
proyectan hacia el nucleus accumbens actuan codificando al US positivo. Mas aun, una vez que se realiza la
asociacion entre el US y el CS, estas neuronas disparan ante la sola presentacion del CS (Schultz, 2010).

Dentro de los invertebrados, se comprobd algo similar en nematodos y moluscos. Por ejemplo, en el
modelo de Lymnea extensamente estudiado, se vio la sefializacion opuesta a la observada en insectos vy
coincidente con la de vertebrados: la memoria aversiva depende de OA, mientras que la memoria apetitiva
depende de DA (Kemenes et al., 2011). En Aplysia también se ha demostrado que el aprendizaje apetitivo
depende de DA (Baxter and Byrne, 2006).

A pesar del establecimiento de este “dogma” en insectos, afios mas tarde, y utilizando técnicas de
manipulacion genética que permiten modular la actividad de grupos de neuronas mas pequefios y con mayor
precisidn, se demostrd en Drosophila que la sefializacion del refuerzo positivo es mas compleja de lo que se
pensaba: la sefalizacidn de los estimulos dulces, como azucares sin valor nutritivo depende de neuronas OA
que se situan rio arriba de un grupo de neuronas DA (pertenecientes al clister PAM y distintas a las neuronas
que sefializan el estimulo aversivo). En cambio, otros estimulos apetitivos, como el agua para moscas
sedientas, la cépula y los azucares con valor nutritivo son independientes de OA, y dependen de DA (Burke et
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al., 2012; Huetteroth et al., 2015; Lin et al., 2014; Liu et al., 2012; Montague and Baker, 2016). Cabe destacar
gue no todos los estimulos activan exactamente las mismas neuronas, aunque todas ellas estan en el clister
denominado PAM. Los autores de estos trabajos plantean entonces que los insectos no serian una excepcion
en cuanto al valor heddnico de la dopamina (Waddell, 2013). Una posible explicaciéon para comprender las
diferencias con los resultados obtenidos en abejas y grillos, podria ser que las intervenciones utilizadas en éstos
ultimos no tienen la precisién suficiente para demostrar el rol de la DA en el aprendizaje apetitivo. No
obstante, el grupo de M. Mizunami, referente en el trabajo con grillos, ha demostrado recientemente
utilizando animales knockout para receptores de DA que esta amina no estd involucrada en el aprendizaje
apetitivo, y plantean que distintos insectos podrian tener mecanismos de sefializacién diferentes (Awata et al.,

2016).

1.F.6 Aminas biogénicas y aprendizaje en cangrejos

En el Laboratorio de Neurobiologia de la Memoria se abordé hace afos el estudio de las aminas
involucras en el aprendizaje y memoria en cangrejo. Se observd, que, al igual que en grillos y abejas, la DA es
necesaria para la formacion de la memoria aversiva, ya que la inyeccién de antagonistas de receptores
dopaminérgicos interfiere con la formacidn de la memoria aversiva de largo término, e incluso la
administracién de DA facilita la formacion de la memoria aversiva tras un entrenamiento aversivo débil
(Klappenbach et al., 2012). A su vez se comprobd que antagonistas de receptores de OA no impiden la
formacién de la memoria aversiva.

Por otra parte, trabajando con el paradigma de memoria apetitiva se comprobd que la OA si es
necesaria para la formacion de esta memoria, ya que la administracién durante el entrenamiento de los
antagonistas de receptores de octopamina, mianserina y epinestina, bloquean la memoria apetitiva y la
inyeccion de OA facilita la memoria de largo término luego de un entrenamiento apetitivo débil (Kaczer and

Maldonado, 2009).

1.F.7 Interaccidon entre los sistemas de sefializaciéon

Los trabajos antes mencionados realizados en cangrejos ofrecieron en parte resultados similares a los

obtenidos en insectos, sin embargo dichos experimentos fueron concebidos a partir de un enfoque diferente
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al utilizado en insectos. Mas allad de estudiar el rol de la OA en el aprendizaje apetitivo y el de la DA en el
aprendizaje aversivo, se considerd que si un tipo de amina sefializa a un determinado tipo de US, entonces era
posible que cada una de estas aminas modulara negativamente la formacién de la memoria de signo opuesto.
Esto podria resultar adaptativo, ya que ante una situacion en la cual existen componentes positivos y negativos
asociados al mismo estimulo condicionado, la categorizacion final de este ultimo podria surgir del balance
entre las sefales en conflicto. Bajo este mirada, se comprobd en cangrejos que las inyecciones de OA
interferian con la memoria de largo término aversiva, y que este efecto era contrarrestado con la
administracién de un antagonista de receptores de OA (Kaczer and Maldonado, 2009).

Un tiempo después este mismo efecto se comprobd en abejas: la OA tiene un efecto detrimental en el
paradigma aversivo de place preference (Agarwal et al., 2011). Los resultados referidos al rol de la DA en el
aprendizaje apetitivo de cangrejo son parte de esta tesis, por lo que serdn explicados con mejor detalle mas
adelante.

En otro estudio llevado a cabo en abejas se estudid el rol de la DA y de la serotonina (5HT) en un
paradigma en el que los animales asocian un olor con una soluciéon azucarada que ademds contiene una
sustancia desagradable para las abejas. De este modo la recompensa combina consecuencias apetitivas y
aversivas. Se utilizaron dos sustancias aversivas; quinina que resulta aversiva por su sabor amargo, y
amigadalina que no tiene sabor pero resulta aversiva por provocar cierto grado de malestar en la abejas. Se
observé que existe una via mediada por DA, que es responsable del valor negativo inmediato de la quinina y
otra via, mediada por 5HT, que sefaliza la informacidn aversiva generada por el efecto post-ingestivo de la
amigdalina (Wright et al., 2010). En ambos casos, los autores toman como evidencia de un aprendizaje
aversivo al hecho de que los animales no extienden la probdscide ante la estimulacion con el olor condicionado
a pesar de que este predice también azucar. Sin embargo, de estos experimentos no quedé resuelto si es que
los animales no han aprendido nada, por efecto de una interaccidn supresiva entre estimulos opuestos durante
el entrenamiento, o si han aprendido ambas cosas y estas compiten en el momento de la evocacidn.

Al comenzar esta tesis existian dos buenos ejemplos en invertebrados sobre circuitos de OA y DA que
actuasen de manera coordinada y relacionados con el comportamiento de alimentaciéon. Uno de ello es C.
elegans. Ante la presencia de comida se activan neuronas dopaminérgicas y ante la ausencia de la misma se
activan neuronas octopaminérgicas. Se observd que la administracién de DA, o la activacién de las neuronas
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dopaminérgicos, inhibe la actividad de las neuronas de OA permitiendo asi una accién coordinada de ambas
vias y comportamientos bien definidos (Suo et al., 2009).

En Drosophila, se observd que para la evocacién de la memoria apetitiva es necesario que los animales
tengan hambre. Esto es sefializado internamente mediante el péptido dNPF, un ortélogo del NPY de
mamiferos. Resulta interesante que rio debajo de estas neuronas se encuentre un grupo de neuronas
dopaminérgicas, que inervan los mushroom bodies y cuando estdn activas impiden la evocacion de la memoria
apetitiva. Cuando el animal tiene hambre, las neuronas dNPF silencian a las neuronas dopaminérgicas,
removiendo su inhibicién de los MB y permitiendo asi que la memoria apetitiva sea evocada. Incluso se
comprobd que cuando las moscas se encuentran saciadas la activacién artificial de las neuronas dNPF es
suficiente para generar la expresion de la memoria apetitiva (Krashes et al., 2009). Un tiempo después se
demostré también en Drosophila que la activacidon de un grupo de neuronas de DA interfiere con la memoria
apetitiva. Los autores del trabajo concluyen que la actividad de estas neuronas dopaminérgicas induce el olvido
de la memoria apetitiva (Berry et al., 2012).

En resumen, existen evidencias basadas en la posible interaccidén entre las distintas vias de sefializacién
gue sugieren estudiar a las memorias apetitivas y aversivas, no como elementos independientes, sino como
procesos con cierto grado de interacciéon entre si. Este enfoque resulta muy relevante cuando se piensa en
eventos de aprendizaje y memoria en contextos de la vida real de un animal, en los cuales un mismo estimulo
condicionado suele predecir tanto consecuencias apetitivas como aversivas.

Por lo tanto, la existencia de una instancia de interaccion entre la informacion contradictoria
contenida en una experiencia, y su influencia sobre el aprendizaje y sobre la persistencia y contenido de la
memoria en distintos animales, han sido el objeto de estudio de esta tesis, tratando de aprovechar las ventajas
experimentales de cada modelo y paradigma, y poniendo a prueba el grado de universalidad de dichos

conceptos.
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Hipotesis general de trabajo

En episodios de aprendizaje de la vida real, los animales esta expuestos a situaciones contradictorias en
las que determinados estimulos condicionados predicen la ocurrencia de consecuencias apetitivas y aversivas.
En este contexto postulamos que los mecanismos involucrados en aprendizaje y memorias apetitivas y
aversivas, deben interactuar de manera coordinada para asegurar decisiones comportamentales coherentes y
adaptativas.

Para cada uno de los objetivos que planteo existen hipdtesis de trabajo concretas, con predicciones

especificas que serdn expuestas en cada capitulo.

Obijetivos particulares

1. Como fue explicado anteriormente, se ha comprobado en abejas y en cangrejos que antagonistas de
receptores dopaminérgicos no bloquean la formacién de memorias apetitivas. Sin embargo, no se ha
estudiado hasta ahora si la DA tiene un efecto negativo sobre la memoria apetitiva. Por ello nos
propusimos:

e Analizar el efecto de la dopamina sobre la memoria apetitiva en el cangrejo Neohelice y la
abejas Apis mellifera.

e Analizar el efecto de antagonistas de receptores dopaminérgicos sobre la memoria
apetitiva del cangrejo Neohelice y la abeja Apis mellifera.

2. Hipotetizamos que el efecto de la dopamina sobre la memoria apetitiva, representa la situacién en la
cual un aprendizaje aversivo compite con un aprendizaje apetitivo. Por ello me propuse:

e Estudiar la persistencia y contenido de la memoria luego de entrenamientos mixtos que
incluyen refuerzos apetitivos y aversivos asociados al mismo estimulo condicionado; el
contexto en cangrejos y un olor en moscas.

3. No existe aln una descripcion neuroanatdomica de neuronas y tractos dopaminérgicos en cerebro
central de abejas y cangrejos. Por ello nos propusimos:

e  Realizar una descripcidn neuroanatdomica del sistema dopaminérgico en el cangrejo y la
abeja mediante ensayos inmunohistoquimicas contra tirosina-hidroxilasa.

Cada uno de estos objetivos corresponde con una secciéon, dentro del capitulo de resultados.
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2. Materiales y Métodos
Alo largo de esta tesis se utilizaron 3 modelos animales distintos. Describiré la metodologia asociada a

cada uno de ellos en secciones diferentes.

2.A Cangrejo Neohelice granulata
2.A.1 Animales

Los animales utilizados son cangrejos machos de la especie Neohelice granulata (Dana, 1852)
(anteriormente denominada Chasmagnathus granulatus) de tamafio entre 2.7-3.0 cm de ancho de caparazon,
gue son capturados en las rias de agua salobre de San Clemente del Tuyd, Provincia de Buenos Aires,
Argentina. Durante la permanencia en el laboratorio, los animales son mantenidos en tanques plasticos (35 cm
x 48 cm x 27 cm), en una densidad de 20 animales por recipiente, con agua de salinidad 12%o preparada con sal
marina para acuarios (Winex); pH 7,4-7,6. El cuarto donde permanecen los cangrejos tiene una temperatura de
19 a 22 °C, y un ciclo luz-oscuridad de 12L: 120 (08:00-20:00 horas). Los experimentos se realizaron durante
todo el afio, exceptuando los meses de septiembre y octubre, que coinciden con la temporada reproductiva de
los animales. Cada animal es utilizado en un Unico experimento y estos se llevan a cabo entre las 9 hs y las 20
hs. Se utilizaron entre 30 y 40 animales por grupo. Antes de incluir a un animal en un grupo experimental se
realiza una prueba de seleccion, en la cual se da vuelta a cada animal apoyandolo sobre su zona dorsal: si el
cangrejo no re-establece inmediatamente la posicidn original entonces no es utilizado ya que este letargo esta
correlacionado con un deterioro en el estado general del animal. Se realizaron todos los esfuerzos posibles
para disminuir el nimero de animales utilizado y para minimizar el sufrimiento que se pueda causar a los

mismos.

2.A.2 Metodologia general
Cada experimento incluye al menos dos fases: la sesién de entrenamiento y la de evaluacidn, que se

llevan a cabo con un intervalo de al menos 24 h. En algunos experimentos se agregd también una sesion de
reexposicion entre las otras dos. En estos casos la reexposicion se realizd 24 hs después del entrenamiento y la
evaluacion 48 hs luego del primero. Siempre se utilizé al menos un par de grupos, y cada par incluye un grupo

entrenado, que recibe el estimulo incondicionado durante la sesién de entrenamiento, y un grupo no
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entrenado que permanece en el contexto durante la sesion sin recibir estimulo alguno. Es decir, se compara el
comportamiento de un animal que ha estado expuesto a una experiencia determinada (el grupo entrenado)

con otro que no (no entrenado).

2.A.3 Dispositivo experimental

Tanto para el protocolo de entrenamiento aversivo como para el de entrenamiento apetitivo se
dispone de un dispositivo que permite evaluar el comportamiento de los cangrejos, al que denominamos
actémetro. Este es un recipiente tipo bow/ con una pared céncava de 12 cm de altura, con un didmetro de 9 cm
en la parte inferior y 23 cm en la superior, de color rojo, en el que se coloca a los animales individualmente
para realizar los experimentos. A lo largo del trabajo, me referiré al actdmetro como el contexto experimental,
o bien como el estimulo condicionado (EC). En el cuarto experimental hay 20 actémetros, agrupados en 5
maddulos de 4 dispositivos cada uno, todos aislados entre si. Cada uno de estos médulos es iluminado por tres
[dmparas de led de 10W vy filmado mediante una cdmara de video, situada a 2 metros sobre los mismos. La
sefial de las 5 cdmaras que registran los 20 actdmetros es capturada por una interfaz donde es digitalizada y
recortada (480x480 pixeles, 24 bits). Al finalizar cada registro se genera un archivo digital (formato AVI)
correspondiente a cada cdmara. El software desarrollado permite, en cada experimento, estipular
independientemente para cada cdmara el momento de inicio de cada registro y la tasa de captura en cada
registro (hasta un maximo de 10 cuadros/seg). El comportamiento de cada cangrejo es analizado en soporte
digital utilizando otro software desarrollado a tal fin, basado en el rastreo de cada animal en el actémetro
espacio, a lo largo del tiempo. Para la optimizacién de este método, se pega sobre el caparazén de cada
cangrejo una pequeia etiqueta que contrasta sobre el caparazén oscuro (goma E.V.A amarilla, 4x4 mm), que
es el objeto a rastrear. El software de rastreo permite individualizar multiples arenas experimentales,
localizando en cada cuadro del video la posicion de cada animal (en los ejes x,y, en pixeles). Los datos son
procesados en una planilla de célculo, que permite analizar distintas variables dependientes de la posicién y del
tiempo, como la distancia total recorrida, velocidad promedio, patrones de velocidad instantanea, patrones de

distribucidn espacial del recorrido, etc.
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2.A.4 Paradigma apetitivo
2.A.4.i Entrenamiento

El protocolo de entrenamiento es, salvo pequefias modificaciones relacionadas con la cantidad de
comida y con la duracién de la sesién de entrenamiento, el mismo que se ha puesto a punto en el laboratorio y
se viene utilizando desde la tesis doctoral de Laura Kaczer (Kaczer and Maldonado, 2009). El primer dia los
animales se colocan individualmente en la arena experimental y después de 5 minutos, el grupo entrenado
recibe una cantidad fija de alimento (comida para conejos, Nutrientes Argentina SA). Inicialmente, los animales
exploran el contexto, y cuando encuentran la porcion de alimento comienzan a comerla inmediatamente.
Después de 45 minutos los animales son removidos del actdmetro y colocados individualmente en recipientes
individuales hasta la siguiente sesién. El grupo no entrenado permanece en el contexto durante los cincuenta
minutos que dura el entrenamiento sin recibir ningln tipo de estimulacion. La cantidad de alimento fue de
80mg en el protocolo intermedio, 40mg en el bajo y 160mg en el protocolo de entrenamiento alto. Se ha
comprobado anteriormente que el protocolo intermedio permite la formacion de una memoria que se

expresa, hasta al menos, 72 hs después de la sesidon de entrenamiento (Kaczer and Maldonado, 2009).

2.A.4.ii Recordatorio

Los animales son colocados en el contexto de entrenamiento durante 10 minutos y luego son sacados
paras ser colocados nuevamente en sus cajas individuales. Se demostré que este protocolo desencadena el
proceso de labilizacién-reconsolidacion. Si después de 5 minutos de estar en el contexto los cangrejos reciben
una porcién de comida, de manera tal que no existe un mismatch entre lo que los animales esperan y lo que
realmente ocurre, por lo tanto, el proceso de labilizacidn-reconsolidacidon no se desencadena (Kaczer et al.,

2011).

2.A.4.iii Evaluaciéon

Los animales son colocados en el contexto de entrenamiento, en donde permanecen durante 5
minutos. En ese tiempo se mide la actividad exploratoria mediante filmaciones como fue explicado en parrafos

anteriores.
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2.A.5 Paradigma aversivo
2.A.5.i Entrenamiento

Este protocolo se viene usando, con pequefias modificaciones, desde hace mas de 25 afios en el
laboratorio (Lozada et al., 1990). Denominamos ensayo de entrenamiento a la presentacién de un estimulo
visual de peligro (EVP) que se mueve horizontalmente por encima del animal (dos ciclos de 2,2 segundos cada
uno, con 2,3 segundos en el medio). Este estimulo evoca inicialmente una respuesta de escape, que tras la
presentacion reiterada del estimulo cambia por una respuesta de congelamiento o freezing (Pereyra et al.,
2000). El EVP es una figura rectangular de color negro, de 25 cm X 7,5 cm que se mueve a 12,5 cm del animal.
Se utilizaron 3 tipos de entrenamiento que difieren entre ellos en la cantidad de ensayos. El entrenamiento alto
consistid en la presentacion de 30 ensayos, el intermedio de 15 y el bajo de 10. El intervalo entre estimulos se
modificé teniendo en cuenta mantener fijo el tiempo total de la sesidon de entrenamiento el cual es 5 minutos

de adaptacidn al contexto mas 45 minutos desde que pasa el primer EVP.

2.A.5ii Recordatorio

Los animales son colocados en el contexto de entrenamiento durante 5 minutos y luego son retirados y
colocados nuevamente en sus recipientes. Se demostré que este protocolo de re-exposicion desencadena el
proceso labilizacion-reconsolidacidn. Si después de 5 minutos de estar en el contexto, los cangrejos reciben un
ensayo del EVP de manera tal que no hay un mismatch entre lo que los animales esperaban y lo que realmente

ocurre, el proceso de labilizacién-reconsolidacion no se desencadena (Pedreira et al., 2004).

2.A.5iii Evaluacion

Los animales son colocados en el contexto, y luego de 5 minutos reciben un ensayo del EVP. La respuesta

de escape desencadenada por el mismo es evaluada mediante filmaciones como fue explicado anteriormente.

2.A.6 Entrenamiento mixto

Con el fin de analizar la interaccidon entre dos entrenamientos simultaneos y de signo opuesto, se utilizd

un grupo entrenado de forma mixta. Los animales de este grupo son colocados en el contexto de
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entrenamiento, y luego de 5 minutos reciben el primer ensayo con EVP. Inmediatamente después los animales
reciben una determinada cantidad de alimento, que puede ser ingerida durante los 45 minutos restantes,
durante los cuales reciben sucesivos ensayos con el EVP. Tanto la cantidad de comida como la de ensayos
aversivos varian, en funcién de la fuerza de entrenamiento deseada. Luego de los 50 minutos de
entrenamiento los animales son retirados del actémetro y colocados en el recipiente en donde permaneceran
hasta la sesién de evaluacién. La sesion de re-exposicion y la de evaluacidn son exactamente iguales a la de los

grupos con entrenamiento solo apetitivo o solo aversivo.

2.A.7 Andlisis estadistico

Se evalud la retencién de la memoria centrando el andlisis de datos en los resultados de los ensayos de
evaluacion. Para ello se contrasta la respuesta del grupo entrenado con la de su respectivo grupo control.
Preferimos hacer esta comparacidn en lugar de comparar el desempefio de un mismo grupo antes y después
del entrenamiento porque permite separar el momento de la adquisicion con el de la evaluacién, teniendo en
cuenta que el comportamiento de los animales puede diferir con el paso del tiempo, por motivos ajenos a los
que se quieren evaluar con el experimento (Rescorla, 1988). La respuesta de los grupos apetitivo y aversivo se
compara con la del grupo sin entrenamiento a fin de revelar la memoria apetitiva y la memoria aversiva
respectivamente. El grupo entrenado aversivo es el grupo control para el grupo entrenado mixto cuando se
analiza la memoria apetitiva. En el mismo sentido, el grupo entrenado apetitivo es el grupo control contra el
cual se compara el grupo entrenado mixto cuando se analiza la memoria aversiva.

Nuestra definicién operativa de memoria se basa en hallar diferencias significativas entre el grupo
entrenado y su respectivo control, mientras que la falta de esta diferencia es una definicidn operativa de la
falta o la no expresion de la memoria como resultado de un tratamiento o factor experimental. Nuestra
prediccidén es que hay una diferencia entre cada par entrenado-no entrenado, por lo tanto, se analizaron con
comparaciones planeadas utilizando un ANOVA ponderado de significancia a = 0,05 (tasa de error por
comparacién), de acuerdo con el método estandar (Howell, 2012; Rosenthal and Rosnow, 1985). Una
correlacién de Pearson se llevd a cabo con el fin de evaluar si las dos memorias se adquieren de forma

independiente.
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2.A.8 Farmacologia

Se utilizd solucion salina de crustaceo como vehiculo (en concentraciones molares: NaCl: 0,45; CaCl,:
0,015; MgCl2: 0,021; KCl: 0,01; (Hoeger and Florey, 1989)). Se inyectaron 50 microlitros de solucién salina o
droga a través del lado derecho de la membrana cefalotoracica-abdominal dorsal por medio de una jeringa
provista de un “tope” para controlar la profundidad de penetracién de 4 mm, asegurando asi que la solucién
inyectada fuese descargada en el saco pericardico. Ya que los cangrejos carecen de barrera hematoencefalica
(Abbott, 1970) y que la hemolinfa se distribuye mediante sistemas capilares del seno pericardico a los ganglios
nerviosos (Sandeman, 1967) es posible realizar inyecciones sistémicas que llegan a las areas de neuropilos del
cerebro. Las drogas utilizadas fueron Cicloheximida (C7698) en una dosis de 45 pg por animal, Dopamina
(H8502), Flufenazina (F0280000) y Clorpromazina (C1900000) en las dosis indicadas en cada experimento.

Todas las drogas fueron adquiridas de Sigma-Aldrich Argentina.

2.A.9 Inmunohistoquimica
El protocolo de fijacidn y tincidn realizado fue el mismo para cangrejos y para abejas, con la salvedad

de que en el caso del cangrejo se realizé la diseccidn del ganglio supraesofagico y de los I6bulos épticos por
separado, mientras que en la abeja se trabajé con el cerebro entero. Para la realizacion de los experimentos se
sacrificd a los animales colocdndolos en hielo por 10 minutos antes de la diseccidn. Se realizé la diseccidn en
paraformaldehido 4% y, posteriormente, se fijaron los tejidos durante 2 horas. Seguido a esto, y siempre bajo
agitacién a 429C, se realizaron dos lavados en PBS, de 30 minutos cada uno. Luego se deshidrataron los mismos
en una secuencia de pasos de 10 minutos cada uno en etanol 50%, 70%, 90%, 96%, 100%. Luego se siguid el
camino inverso para rehidratar las muestras, sumandole un ultimo paso de agua destilada. El pasaje por
alcohol aumenta la permeabilidad del tejido a la tincién. Posteriormente, los ganglios se enjuagaron 2 veces en
PBS (30 minutos cada enjuague) y se bloquearon toda la noche en PBS 0,01M, BSA 2%, tritonX100 0,1% y NGS
5%. Al dia siguiente, los ganglios fueron lavados en PBS (2 x 30 minutos) e incubados por 72 horas con un
anticuerpo anti tirosina-hidroxilasa (ab152 Chemicon) diluido 1/50 en PBS 0,01M, Tween 0,3% y NGS 1%,
preservado con acida sddica. Este anticuerpo ha sido utilizado con éxito en otras especies para marcar
neuronas dopaminérgicas. El anticuerpo primario fue removido con tres lavados de dos horas cada uno de PBS

0,01M. Luego, las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario de cabra Alexa Fluor 488 anti conejo
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(Invitrogen A11008) diluido 1/500 en PBS 0,01M por 48 horas. Para remover el anticuerpo secundario se
lavaron los ganglios tres veces durante 30 minutos cada una con PBS + Tween 0,03%. Luego se realizd un
lavado mds toda un noche. Para terminar, las muestras fueron deshidratas utilizando la siguiente serie de pasos
de 10 minutos cada uno, con etanol 50%, 70%, 90%, 96%, 100%, y fueron montadas en metilsalicilato. Para
visualizar las muestras se utilizd un microscopio confocal Olympus FV300 utilizando un ldser de Argdn de

longitud de onda 488nM.

2.B Abeja Apis mellifera
2.B.1 Animales

Se utilizaron abejas Apis mellifera recolectoras de polen, que fueron capturadas en la entrada de
colmenas situadas en el predio de Ciudad Universitaria de Buenos Aires. Inmediatamente luego de ser llevadas
al laboratorio, las abejas son anestesiadas mediante un breve enfriamiento en hielo e inmovilizadas en cepos
individuales, que les permiten mover solamente las antenas y la probdscide. Después de la recuperacién de la
anestesia, las abejas fueron alimentadas ad /ibitum con una solucién 1M de sacarosa y se mantuvieron hasta la
noche, cuando fueron alimentados nuevamente ad libitum.

En el laboratorio, las abejas se guardan en una caja hiumeda a temperatura ambiente. Todos los
experimentos duraron 5 dias, incluyendo desde el dia de la captura hasta la sesion de evaluacion de la
memoria, realizada 72 hs después del entrenamiento. Todas las noches, las abejas fueron alimentadas ad
libitum con solucidn de sacarosa 1 M. Todas las sesiones de entrenamiento y evaluacién fueron llevadas a cabo
entre las 10 hs y las 14 hs. Treinta minutos antes del entrenamiento todos los animales pasaron por una prueba
de seleccion que consiste en tocar las antenas con una solucién de sacarosa 2M. Sélo los animales que
mostraron una extension rapida de la probdscide fueron utilizados en los experimentos.

En el experimento realizado para medir la ingesta total, la alimentacidn se realizé utilizando una
jeringa micrométrica (Gilmont GS-1200) que suministra pequefias gotas de volumen cuantificable de solucion 2
M de sacarosa en la punta de la extendida probdscide. Los animales recibieron gotas de la solucién hasta que
no extendieran mas la probdscide.

Nuevamente, se realizaron todos los esfuerzos posibles para disminuir el nimero de animales utilizado

y para minimizar el sufrimiento que se le pueda causar a los mismos.
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2.B.2 Protocolo experimental

El olor utilizado para el entrenamiento fue 2-octanona diluido 1/100 en aceite mineral (ambos de
Sigma-Aldrich). Se insertdé una pequefia tira de papel de filtro embebido con 10 ul de la dilucidn del olor en una
jeringa de 10 ml. Un extremo de la jeringa se conecta a una valvula que controla el flujo de aire dentro de la
misma. La salida de la jeringa se coloca 3 cm por delante de la cabeza de la abeja llegando la corriente de aire
cargada de olor directamente al animal. 10 cm por detrds de la abeja se colocd un extractor de aire, que

permite eliminar de forma continua los olores de la arena experimental.

gue remueve los olores.

El paradigma de aprendizaje utilizado en este trabajo ha sido descripto hace mas de treinta afios, y se
viene utilizando desde ese momento. El mismo es el condicionamiento olfativo del reflejo de extensién de la
probdscide (Bitterman et al., 1983). Durante cada ensayo se coloca al animal en el dispositivo experimental.
Veinte segundos después, se administra el olor, que se mantiene durante 4 segundos. Tres segundos después
de iniciado el olor se tocan las antenas con una solucidon de sacarosa 2M, lo que provoca la extensidn de la
probdscide. En ese momento se le suministra a la abeja una gota de 0.2 ul de la solucién. Veinte segundos
después del final del ensayo se devolvié la abeja a la posicidn de reposo hasta el siguiente ensayo. Se utilizaron
dos protocolos de entrenamiento: el entrenamiento fuerte consiste en 4 ensayos separados por 5 minutos de
intervalo entre ensayos. El protocolo de entrenamiento débil consiste en un Unico ensayo. Las sesiones de
evaluacidn consistieron en la presentacion del olor durante 4 segundos sin recompensa. Durante los ensayos
de entrenamiento y de evaluacién se registré la respuesta de cada sujeto como positiva si el sujeto extendid de

su probdscide mas alla de una linea virtual entre las mandibulas abiertas durante la estimulacién con el olor y
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antes de la estimulacién con sacarosa. Se le asigndé un valor de 1 a las respuestas positivas y un valor de 0 a las

negativas. Luego, se realizé un promedio por ensayo entre las respuestas de todos los animales.

2.B.3 Andlisis estadistico

La comparacién estadistica del desempefio de los animales durante el entrenamiento con 4 ensayos se
basa en un ANOVA de medidas repetidas (Friedrich et al., 2004), con la droga/vehiculo como un factor y los
ensayos como factor repetido. Para el andlisis de la sesidon de evaluacién, se compararon los ensayos
individualmente a partir de comparaciones planeadas (Mustard et al., 2012; Wright et al.,, 2010). La

comparaciéon entre la cantidad de comida ingerida también se hizo mediante una prueba de t.

2.B.4 Farmacologia

Todos los animales fueron inyectados con solucién vehiculo (en concentraciones molares: KCl: 0,005;
NaH,PO,. 0,01; pH 7,8, (Mustard et al., 2010)) o con alguna droga disuelta en la misma. Las inyecciones se
realizaron 15 min antes o 15 minutos después de la sesiones de entrenamiento o evaluacion, dependiendo del
experimento. Las inyecciones consistieron en 1 pl de dilucién del farmaco o solucién vehiculo administradas en
el torax utilizando un microcapilar tabulado (Felsenberg et al., 2011). Las drogas utilizadas fueron flupentixol y
clorhidrato de dopamina, ambos de Sigma-Aldrich, y bromhidrato de 6,7 ADTN de Santa Cruz Biotechnology.
Todos los farmacos se diluyeron en solucidn vehiculo fresca antes de cada experimento y permanecieron en

hielo hasta su uso.

2.C Mosca Drosophila melanogaster
2.C.1 Animales

Los animales fueron alimentados con un medio de harina de maiz, mantenidos a 252C de temperatura,
en un ambiente de humedad relativa de 40-50%, con un ciclo de luz-oscuridad de 12L: 120 (07:00-19:00 horas).
Como mosca wild type se uso la linea Canton-S (Krashes et al., 2009). Ademas, se usaron las siguientes lineas,
que habian sido descriptas con anterioridad: UAS-shi®" (Kitamoto, 2001), Tbh™'® (Monastirioti et al., 1996),
c061-GAL4 (Krashes et al., 2009) y 0104-GAL4 (Huetteroth et al., 2015). Se utilizaron animales de entre 6 y 9

dias de edad, que fueron privados de comida entre 22 y 26 horas antes del experimento.
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Como en las secciones anteriores, se realizaron todos los esfuerzos posibles para disminuir el nimero
de animales utilizado y para minimizar el sufrimiento que se le pueda causar a los mismos.2.C.2 Dispositivo
experimental

Se utilizé un laberinto en T para llevar a cabo el condicionamiento y la evaluacion de los animales. El
mismo es bdsicamente el descripto hace mdas de treinta afos, con algunas modificaciones, que estan
relacionadas con que originalmente el dispositivo se disefid para el condicionamiento con un shock eléctrico, y

en cambio para este trabajo se utilizé un estimulo incondicionado de tipo gustativo (Tully and Quinn, 1985).

El dispositivo consta de un tubo de entrenamiento (a), dos tubos de
To Vacwum ayaluacién (b), un ascensor (c), que permite trasladar las moscas de (a)
hacia (b) y dos frascos en donde se colocan las soluciones odorantes (d).
En particular, los olores utilizados fueron 3-octanol (OCT) y 4-

metilciclohexanol (MCH). La concentracidon de cada uno de los olores

utilizada fue calibrada para cada experimento en particular, de manera

que genere una respuesta balanceada de parte de los animales. Los
frascos con olor pueden ser conectados a los tubos de evaluacion o al tubo de entrenamiento. El ascensor tiene
dos mangueras que son conectados a una bomba de aire. Tanto en la posicion de entrenamiento como de
evaluacion, se cierra el circuito que va desde la bomba hacia los tubos (que a su vez tienen una abertura hacia
el exterior), por lo que se genera un flujo de aire.

Para entrenar a los animales se utilizé como US una solucion de 1M de sacarosa + N,N-Dietil-meta-
toluamida (DEET) a concentraciones variables. Para esto, se mezcla la solucién con agar 1% tibio y se embebe
un papel de filtro Whatman 3MM de aproximadamente 14cm x 9cm con la misma. Antes de que se seque, se
enrolla por dentro del tubo de entrenamiento. Este serd el tubo que denominaremos “sacarosa”. Un tubo

solamente con agar 1% es utilizado como tubo “blanco”.

2.C.3 Entrenamiento

Se colocan aproximadamente 100 animales en el tubo de entrenamiento “blanco” y se conecta el
mismo a un frasco con olor (CS-) durante dos minutos. Luego se desconecta el olor, y los animales reciben 30
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segundos de aire del cuarto experimental. Pasado este tiempo, se transfiere a las moscas al tubo “sacarosa”
donde permanecen durante otros dos minutos expuestas al otro olor (CS+). Si las moscas son evaluadas
inmediatamente, las mismas reciben 30 segundos de aire de la habitacién y luego son transferidas al ascensor.
En el caso de que sean evaluadas a otros tiempos, las moscas son colocadas en un tubo de espera, que
contiene agar 1%.

Es importante tener en cuenta que cada entrenamiento tiene su entrenamiento reciproco, en el que se
recompensa al otro olor. Es decir, si primero se us6 MCH como CS+ y a OCT como CS-, en el entrenamiento
reciproco MCH serd CS-y OCT sera CS+.

Para los experimentos en los que se usaron lineas de moscas termosensibles los animales fueron
colocados 30 minutos antes del entrenamiento en una habitacién con una temperatura de 33°C, en donde se

llevo a cabo la sesién de entrenamiento y la de evaluacidn, realizada inmediatamente luego de la anterior.

2.C.4 Evaluacion

En el caso de que la evaluacidon no sea inmediatamente luego del entrenamiento, las moscas son
transferidas del tubo de espera a un tubo “seco”, que no contiene agar, y que es conectado al dispositivo
experimental en la misma posicién que ocupaba el tubo de entrenamiento. A partir de ese momento, la
evaluacion se desarrolla de la misma forma que cuando se hace inmediatamente luego del entrenamiento:
mediante un suave golpe las moscas son transferidas al ascensor y éste se baja hasta la posicién de bifurcacién
entre los dos tubos de evaluacién, que estan conectados a dos frascos de olores diferentes (MCH y OCT). Al
cerrarse el circuito que conecta la bomba de aire con los frascos, los olores comienzan a fluir por los tubos de
evaluacidén durante dos minutos y son extraidos a la altura de la unién de los dos brazos, lo que asegura que no
se mezclen. Durante este tiempo, las moscas pueden pasar de un tubo al otro las veces que quieran. Luego, se
sube el ascensor, dejando a las moscas en el tubo que hubieran elegido. Estas son transferidas a tubos de
conteo, teniendo en cuenta el tubo que hubieran elegido, en donde son anestesiadas con frio o con CO,, y

luego son contabilizadas.
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2.C.5 Andlisis estadistico
Se calcula un indice de discriminacidn (ID) para cada ensayo:

ID= (#moscas CS+ - #moscas CS-)/# moscas totales

Luego se promedia este indice con el ID obtenido para el experimento reciproco. La media de estos dos
indices da la unidad experimental (n=1).

Para comparar el desempefio de los distintos grupos se realizé un ANOVA de una via seguido por

contrastes de Tukey (Krashes and Waddell, 2011c).
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3. Resultados
3.A Rol de la dopamina sobre el aprendizaje apetitivo

Como he mencionado en la introduccién, durante muchos afios se ha estudiado a los aprendizajes
apetitivos y aversivos por separado, lo que ha posibilitado un conocimiento profundo sobre los mecanismos
celulares y moleculares que subyacen la formacion de cada una de estas memorias. No obstante, teniendo en
cuenta que en la naturaleza los animales se enfrentan usualmente a estimulos complejos, que no son
puramente positivos o negativos y que a partir de ello los animales deben tener la posibilidad de actuar de
forma coherente con su experiencia y las necesidades del momento, es que planteamos que cada circuito no
trabajaria sélo, sino que es a partir del balance entre la actividad de ambos y dependiendo del estado
motivacional, que surgiria la decision de aproximacion o rechazo.

Teniendo en cuenta esta consideracién, surge la hipdtesis que propone un rol dual de cada amina en el
aprendizaje. Me propuse evaluar en primer lugar si la dopamina, que ya se sabe es necesaria para la formacién
de la memoria aversiva en la abeja Apis mellifera y en el cangrejo Neohelice granulata, interfiere a su vez con la

memoria apetitiva en estos dos modelos.

3.A.1 La dopamina interfiere con la memoria apetitiva cuando se administra antes del

entrenamiento
3.A.1.i En la abeja Apis mellifera

Nuestro primer objetivo fue evaluar el efecto de una inyeccion de DA sobre el condicionamiento
olfativo del reflejo de extensidon de la probdscide (PER) en la abeja (Bitterman et al.,, 1983). Los animales
realizan una asociacion entre un olor, en principio neutro para los mismos, (estimulo condicionado; EC) y una
solucién azucarada (estimulo incondicionado; El). Realizamos un experimento con cuatro grupos de animales,
inyectados con solucién vehiculo, o soluciones de distintas concentraciones de dopamina (0,1mM, 1mM o
10mM). Quince minutos después de la inyeccidn los animales fueron sometidos a un entrenamiento de cuatro
ensayos, en los cuales se pared la presentacién del olor 2-octanona con una solucién de sacarosa 2M. Este es
un protocolo de entrenamiento considerado fuerte, dado que es efectivo para inducir la formacién de una

memoria de largo término (Menzel, 2001). La adquisicidn de la respuesta condicionada durante la sesion de
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entrenamiento se puede observar en la figura 1b (pagina 49). A partir de un analisis de ANOVA de medidas
repetidas no se detectaron diferencias significativas en la respuesta al olor entre los distintos grupos de
animales, por lo que concluimos que la inyeccion de dopamina no afecta la adquisicién de la respuesta
condicionada apetitiva (Interaccidn: Fg,g,= 0.12, p= 0.945; Factor grupo: Fs14,= 0.43, p= 0.856; Factor Ensayo:
F2280= 59.20, p< 0.001). Evaluamos entonces la respuesta de los animales a distintos tiempos luego de
terminada la sesidon de entrenamiento. Los resultados se pueden observar en la figura 1c (pagina 49).
Utilizando una comparaciéon de cuadrados minimos, se observa que no hay diferencias significativas en el
desempeno de los animales 3 y 24 horas después del entrenamiento, pero si cuando la evaluacién se realiz6 48
y 72 horas después del entrenamiento (3h: F; 14;= 0,10, p= 0,757; 24hs: Fy 14:= 0,44, p= 0,507; 48hs: F; 14,= 5,81,
p< 0,05; 72hs: F; 141= 6,14, p< 0,05). La concentracién que indujo una disminucién en la proporcidn de animales
que evoca la respuesta condicionada fue la mas alta de 10mM de DA. Este resultado sugiere que la dopamina
podria estar interfiriendo con la formacidn o la expresién de la memoria de largo término tardia (Friedrich et
al., 2004).

Este resultado podria explicarse también por una disminucién en la motivaciéon de los animales por
ingerir la recompensa. Es importante tener en cuenta dicha posibilidad, ya que en un trabajo anterior se ha
reportado que la DA podria afectar la responsividad de los animales al azucar (Scheiner et al., 2002). No
obstante, en este trabajo comprobamos a lo largo del experimento que la respuesta incondicionada al azucar
no fue afectada, ya que el 100% de los animales respondié positivamente a la presentacién de la solucién
azucarada a lo largo de todos los ensayos del entrenamiento. Esta diferencia con el trabajo de Scheiner y col.
podria deberse a que en este trabajo utilizamos una solucidn de azlcar muy concentrada, de 2M, la cual esta
muy por encima del umbral de respuesta. Otras diferencia, es que nosotros usamos abejas recolectores de
polen, que tienen mayor responsividad al azicar que abejas recolectoras de néctar (Pankiw and Page, 1999).

A pesar de que los animales respondieron normalmente al estimulo incondicionado y que la DA no
afecté la probabilidad de ingesta durante el entrenamiento, la inyeccién podria estar afectando la valoracién
de la recompensa. Ante esta posibilidad, decidimos analizar si la inyeccion de dopamina afectaba el apetito de
los animales. Para ello administramos una inyeccidn de DA 10mM o solucidn vehiculo y 15 minutos después de
la misma alimentamos ad libitum a los animales, con una solucién de sacarosa 2M. Registramos en cada animal
la cantidad de alimento ingerido hasta que la solucidn ofrecida era rechazada lo cual ocurre cuando los
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animales estan saciados. Los resultados pueden verse en la figura 2 (pagina 50). No hay diferencias en la
cantidad de alimento ingerida por ambos grupo, lo que sugiere que el efecto observado en la memoria
apetitiva no esta relacionado con una disminucién del apetito de los animales durante el entrenamiento (tsg=
0,021, p=0,98).

Si bien la DA es el agonista enddgeno, podria existir la posibilidad de que esta estuviese actuando de
manera inespecifica sobre otro tipo de receptores y que estos ultimos fuesen responsables del efecto amnésico
aqui reportado. Por ello realicé un experimento similar utilizando un agonista sintético, que se sabe que tiene
mayor afinidad por los receptores de DA que la misma amina enddgena, el 6,7 ADTN (Mustard et al., 2003b). Al
igual que en el primer experimento, utilizamos 4 grupos de animales, uno inyectado con solucién vehiculo y los
otros tres con distintas concentraciones de la droga (10mM, 1mM o 0,1mM). Nuevamente, las inyecciones se
realizaron 15 minutos antes del inicio de la sesién de entrenamiento. En la figura 3 (pagina 51) se muestran los
resultados. Al igual que en el experimento en el que se utilizé una inyeccién de dopamina, la administracion de
ninguna de las dosis de 6,7 ADTN mostrd tener efecto alguno sobre el desempeno de los animales durante la
sesién de entrenamiento (Interaccion: Fg236= 0,88, p= 0,508; Factor grupo: Fs143= 0,24, p= 0,870; Factor ensayo:
F1,28= 45,96, p< 0,001). Al analizar la respuesta durante la sesién de evaluacién, podemos ver que la dosis
menor del agonista no tiene efecto sobre la memoria a ninguno de los tiempos medidos, ya que la respuesta
de los animales de este grupo no difiere de la de los animales del grupo inyectado con vehiculo. Al analizar la
dosis media, observamos una disminucidn significativa en la respuesta condicionada de los animales a 72
horas, pero no antes (F;143= 7,47, p< 0,01). La dosis mayor de la droga genera una disminucién en la respuesta
evidente desde las 24 horas después del entrenamiento (24hs: F; 143= 4.21, p< 0.05; 48hs: F; 143= 4,50, p< 0.05;
72hs: Fy 143= 12,74, p< 0,001). Para todas las demas comparaciones el p valor asociado fue mayor a 0,05. Si bien
este experimento arroja algunas diferencias respecto del anterior, en cuanto a los tiempos en los que el
tratamiento genera efecto, ambos apoyan la idea de que la dopamina, presente durante el entrenamiento
apetitivo, tiene un efecto detrimental sobre la memoria apetitiva que se hace evidente en la evocacién de la
memoria de largo término. Las diferencias entre DA y el agonista sintético podrian deberse a las diferencias de
afinidad antes mencionada o a diferencias en la concentracion efectiva final de ambas drogas luego de la

inyeccion. Ante estas posibilidades debemos asumir que cuanto mayor sea la activacidn de receptores
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dopaminérgicos durante el entrenamiento apetitivo, entonces mayor serd el efecto detrimental sobre la
memoria apetitiva.

Para saber si el efecto de la DA se origina durante la sesidon de entrenamiento o en algin momento
posterior al mismo como ser durante la consolidacion, realizamos un experimento similar, pero administrando
las inyecciones inmediatamente luego de finalizado el entrenamiento. En este caso solamente utilizamos la
concentraciéon de DA 10mM que habia resultado efectiva y el correspondiente grupo control que recibié
inyeccion del vehiculo. Los resultados del entrenamiento se observan en la figura 4b (pagina 52). Como era de
esperar, ya que hasta este momento los grupos no diferian en el tratamiento recibido, no se observan
diferencias significativas en el desempefio de los dos grupos (Interaccidn: F,3s= 0,12, p= 0,338; Factor grupo:
F1es= 0,01, p= 0,915; Factor ensayo: F,13s= 13,94, p< 0,001). Al igual que en el experimento anterior, se evalué
la memoria 3, 24, 48 y 72 horas después de terminada la sesién de entrenamiento. En este caso, como se
ilustra en la figura 4c (pdagina 52), no se observan diferencias significativas en la respuesta de los animales a
ninguno de los tiempos evaluados (3hs: tes= 0,188, p= 0.67; 24hs: tge= 0,222, p= 0,64; 48hs: tes = 0,200, p= 0,66;
72hs: tes= 0,192, p= 0,66). Estos resultados indican que la DA, si bien no afecta la adquisicion de la respuesta, es
durante el entrenamiento mismo, que afecta un mecanismo relacionado con la memoria que se expresa recién
a partir de 48 horas luego del mismo.

Una explicacion alternativa a la interpretacidn del efecto amnésicos de la DA podria ser que la
inyeccion de la misma genera algun déficit o dafio motor de los animales que se hace evidente recién dos dias
después de la administracion de la droga y que esto se evidencie como menor respuesta de extension de la
probdscide. Para descartar esta alternativa realizamos el siguiente experimento. Inyectamos a los animales con
solucion vehiculo o solucién de DA 10mM. Cuarenta y ocho horas después entrenamos a los mismos.
Evaluamos la respuesta condicionada 3 y 24 horas después del entrenamiento. De esta forma, el tiempo total
desde la inyeccién de DA hasta la evaluacién del comportamiento fue el mismo que en los casos anteriores. Los
resultados se grafican en la figura 5 (pagina 53). No se observan diferencias significativas entre los grupos de
animales durante la sesion de entrenamiento (Interaccién: F;s0= 1,39, p= 0,25; Factor grupo: F;s3= 0,22, p=
0,64; Factor ensayo: F3i59s= 119, p< 0,001) ni en ninguna de las dos sesiones de evaluacion (3hs: t53=0,84,

p=0,41; 24hs: t53=0,78, p=0,44). Esto nos permite descartar que los animales hubieran sufrido algun tipo
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deterioro general 48 horas después de la inyeccion de dopamina y apoya la idea de que la administracién de

dopamina coincidente con el entrenamiento apetitivo afecta la memoria apetitiva de largo término.

3.A.1.ii En el cangrejo Neohelice granulata

Con el objetivo de probar cuan conservado es el efecto de dopamina antes descripto, nos propusimos
probar la hipdtesis que la dopamina afecta la memoria apetitiva, en este caso en el modelo de memoria
apetitiva del cangrejo Neohelice granulata, en el cual los animales asocian un determinado contexto (CS) con la
presencia de comida (US). La CR observada al colocar a los animales en el contexto de entrenamiento es una
mayor actividad exploratoria, comparada con la observada en un grupo control que no ha recibido comida en
dicho contexto (Kaczer and Maldonado, 2009). Un esquema del protocolo experimental se puede ver en la
figura 6a. Contamos con dos pares de grupos, cada uno compuesto por un grupo entrenado y otro control. Al
primer par de grupos se le inyectd solucién vehiculo media hora antes del entrenamiento, mientras que al otro
se le inyectd6 DA 0,1ImM. Como se indicd anteriormente, en este paradigma no poseemos una medida de
aprendizaje durante el entrenamiento mismo, dado que es en ese momento cuando los animales ingieren el
alimento estando en el contexto y por ende no se observa exploracidn. Es por eso que nos enfocamos
directamente en la sesion de evaluacion. Los resultados de la sesidon de evaluacidn, llevada a cabo 24 horas
después del entrenamiento se pueden ver en la figura 6b (pagina 54). Se observa una mayor actividad
exploratoria por parte de los animales del grupo entrenado inyectado con vehiculo respecto de su control, por
lo que podemos decir que estos animales muestran retencién de la memoria apetitiva (Fs116= 5.43, p< 0.05).
Sin embargo, no se observan diferencias en la actividad exploratoria entre los dos grupos de animales
inyectados con dopamina, lo que sugiere que esta amina afecta la memoria apetitiva de largo término también
en cangrejos (F3116= 0.08, p=0.78).

Para corroborar la especificidad del efecto observado repetimos el experimento agregando un tercer
par de animales el cual fue inyectado con un céctel de DA 0,ImM y el antagonista de receptores
dopaminérgicos Flufenazina (Flu) 0,dmM. Elegi esta droga y dosis ya que la misma resulta efectiva para inhibir
la memoria aversiva en cangrejos (Klappenbach et al.,, 2012). Los resultados de este experimento pueden
observarse en la figura 7 (pagina 55). Nuevamente, se observa retencion de la memoria para el grupo

entrenado inyectado con vehiculo (F;17,= 15.20, p<0.001), y no para el grupo entrenado inyectado con DA

41



Resultados. Rol de la dopamina sobre el aprendizaje apetitivo

0,1mM (F;174=0.09, p= 0.77). En el par inyectado con el cdctel se observa retenciéon de la memoria para el
grupo entrenado (Fjj74= 6.30, p< 0.05), lo cual nos brinda certeza acerca de de la especificidad de los
tratamientos farmacoldgicos elegidos.

Hasta aqui, podemos interpretar que la inyeccion de dopamina previa al entrenamiento afecta la
memoria apetitiva de largo término en dos modelos distintos. Es importante destacar que si bien el efecto se
aprecia en la memoria de largo término, la DA estaria interfiriendo con algiin mecanismo temprano que toma
lugar durante la adquisicion. La aparicidon de un efecto a largo, pero no a corto término no debiera sorprender,
ya que hay muchos trabajos que describen en distintas especies y en distintos paradigmas que los diferentes
estadios de la memoria se corresponden con la formacion de trazas paralelas, que tienen requerimientos
bioquimicos muchas veces distintos e independientes entre si (Friedrich et al., 2004; Locatelli and Romano,
2005; Mustard et al., 2012; Schwarzel and Miiller, 2006; Trannoy et al., 2011; Yu et al., 2006). En este caso, es
claro que la DA interfiere con un mecanismo que se gatilla durante el entrenamiento, y que determina la
expresién a largo término.

Una pregunta que surge a partir de estos resultados es si la interferencia de DA sobre la memoria
apetitiva es producto de un déficit en la formacion de la propia memoria apetitiva o producto de una
competencia con una memoria aversiva que se genera por la inyeccidn de DA. Como veremos mds adelante,
memorias apetitivas y aversivas son capaces de co-expresarse (al menos en el cangrejo) bajo ciertas
condiciones, pero si una de ambas es mds fuerte que la otra, la expresién de esta ultima queda ocluida, lo que
podria estar sucediendo en el caso de inyeccién de DA. En el modelo de Neohelice, la administracién de DA
podrian estar asociandose al contexto, por lo que éste Ultimo podria tomar una connotacién aversiva en la cual
el animal suprime la memoria apetitiva. Sin embargo, no hay forma de medir un comportamiento asociado a
esta presunta memoria. Entonces, puede ser que los animales tengan una memoria apetitiva pero que no sea
posible evidenciarla. En el modelo de Apis, por el contrario, pienso que es mas dificil que se de esto, debido a la
falta de una sincronizacion precisa entre la administracién de DA y la estimulacion con el olor (timing), ya que
el CS (olor) se presenta de forma muy discreta. Para poder condicionar artificialmente a los animales, tal como
se ha hecho en abejas, o como estd muy caracterizado en Drosophila, habria que administrar DA en el preciso
momento en que se da el CS, para que de ese modo funcione como un forward conditioning (Claridge-Chang et
al., 2009; Hammer, 1993). Una alternativa es que podria estar generandose un asociacion aversiva con el
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contexto de aprendizaje, ya que se sabe que las abejas generan también aprendizajes visuales en
circunstancias muy similares a la que se utiliza aqui (Avarguées-Weber and Mota, 2016).

Finalmente, otra opcién, que no excluye las anteriores, es que la DA esté disminuyendo el valor
heddnico de la recompensa, por lo cual esta resulta suficiente para formar una memoria mas débil, que solo se
expresa a corto o mediano término, pero no es suficiente para desencadenar la consolidacién de una memoria

que se exprese a largo término.

3.A.2 La dopamina no interfiere con la evocacién de la memoria apetitiva.

En la seccién anterior vimos que la DA durante el entrenamiento afecta negativamente la memoria
apetitiva de largo término en abejas y cangrejos. Teniendo en cuenta esto, decidimos analizar si la dopamina
tiene también efecto durante la evocacién de la memoria apetitiva. El razonamiento, similar al de la seccién
anterior, fue que una sefal negativa podria interferir con la evocacién de una memoria apetitiva. Para

responder esta pregunta, utilizamos primero el modelo de abeja y luego el de cangrejo.

3.A.2.i En la abeja Apis mellifera

En el primer experimento dimos una inyeccidon de DA antes de la sesion de evaluacidn para saber qué
efecto tenia la misma sobre la evocacién de la memoria apetitiva. Contamos con dos grupos de animales que
fueron sometidos a un protocolo de entrenamiento de cuatro ensayos. Dos dias después uno de los grupos
recibié una inyeccién de vehiculo y el otro una inyeccidén de DA 10mM. Quince minutos luego de la inyeccidn, la
respuesta de los animales fue evaluada. Se eligid este tiempo ya que fue el que demostré ser efectivo cuando
la inyeccidn era previa al entrenamiento. Los resultados pueden verse en la figura 8 (pagina 56). No se
observan diferencias significativas en las respuestas de los dos grupos experimentales (t,s= 0, p>0,99). Esto
indica, que, al menos a la dosis utilizada y en el tiempo en la que fue aplicada, la dopamina no interfiere con la

evocacion de la memoria apetitiva.

3.A.2.ii En el cangrejo Neohelice granulata

Realicé un experimento similar utilizando el modelo de cangrejo. Para esto dispusimos de dos pares

experimentales. Dos grupos fueron entrenados bajo un protocolo apetitivo, y otros dos grupos permanecieron
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en el contexto sin ser entrenados. Al dia siguiente, treinta minutos antes de la evaluacion un par de grupos
entrenado-no entrenado recibid inyeccién de vehiculo y al otro par una inyeccién de DA 0,1mM. Los
resultados se muestran en la figura 9 (pagina 57). Como se observa, ninguno de los dos grupos entrenados
muestra diferencias con sus respectivos controles, por lo que no evidenciamos retencién de la memoria
apetitiva. El efecto disruptor de la inyeccidén per-se nos impidié entonces saber si la dopamina tiene un efecto
de interferencia sobre la evocacién de la memoria apetitiva en cangrejo. Si bien este resultado se repitio varias
veces en el paradigma apetitivo, no ocurre lo mismo con el paradigma aversivo, lo que hace sospechar que la
situacién negativa generada por la manipulaciéon y la inyeccidn resultan una seial suficientemente aversiva

que interfiere con la evocacién de la memoria apetitiva.

3.A.3 Antagonistas de receptores dopaminérgicos mejoran la memoria apetitiva en abejas pero
no en cangrejos

Luego de demostrar que la administracién de DA interfiere con la memoria apetitiva nos propusimos
evaluar el rol de la dopamina enddgena en este tipo de memorias. Bajo la hipdtesis de que componentes
aversivas y apetitivas interactian en los procesos mnésicos, nuestro razonamiento se basd en que podria
existir un tono basal dopaminérgico que estuviese modulando el aprendizaje apetitivo. Bajo esta hipdtesis
esperamos que la inyeccion de antagonistas de receptores dopaminérgicos facilite la formacién de la memoria

apetitiva.

3.A.3.ii En la abeja Apis mellifera

Comenzando por el modelo de abejas, y teniendo en cuenta los niveles altos de aprendizaje que
obtuvimos con el protocolo de cuatro ensayos y que un posible “efecto techo” impida revelar un mejoramiento
de la memoria, decidimos utilizar un protocolo de entrenamiento débil, que consiste en un solo ensayo. Se
sabe que este protocolo es normalmente insuficiente para la generacién de una memoria de largo término y
resulta entonces ideal para poner a prueba tratamientos hipermnésicos (Locatelli et al., 2005; Midiller, 2000).
Realizamos un experimento con tres grupos de animales. A uno de ellos se le administré solucién vehiculo y los
otros dos recibieron una inyeccion del antagonista de receptores dopaminérgicos Flupentixol (FX) de 0,1mM o

de 1mM. Quince minutos después de la inyeccidn, los animales recibieron un ensayo de entrenamiento. Se
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evalud la respuesta de los animales al olor entrenado a distintos tiempos luego del entrenamiento. Los
resultados se muestran en la figura 10 (pagina 58). Mientras que la inyeccidon de FX 0,1mM no mostrd ningun
efecto sobre la respuesta de los animales (p> 0,05 en todos los tiempos medidos), aquellos que recibieron la
inyeccion de FX 1mM tuvieron una respuesta significativamente mas alta a todos los tiempos medidos (1h:
F1123 = 6,14, p< 0,05; 24hs: F; 155= 8,57, p< 0,01; 48hs: Fy 153= 4,35, p< 0,05; 72hs: Fy 1,3 = 8,91, p< 0,01).

El efecto facilitador del FX sobre la memoria apetitiva sugiere la presencia de un control inhibitorio
ténico mediado por DA sobre el aprendizaje apetitivo. Existen al menos dos explicaciones, que no son
mutuamente excluyentes que podrian explicar este fendmeno. Una primera opcidn es que existan receptores
dopaminérgicos que estén activados, producto de una liberacidn basal de DA. Otra opcidn es que, si bien no
existe un estimulo aversivo aparente, la condicidon experimental podria tener componentes negativos que una
vez antagonizados los mismos, el refuerzo apetitivo tome un valor aun mas positivo, generandose una
memoria apetitiva mas fuerte. Entre las posibles causas que podrian otorgar caracteristicas aversivas a la
situacion experimental podemos mencionar el aislamiento de la colmena, la manipulacidn de los animales y la
restriccion de sus movimientos en los cepos. Todos estos elementos podrian constituir estimulos que via DA
interfieren con el aprendizaje y la memoria apetitiva. Si la situacién es tal, en el caso de un entrenamiento
apetitivo fuerte de mas de un ensayo, los estimulos positivos sobrepasan a los negativos y se expresa una
memoria apetitiva de largo término, mientras en el caso de un entrenamiento débil de un solo ensayo, éste no
es suficiente para generar una memoria que se exprese a largo término. No obstante, observamos en esta
ultima situacion que mediante la remocidn de la sefal interna de dichos estimulos aversivos por accién del FX

seria posible generar una memoria apetitiva mas fuerte tras un Unico ensayo.

3.A.3.ii En el cangrejo Neohelice granulata

Realizamos un experimento similar, pero utilizando el modelo de cangrejos. Para este experimento
utilizamos dos antagonistas de receptores dopaminérgicos que habian demostrado ser efectivos para impedir
la formacion de una memoria aversiva, clorpromazina (CPZ) y el utilizado también en este trabajo Flufenazina
(Flu). Utilizamos tres pares de grupos entrenados-no entrenados. Los animales entrenados recibieron un
protocolo de entrenamiento débil, que consiste en darles a los animales una porcidon de comida de 10mg. Este

entrenamiento resulta insuficiente para generar una memoria que se exprese a las 24 horas (Kaczer and
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Maldonado, 2009). Media hora antes del entrenamiento, los tres pares de grupo habian recibido una inyeccién
de vehiculo, Cpz 0,1mM o Flu 0,1mM. Los resultados pueden verse en la figura 11 (pagina 59). Como puede
observarse, ninguno de los grupos entrenados muestra diferencias significativas con su respectivo control (SAL:
Fs23= 0,31, p= 0,76; Cpz: Fs23,=0,02, p= 0,98; Flu: Fs,3,= 0,18, p= 0,85). Esto nos indica, que, al menos bajo
estas condiciones experimentales (dosis y tiempos de inyeccidn), no es posible observar una mejora en la
memoria apetitiva de largo término a partir de la administracién de antagonistas de receptores
dopaminérgicos.

Si bien se ha reportado en otras especies que estas drogas tienen su maximo efecto luego de 30
minutos de ser inyectadas y que nosotros también hemos utilizado estas drogas a ese tiempo, y con esas
mismas dosis, podrian probarse otros tiempos y dosis para realizar las inyecciones (Klappenbach et al., 2012,

2013, Unoki et al., 2005, 2006; Vergoz et al., 2007).

Este ultimo experimento sugiere que no existe un tono basal de dopamina en el cangrejo que interfiera
con la memoria apetitiva, que las condiciones experimentales no generan una liberacién de dopamina o bien
gue el experimento disefiado no permite revelar este efecto. Para analizar diferencias en el tono basal de DA se
podria medir la liberacidn de la misma en distintas condiciones que generen un mayor o menor grado de
aversion. No obstante, esto seria dificil por mds de un motivo. Por un lado, es metodoldgicamente complejo: se
puede hacer una mediciéon de DA en hemolinfa por HPLC, aunque por la rdpida oxidacidon de las aminas esto
resultaria complicado. Otra opcion es hacerlo con una técnica de voltametria ciclica, como se realiza por
ejemplo en ratones (Adrover et al., 2014). El segundo inconveniente que es en qué darea del cerebro de
cangrejos hacerlo. Un lugar candidato seria el cuerpo hemielipsoideo. Esta estructura ha sido recientemente
vinculada a la memoria contextual en cangrejos y es homdloga a los mushroom bodies de insectos , que desde
hace muchos afios se sabe que son fundamentales para la formacién y evocacidn de la memoria (Maza et al.,
2016; Menzel, 2001). Este interrogante motivd entonces a hacer una primera exploracion para saber si las
areas relacionadas con procesos mnésicos reciben inervacidn dopaminérgica. Si bien en Drosophila
melanogaster estda muy bien descripta la neuroanatomia del sistema dopaminérgico, hemos encontrado un
faltante notable en cuanto a esta descripcion en los otros dos modelos utilizados en este trabajo (Kaun and
Rothenfluh, 2017; Mao and Davis, 2009). Es por eso que como parte de esta tesis realicé una descripcion inicial

46



Resultados. Rol de la dopamina sobre el aprendizaje apetitivo

del sistema dopaminérgico en el cangrejo Neohelice granulata y la abeja Apis mellifera, haciendo hincapié en
las dreas que sabemos que estdn relacionadas con los procesos de memoria. Esta descripcion serd objeto de la

seccion C de este capitulo.
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Figuras de la seccion 3.A
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Figura 1. La inyeccidn de DA antes del entrenamiento interfiere con la memoria apetitiva. A) Procedimiento
experimental. Todos los animales reciben un entrenamiento fuerte de 4 ensayos separados por un intervalo
entre ensayo de 5 minutos y son evaluados a distintos tiempos después del entrenamiento. Los mismos son
inyectados con vehiculo o distintas concentraciones de DA 15 minutos antes del entrenamiento. B) Respuesta
condicionada durante la sesion de entrenamiento. C) Respuesta condicionada durante la sesién de evaluacion.
Los simbolos blancos corresponden al grupo control, gris claro a DA 0,1mM, gris oscuro a DA 1mM y negro DA
10mM. El nimero de animales utilizados en cada grupo se muestra entre paréntesis. Los valores corresponden
a la proporcién de animales que respondieron positivamente en cada grupo +/- error estandar de la media, que
fue calculada a partir de asignarle un valor de 0 a cada respuesta negativa y un valor de 1 a las respuestas
positivas. * p< 0,05; en contrastes LSD entre el grupo sefalado y el control. Cuando no hay indicacién quiere
decir que no hay diferencias significativas. El nUmero de animales utilizados en cada grupo se muestra entre
paréntesis.
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Figura 2. La inyeccion de DA no afecta el apetito. Volumen medio de sacarosa ingerido por cada grupo +/-
error estandar. La barra blanca pertenece a los animales del grupo control, mientras que la barra negra
corresponde a los animales inyectados con DA 10mM. El nimero de animales utilizados en cada grupo se
muestra entre paréntesis.
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Figura 3. La inyeccidn de un agonista de receptores DA antes del entrenamiento interfiere con la memoria
apetitiva. A) Procedimiento experimental. Todos los animales reciben un entrenamiento fuerte de 4 ensayos
separados por un intervalo entre ensayos de 5 minutos y son evaluados a distintos tiempos después del
entrenamiento. Los mismos son inyectados con ADTN o vehiculo 15 minutos antes del entrenamiento. B)
Respuesta de los animales durante la sesidon de entrenamiento. C) Respuesta de los animales durante la sesién
de evaluacion. Los simbolos blancos corresponden al grupo control, los gris claro a ADTN 0,1mM, gris oscuro a
ADTN 1mM y negro ADTN 10mM. El nimero de animales utilizados en cada grupo se muestra entre paréntesis.
Los valores corresponden a la proporcién de animales que respondieron positivamente en cada grupo +/- error
estandar de la media. * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001 en contrastes LSD entre el grupo sefialado vy el
control. Cuando no hay indicacién quiere decir que no hay diferencias significativas.
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Figura 4 La inyeccion de DA después del entrenamiento no interfiere con la memoria apetitiva. A)
Procedimiento experimental. Todos los animales reciben un entrenamiento fuerte de 4 ensayos separados por
intervalo entre ensayos de 5 minutos y son evaluados a distintos tiempos después del entrenamiento. Los
mismos son inyectados inmediatamente después del entrenamiento con DA o vehiculo. B) Respuesta
condicionada durante la sesidon de entrenamiento. C) Respuesta condicionada durante la sesién de evaluacion.
Los simbolos blancos corresponden al grupo control y los negros a DA 10mM. El nimero de animales utilizados
en cada grupo se muestra entre paréntesis. Los valores corresponden a la proporcion de animales que
respondieron positivamente en cada grupo +/- error estandar de la media.
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Figura 5 La DA no reduce la respuesta ni el aprendizaje de los animales 48hs después de la inyeccion. A)
Procedimiento experimental. Todos los animales reciben un entrenamiento fuerte de 4 ensayos separados por
un intervalo entre ensayos de 5 minutos y son evaluados a distintos tiempos después del entrenamiento. Los
animales son inyectados 48 hs antes del entrenamiento con DA 10 mM o vehiculo. B) Proporcién de animales
que muestra respuesta condicionada durante la sesién de entrenamiento. C) Proporciéon de animales que
muestra la respuesta condicionada durante la sesidon de evaluacion. Los simbolos blancos corresponden al
grupo control y los negros a DA 10mM. El nimero de animales utilizados en cada grupo se muestra entre
paréntesis. Los valores corresponden a la proporcién de animales que respondieron positivamente en cada
grupo +/- error estandar de la media.
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Figura 6. La inyeccion de DA antes del entrenamiento interfiere con la memoria apetitiva. A) Esquema del
procedimiento experimental. El grupo entrenado recibe un pellet de 80mg mientras que los animales del grupo
no entrenado permanecen en el contexto sin recibir ninguna estimulacidn. Los mismos son inyectados 30
minutos antes del entrenamiento con DA 0,1mM o vehiculo. B) Actividad exploratoria durante la sesién de
evaluacidn. Las barras blancas pertenecen a los animales del grupo no entrenado, mientras que las barras
negras corresponden a los animales entrenados. La inyeccion recibida se indica debajo de cada barra. El
numero de animales utilizados en cada grupo se muestra en cada barra. Los valores corresponden a la media
de la actividad exploratoria de cada grupo, normalizada a la media del grupo control inyectado con solucidn
vehiculo +/- error estandar. * p< 0,05; en contrastes LSD entre el grupo sefialado y el control. Cuando no hay
indicacion quiere decir que no hay diferencias significativas.
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Figura 7. La inyeccion de DA antes del entrenamiento interfiere con la memoria apetitiva y este efecto es
revertido por la inyeccion de un antagonista de receptores de DA. A) Esquema del procedimiento
experimental. El grupo entrenado recibe un pellet de 80mg mientras que los animales del grupo no entrenado
permanecen en el contexto de entrenamiento sin recibir estimulacidn. Todos los animales son inyectados 30
minutos antes del entrenamiento con DA 0,1mM, vehiculo o con un céctel de DA 0,1mM y Flufenazina 0,1mM.
B) Actividad exploratoria durante la sesidon de evaluacion. Las barras blancas pertenecen a grupos no
entrenado, mientras que las barras negras corresponden a grupos entrenados. La inyeccidn recibida se indica
debajo de cada barra. El nimero de animales utilizados en cada grupo se muestra en cada barra. Los valores
corresponden a la media de la actividad exploratoria de cada grupo, normalizada a la media del grupo control
inyectado con solucidn vehiculo +/- error estandar. * p< 0,05; *** p< 0,001 en contrastes LSD entre el grupo
sefialado y el control. Cuando no hay indicacién quiere decir que no hay diferencias significativas.
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Figura 8. La inyeccion de DA antes de la evaluacidn no interfiere con la evocacion de la memoria apetitiva. A)
Esquema del procedimiento experimental. Todos los animales reciben un entrenamiento fuerte de 4 ensayos
separados por un intervalo entre ensayos de 5 minutos y son evaluados 48 hs después del entrenamiento. Los
animales son inyectados 15 minutos antes de la evaluacién con DA 10mM o vehiculo. B) Proporcién de
animales que muestran la respuesta condicionada durante la sesién de evaluacion. El nimero de animales
utilizados en cada grupo se muestra en cada barra. Los valores corresponden a la proporcién de animales que
respondieron positivamente en cada grupo +/- error estandar de la media.
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Figura 9. El efecto inespecifico de la inyeccidn impide sacar conclusiones sobre el efecto de la DA sobre la
evocacion. A) Procedimiento experimental. El grupo entrenado recibe un pellet de 80mg mientras que los
animales del grupo no entrenado permanecen en el contexto sin recibir ninguna estimulacién. Los mismos son
inyectados 30 minutos antes de la evaluacion con DA 0,1mM o vehiculo. B) Respuesta de los animales durante
la sesidn de evaluacidn. Las barras blancas pertenecen a los animales del grupo no entrenado, mientras que las
barras negras corresponden a los animales entrenados. La inyeccidn recibida se indica en el grafico. El nimero
de animales utilizados en cada grupo se muestra entre paréntesis. Los valores corresponden a la media de la
actividad exploratoria de cada grupo, normalizada a la media del grupo control inyectado con solucién vehiculo
+/- error estandar.
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Figura 10. La inyeccion de un antagonista de DA 15 minutos antes del entrenamiento facilita la memoria
apetitiva. A) Esquema del procedimiento experimental. Todos los animales reciben un entrenamiento de un
Unico ensayo y son evaluados a distintos tiempos después del entrenamiento. Los mismos son inyectados 15
minutos antes del entrenamiento con Flupentixol o vehiculo. B) Proporcidn de los animales que responden de
manera condicionada durante la sesién de evaluacidon. Las barras blancas corresponden al grupo control, las
grises a Flupentixol 0,1mM y las negras a Flupentixol 1mM. El nimero de animales utilizados en cada grupo se
muestra entre paréntesis. Los valores corresponden a la proporcion de animales que respondieron
positivamente en cada grupo +/- error estandar de la media. * p<0,05; ** p<0,01; en contrastes LSD entre el
grupo sefialado y el control. Cuando no hay indicacién quiere decir que no hay diferencias significativas.
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Figura 11. La inyeccidn de antagonistas de receptores de DA 30 minutos antes del entrenamiento no tiene

efecto sobre la memoria apetitiva. A) Esquema del procedimiento experimental. El grupo entrenado recibe un

pellet de 10mg mientras que los animales del grupo no entrenado permanecen en el contexto sin recibir

estimulacién. Todos los animales son inyectados 30 minutos antes del entrenamiento con vehiculo, Flufenzina

o Clorpromazina (0,1mM). B) Actividad exploratoria durante la sesidon de evaluacion. Las barras blancas

pertenecen a los grupos no entrenados, mientras que las barras negras corresponden a los animales

entrenados. La inyeccién recibida se indica debajo de cada barra. El nimero de animales utilizados en cada

grupo se muestra en cada barra. Los valores corresponden a la media de la actividad exploratoria de cada

grupo, normalizada a la media del grupo control inyectado con solucidon vehiculo +/- error estandar.
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3.B Efecto de dos entrenamientos simultaneos de signo opuesto

Hasta el momento he analizado coémo la sefial interna aversiva mediada por DA modula una memoria
apetitiva. Los resultados llevan a interpretar que el efecto de la DA sobre la memoria apetitiva recapitula parte
de la interaccién que pueda existir entre aprendizajes apetitivos y aversivos, y el efecto que ello tenga sobre la
memoria. Por ello, en esta seccién analizaré mediante en ensayos comportamentales, qué ocurre respecto del
contenido mismo de la memoria cuando los animales reciben simultdneamente dos estimulos incondicionados
de signo opuesto asociados a un estimulo condicionado.

Para responder esta pregunta utilicé dos modelos experimentales distintos. En el cangrejo Neohelice
granulata utilicé el paradigma apetitivo gustativo utilizado anteriormente, en el que los animales asocian el
mismo contexto con la presencia de comida, y el paradigma aversivo visual, en el que los animales asocian el
contexto con un estimulo visual de peligro (EVP). Es importante destacar que, por utilizar el mismo contexto,
estos dos paradigmas pueden ser combinados, recibiendo los animales ambos estimulos incondicionados de
manera simultanea.

También utilicé el modelo de la mosca Drosophila melanogaster que, por las herramientas genéticas
disponibles, me permitié disecar parte de los circuitos involucrados en el aprendizaje. En este caso, usé un
paradigma en cual la modalidad de los estimulos incondicionados apetitivos y aversivos es gustativa. En este
paradigma se asocia un olor determinado con la presencia de sacarosa, que puede o no contener ademads una
sustancia amarga, y por lo tanto desagradable para los animales (N,N-Dietil-meta-toluamida, DEET). Este
compuesto, ampliamente usado como repelente de insectos, es detectado por medio de diferentes receptores
gustativos, como son los Gr32a, Gr33a, and Gr66a (Lee et al., 2010). A pesar de que ha sido el repelente mas
utilizado de los ultimos 60 afios, no se conoce exactamente el mecanismo celular por el cual este compuesto
funciona (Katz et al., 2008). Se ha demostrado que bajas dosis del mismo (menores al 1%, cuando los
repelentes comerciales tienen por lo menos un 25% del mismo) reducen significativamente el comportamiento
de alimentacién de las moscas (Das et al., 2014; Lee et al., 2010). Se ha visto también que, si bien en
concentraciones mucho mayores que las usadas en este trabajo (un orden de magnitud mas), el DEET también
es detectado por receptores olfatorios, generando una respuesta de evitacion (Ditzen et al., 2008; Kain et al.,
2013). Es decir, habia sido ya demostrado que este compuesto podia funcionar como un estimulo aversivo. La
posibilidad de disolverlo en una solucién azucarada permitid poner a prueba un condicionamiento con un
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estimulo mixto que contiene a la vez un componente apetitivo y otro aversivo. De la proporcidn entre sacarosa
y DEET surge la valencia neta del US, siendo esta apetitiva cuando se usa sacarosa sola o sacarosa con DEET en
bajas concentraciones, o aversiva, en el caso de utilizar sacarosa con DEET en altas concentraciones.

Describiré primero los resultados obtenidos en Neohelice, y luego los obtenidos en Drosophila, mas alla

de que algunas preguntas sean abordadas utilizando ambos modelos.

3.B.1 Cangrejo Neohelice granulata
3.B.1.i La memoria evocada depende del balance entre la fuerza de los entrenamientos aversivo y apetitivo.

Como primer paso, decidi analizar en qué medida los cangrejos podian asociar a un mismo contexto
dos estimulos incondicionados simultaneos de valencia opuesta. Para esto entrené a los animales utilizando los
dos protocolos introducidos anteriormente, el aversivo y el apetitivo.

En un trabajo anterior se habia indicado que los cangrejos no establecian la doble asociacién, a menos que
transcurriera un intervalo de al menos una hora entre ambas modalidades de entrenamiento (Kaczer and
Maldonado, 2009). En base a esos resultados disefié y realicé una serie de experimentos para comprender la
interaccion entre aprendizajes apetitivos y aversivos, y describir las condiciones de entrenamiento en las cuales
se evidencia interferencia entre las dos memorias. Inicialmente probé la dependencia de la fuerza de los
entrenamientos. Realicé tres experimentos, en los que utilicé protocolos de distinta fuerza. En los tres
experimentos inclui 4 grupos de animales. Un grupo no entrenado, que estuvo en el contexto de
entrenamiento durante el mismo tiempo que los otros grupos, pero sin recibir ningln estimulo. El segundo
grupo fue entrenado apetitivamente: luego de 5 minutos en el contexto recibié una porcién de alimento, que
fue ingerida durante los siguientes 45 minutos que el animal permanece en el contexto. En distintos
experimentos se modifico la cantidad de alimento entre 40, 80 o 160 mg, que corresponde a un entrenamiento
gue denominamos bajo, intermedio o alto respectivamente. El tercer grupo, luego de pasar 5 minutos en el
contexto, recibe un entrenamiento aversivo de 10, 15 o 30 ensayos con el EVP (bajo, intermedio o alto
respectivamente). El intervalo entre estimulos se adaptd para que el tiempo total de entrenamiento sea de 45
minutos. Finalmente, contamos con un grupo entrenado de forma mixta, que recibe ambos protocolos de
forma simultanea. Al dia siguiente del entrenamiento todos los animales son colocados en el contexto. Durante

5 minutos se mide la actividad exploratoria, para evaluar la retencion de memoria apetitiva. Luego de ese
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tiempo, los animales reciben una presentacidon del EVP y se mide su respuesta de escape para evaluar la
retencién de la memoria aversiva. Se compara la actividad exploratoria del grupo “apetitivo” con la del grupo
“no entrenado” con el fin de revelar la memoria apetitiva. Para evaluar la retencién de la memoria apetitiva del
grupo “mixto”, se compara su actividad exploratoria con la del grupo “aversivo”. No se realiza la comparacién
con el grupo “no entrenado” ya que éste difiere en dos tratamientos respecto del grupo “mixto”. Para evaluar
la retencidn de la memoria aversiva se compara la respuesta de escape del grupo “aversivo” con la del grupo
“no entrenado” y en el caso del grupo “mixto” se compara su respuesta de escape con la del grupo “apetitivo”.

En concordancia con los resultados obtenidos por Kaczer, cuando el grupo “mixto” recibe dos
protocolos de entrenamiento bajo (40mg de alimento y 10 ensayos del EVP, Figura 12, pagina 78) no se revela
retencién de ninguna de las dos memorias 24 hs después del entrenamiento (Memoria aversiva: Mix vs Ap:
F11s56= 1.13, p=0.26; Memoria apetitiva: Mix vs Av: Fy ;5= 0.87, p=0.39). Sin embargo, los grupos que recibieron
solo entrenamiento aversivo o apetitivo, si muestran normal retencién de las respectivas memorias (Ap vs NE:
F1156= 2.01, p<0.05; Av vs NE: Fy 156= 2.06, p<0.05). El hecho de que ambos entrenamientos resulten suficientes
para observar memoria de largo término cuando estdn solos y no lo sean cuando estdn combinados, indica un
grado de interferencia supresiva entre ambos aprendizajes o bien entre las respectivas memorias.

En un segundo experimento, aumenté la fuerza de ambos protocolos, utilizando 80mg de alimento y 15
presentaciones del EVP (Figura 13, pagina 79). Nuevamente, como era de esperar, se observa retencion de la
memoria apetitiva y de la memoria aversiva para los grupos que recibieron los entrenamientos simples (Ap vs
NE: F;156= 2.10, p<0.05; Av vs NE: F;156= 3.40, p<0.001). En este caso, el grupo “mixto” también muestra
retencién de ambas memorias (Mix vs Av: F; 156= 4.14, p<0.001; Mix vs Ap: F; 156= 3.75, p<0.001). Utilizando dos
protocolos aun mas fuertes (160mg y 30 ensayos, Figura 14, pagina 80) obtuvimos un resultado similar. Los
grupos entrenados en forma simple muestran sus respectivas memorias (Ap vs NE: F; 155= 2.91, p<0.01; Av vs
NE: Fy 156= 3.48, p<0.001) y el grupo que recibié ambos entrenamientos de forma simultdnea muestra retencion
de las dos memorias (Mix vs Av: Fy 155= 1.99, p<0.05; Mix vs Ap: F; 155= 2.89, p<0.01).

A partir de estos tres experimentos se pueden sacar al menos dos conclusiones. Por un lado, es
evidente que los animales puede asociar un mismo contexto con dos estimulos opuestos que son presentados
de forma simultanea. Por otro lado, vemos que la expresién de esta memoria es dependiente de la fuerza de
los protocolos de entrenamiento. Si ambos protocolos no son lo suficientemente fuertes, no se revela
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memoria alguna. En qué momento se da esta interferencia, si es durante la adquisicion o durante la evocacién,
trataré de responder en los préximos experimentos.

En un siguiente set de experimentos, teniendo en cuenta que vimos que el aprendizaje depende de la
intensidad del entrenamiento, decidimos utilizar combinaciones de protocolos de entrenamiento “no
balanceadas”. Es decir, combinamos un entrenamiento fuerte de un tipo con un entrenamiento intermedio del
tipo opuesto.

En un primer experimento utilizamos un protocolo aversivo alto y un protocolo apetitivo intermedio
(Figura 15a, pagina 81). Encontramos retencién de ambas memorias cuando los animales reciben los
entrenamientos de modo simple (Ap vs NE: F; 155= 2.98, p<0.01; Av vs NE: F; ;55= 2.31, p<0.05). Sin embargo,
cuando los animales reciben ambos entrenamientos en forma simultanea solamente se muestra retencién de
la memoria aversiva (Mix vs Av: F;55= 1.10, p= 0.27 ; Mix vs Ap: Fy155= 4.11, p<0.001) a pesar de que el
entrenamiento apetitivo era de tipo intermedio y asegura memoria apetitiva cuando esta combinado con un
protocolo aversivo de fuerza intermedia.

En un experimento complementario utilizamos un protocolo apetitivo fuerte junto con un protocolo
aversivo intermedio (Figura 15b, pagina 81). Los grupos que recibieron los entrenamientos de modo simple
mostraron nuevamente retencién de su respectiva memoria (Ap vs NE: F; 153= 3.65, p<0.001; Av vs NE: F; 53=
3.51, p<0.001). En este caso, el grupo mixto mostré solamente retencion de la memoria apetitiva (Mix vs Av:
F11s53= 3.70, p<0.001; Mix vs Ap: Fyi53= 0.24, p=0.81) a pesar de que el entrenamiento aversivo de fuerza
intermedia asegura una memoria aversiva cuando esta combinado con un protocolo apetitivo de fuerza
intermedia.

Estos resultados junto con los anteriores demuestran que la memoria que se expresa depende del
balance y la fuerza relativa de los protocolos de entrenamiento utilizados. Dependiendo de las condiciones de
entrenamiento puede expresarse una memoria en el caso de que haya un entrenamiento de una fuerza mayor
que el otro; dos memorias en el caso de que los dos entrenamientos tengan una fuerza equivalente vy
suficiente; o ninguna memoria, en el caso que los entrenamientos sean de baja intensidad. Esto uUltimo nos
indica que hay una interaccion entre las dos experiencias. En qué momento se produce dicha interferencia y

como se codifica la asociacidn realizada son preguntas que dieron origen a los siguientes experimentos.
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3.B.1.ii Luego del entrenamiento mixto se generan dos trazas mnésicas en paralelo

De la seccién precedente surge la siguiente pregunta: éson las memorias apetitivas y aversivas
asociadas al mismo contexto integradas en una misma traza mnésica o, por el contrario, se forman dos trazas
separadas? Para responder esta pregunta realizamos dos experimentos que se valen de un protocolo de
reconsolidacion como herramienta. Como ya fue explicado anteriormente, luego de ser consolidada, si se
presenta un recordatorio con determinadas caracteristicas, la memoria puede entrar en un proceso de
labilizacién-reconsolidacién, durante el cual la misma puede ser modificada cuantitativa y cualitativamente
(Nader et al., 2000; Sara, 2000). Se ha demostrado que la reconsolidacidon de las memorias aversiva y apetitiva
puede ser interferida por el inhibidor de sintesis proteica cicloheximida (Kaczer et al., 2011; Pedreira et al.,
2002). Sin embargo, si el recordatorio no incluye un discordancia entre la expectativa que indica la memoria ya
formada y lo que realmente sucede, entonces la labilizaciéon no tiene lugar y la cicloheximida no tiene efecto.
(Pedreira et al., 2004). En este caso, decimos que la ausencia de un mismatch “protege” a la memoria original,

ya que la misma no pasa por el estado de fragilidad susceptible a cicloheximida.

Teniendo en cuenta esto, pensamos que si luego de un entrenamiento mixto, solamente una de las
predicciones es cumplida, hay entonces dos resultados posibles. Si ambas asociaciones estan codificadas en
una misma traza mnésica entonces es posible pensar que el recordatorio las proteja a ambas o, en caso de
resultar incompleto, no proteja a ninguna. En ambos casos, lo que esperamos ver es que ambas asociaciones
tengan el mismo destino en el caso de que se administre un agente interferente como ser cicloheximida. Por el
contrario, en un escenario en el que las dos asociaciones son codificadas independientemente una de la otra,
es de esperar que ante un recordatorio incompleto, solamente una de ellas quede protegida del efecto de un
agente interferente que bloquea la reconsolidacion.

En el primer experimento utilizamos 4 grupos de animales, que como en la seccidn anterior, son los
grupos: “no entrenado”, “apetitivo”, “aversivo” y “mixto”. En este caso utilizamos entrenamientos apetitivos y
aversivos de fuerza intermedia, por lo que esperamos la expresiéon de ambas asociaciones. En el primer dia los
animales son entrenados. En el dia siguiente todos los animales reciben una inyeccién de cicloheximida

(45pg/animal) y media hora mas tarde son re-expuestos al contexto de entrenamiento. Luego de 5 minutos

reciben 20 mg de alimento que son ingeridos durante los siguientes 5 minutos. Posteriormente, los animales
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son retirados del contexto. De acuerdo a los antecedentes, esta cantidad de alimento es suficiente para
impedir el proceso de labilizacidn-reconsolidacion, es decir protege la memoria apetitiva del agente
interferente (Kaczer et al., 2011). El dia siguiente se lleva a cabo la sesidn de evaluacion, de la misma manera
que fue explicada anteriormente (Figura 16, pagina 82). Pudimos revelar memoria apetitiva en el grupo
“apetitivo”, pero no memoria aversiva en el grupo “aversivo” (Ap vs NE: Fy 146= 3.44, p<0.001; Av vs NE: Fy 146=
0.35, p=0.73). Esto era esperable, ya que el recordatorio apetitivo impide “protege” a la memoria apetitiva de
la interferencia producida por la droga. En cambio, el grupo “aversivo” sufre un mismatch, ya que su prediccién
no se cumple, la memoria se labiliza y no es reconsolidada debido a la administracién de la droga. Cuando
evaluamos al grupo “mixto” vemos retencién de la memoria apetitiva pero no de la memoria aversiva (Mix vs
Av: Fj146= 2.11, p<0.05; Mix vs Ap: Fy 146= 0.83, p=0.41). Esto quiere decir que una sola memoria fue interferida,
quedando intacta la otra. En paralelo se corrié un par de grupos “no entrenado”-“aversivo”, que tuvieron el
mismo tratamiento, solo que en el dia de la re-exposicidn recibieron una inyeccion de solucidn salina en lugar
de cicloheximida. En el dia de la evaluaciéon, el grupo “aversivo” mostrd retenciéon de la memoria al ser
comparado con su control (t;s= 2.02, p<0.05). Esto nos indica que el efecto amnésico observado anteriormente,

Ill

tanto para el grupo “aversivo” como para el “mixto” inyectados con cicloheximida se debe al bloqueo de Ila
reconsolidacion de la memoria aversiva y no a que el entrenamiento aversivo haya sido insuficiente o a que el
alimento durante el recordatorio haya sido disruptor de la memoria aversiva.

En un experimento reciproco se probd de interferir con la memoria apetitiva, sin interferir con la
aversiva. Para esto se utilizé el mismo protocolo de entrenamiento del experimento anterior. Al dia siguiente,
todos los animales fueron re-expuestos al contexto de entrenamiento y luego de 5 minutos recibieron una
presentacion del EVP. Se ha descripto que esto impide el proceso de labilizacidon-reconsolidacion de la memoria
aversiva (Pedreira et al., 2004). Treinta minutos después de la re-exposicion los animales recibieron una
inyeccién de cicloheximida (45ug/animal). Al dia siguiente, los animales fueron evaluados (Figura 17, pagina
83). Se observd retencion de la memoria aversiva pero no de la memoria apetitiva para los grupos respectivos
(Av vs NE: F; 156= 2.33, p<0.05; Ap vs NE: F; 156= 1.24, p=0.22), de acuerdo con las predicciones. En este caso, el
grupo “mixto” mostré memoria aversiva pero no apetitiva (Mix vs Ap: F;156= 2.43, p<0.05; Mix vs Av: Fy 156=

)

0.83, p=0.41). Nuevamente se corrié en paralelo un par de grupos “no entrenado”-“apetitivo” que funcionaron
como control de la memoria apetitiva y que el dia del recordatorio recibieron inyeccién de salina en lugar de
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cicloheximida. En este par de grupos observamos retencion normal de la memoria apetitiva (t;,,=2.06, p <0.05)
lo que indica que la falta de memoria apetitiva en los grupos "apetitivo" y "mixto" inyectados con CHX fue por
un fendmeno de labializacién e interferencia de la reconsolidaciéon de esa memoria, y no por un entrenamiento
apetitivo insuficiente o por interferencia del EVP durante el recordatorio. En conclusién, nuevamente una sola
de las dos memorias fue interferida sin afectar la expresién de la otra.

En base a estos dos experimentos planteamos que se forman dos trazas distintas, que son
independientes entre si, ya que la modulacién de una de ellas durante la reconsolidacién no involucra la
modulacién de la otra.

Los resultados hasta aqui mostrados y las conclusiones obtenidas provienen del analisis de la media de
cada grupo experimental, pero podrian tener como base dos fendmenos distintos si fuesen analizados a nivel
individual. Por un lado, podrian existir los animales que sean “buenos aprendedores” que forman ambas
asociaciones correctamente y animales “malos aprendedores” que tienen dificultad en ambas tareas. Por otro
lado, podria ocurrir que existiera un sub grupo de animales que estuviera realizando solo la asociacion apetitiva
y otro subgrupo que hiciera solo la asociacion aversiva. En ambos escenarios la media de los animales podria
indicar retencion de las dos memorias, sin embargo las interpretaciones en cuanto a la coexistencia de las dos
memorias seria completamente distinta. Para discernir cudl de las dos opciones se ajusta mejor con la realidad,
analizamos si existe una correlaciéon entre la actividad exploratoria y la respuesta de escape en los
experimentos donde los resultados indican retencién de las dos memorias, lo que ocurrié en dos situaciones,
bajo protocolos intermedios y altos. No observamos correlacion alguna entre las dos variables en ninguno de
los dos experimentos. (Correlacidn de Pearson. Entrenamiento intermedio: R*= 0.0002. Entrenamiento fuerte:
R’= 0.0466). Esto nos lleva a pensar que las dos asociaciones son realizadas en forma independiente, ya que
individualmente los animales pueden mostrar una, ninguna o las dos memorias.

Con la intencidén de realizar una descripcion mas completa de la distribucién de las dos memorias en los
animales calculamos las probabilidades de que un animal muestre las dos memorias, una o ninguna. Para este
analisis, tomamos como criterio para decir que un cangrejo muestra memoria apetitiva al hecho de que su
actividad exploratoria en la sesién de evaluacidon supere el limite marcado por la media de los animales control
sumado 1 error estandar. Por otro lado, consideramos que un animal muestra memoria aversiva cuando su
respuesta de escape esté por debajo del limite que representa la media del grupo control, menos 1 error
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estandar. De esta manera encontramos luego de los protocolos de fuerza intermedia que de todos los animales
gue muestran alguna memoria luego de un entrenamiento mixto, el 40,6% muestra ambas memorias, mientras
que el 31,3% y el 28,1% muestra solo memoria apetitiva o aversiva respectivamente. Es importante notar que
la mayor proporcién de animales muestra ambas memorias lo que confirma que ambas memorias no son
mutuamente excluyentes. Sin embargo, si tomamos el total de animales en el grupo mixto, el porcentaje que
muestra memoria apetitiva fue del 57,5% y de memoria aversiva el 55%. Es interesante que el porcentaje de
animales que muestra memoria apetitiva en el grupo apetitivo es 75% y el de animales que muestran memoria
aversiva en el grupo aversivo es 70%. La comparacidn entre la proporcion de animales que muestran cada una
de las memorias en el grupo mixto respecto de los grupos entrenados simple demuestra que hay un cierto
grado de interferencia entre ambas memorias.

Un perfil similar de distribucién se obtuvo para el entrenamiento mixto cuando se usaron los
protocolos de intensidad alta. De todos los animales que mostraron memoria en el grupo mixto, el 54,5%
evidenciaron la expresidn de ambas memorias, mientras que el 18,2% y el 27,3% mostré solamente memoria
apetitiva o aversiva respectivamente. Por su parte, de todos los animales del grupo mixto, el 60% mostré
memoria apetitiva y el 67,5% mostrd6 memoria aversiva, mientras que las probabilidades de mostrar las
memorias en los respectivos grupos de entrenamiento simple son 65% para el grupo apetitivo y del 72,5% para

el grupo aversivo.

3.B.1.iii Las memorias compiten por el control del comportamiento durante la evocacion

He demostrado la existencia de dos trazas de memoria, que son formadas independientemente y que
compiten entre si. Esto Ultimo queddé demostrado en el experimento en donde los dos protocolos de
entrenamiento son de baja intensidad o en los experimentos en los que un entrenamiento es alto y el otro
intermedio. La pregunta que surge a partir de estos resultados es en qué fase de la memoria se esta
produciendo esta interferencia. Esta podria ocurrir durante: a) la adquisicion, no estableciendo los animales
ninguna asociacidon o solo una de ellas; b) durante la consolidacion, por lo que se estabilizaria solo una
memoria de largo término o ninguna de ellas, o ¢) durante la evocacidn. En este Ultimo caso se formarian las
dos trazas y estas serian estables, aunque podrian no expresarse debido a una competencia entre ellas durante

la evocacion.
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Para contestar si la interferencia se produce durante la evocacién elegimos el entrenamiento que
combina protocolos de baja intensidad, tras el cual ninguna de las dos memorias es evidente, y nos valimos de
un protocolo de reconsolidacion que fortalece la memoria. La prediccion que se desprende es clara: si las
memorias estdn realmente formadas y la interferencia es solo durante la evocacidn, entonces las mismas
deberian poder ser fortalecidas durante una reconsolidacién de modo tal que luego si sean expresadas.

Para fortalecer una memoria reactivada nos valimos un protocolo de reconsolidacidn con privacién de
agua. Se sabe que, en cangrejos, 2 horas de restriccion de agua durante la fase de consolidacidon o
reconsolidacidon tanto de la memoria apetitiva como de la aversiva fortalecen la traza, haciendo que se
expresen memorias que estan consolidadas pero no se expresan (Frenkel et al., 2005; Kaczer et al., 2011).

Realizamos entonces el siguiente experimento: en el primer dia, un grupo de animales fue entrenado
con los dos protocolos de baja intensidad (40 mg de alimento y 10 ensayos del EVP); otro grupo solamente con
el protocolo apetitivo, otro con el aversivo y el grupo restante permanecié en el contexto sin recibir ningun
entrenamiento. En el segundo dia de experimento todos los animales fueron re-expuestos al contexto de
entrenamiento y, luego de 5 minutos recibieron un ensayo aversivo con el EVP. Después de esto los animales
fueron colocados en los contenedores individuales, pero que en este caso no contenian agua. Dos horas mas
tarde, se les agregd agua a los mismos. Un dia mas tarde se evalué la retencién de ambas memorias (Figura
18a, pagina 84). Como era de esperar en base a nuestro resultado previo, tanto el grupo “apetitivo” como el
“aversivo” mostraron su respectiva memoria (Ap vs NE: Fy156= 2.14, p<0.05; Av vs NE: F; ;56= 2.61, p<0.01). Al
analizar el desempeno del grupo “mixto” vemos que muestra retencién de la memoria apetitiva, pero no
muestra memoria aversiva (Mix vs Av: F; 156= 2.21, p<0.05; Mix vs Ap: F; 15¢= 0.25, p=0.80). Esto nos indica que
la memoria apetitiva si estaba presente al momento de la re-exposicidn, por mas que no se expresara. Es por
esto que, labilizando la misma y fortaleciéndola durante la reconsolidacién es que pudo ponerse de manifiesto
en el dia de la evaluacidn.

En un experimento reciproco, los animales fueron entrenados de la misma manera, pero en el dia 2 del
experimento, luego de ser re-expuestos 5 minutos al contexto, recibieron 20 mg de alimento que pudieron
comer durante otros 5 minutos. Al igual que en el experimento anterior, los animales fueron sometidos a la
privacion de agua por 2 horas luego de la re-exposicion al contexto (Figura 18b, pagina 84). En el dia de la
evaluacidn se observé que los animales entrenados de forma apetitiva y los entrenados de forma aversiva
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muestran retencién de su respectiva memoria (Ap vs NE: F; 15,= 2.58, p<0.05; Av vs NE: F; ;5,= 4.40, p<0.001).
En este caso, el grupo entrenado de forma mixta muestra retencidn de la memoria aversiva pero no de la
memoria apetitiva (Mix vs Ap: Fys5,= 3.51, p<0.001; Mix vs Av: F;15,= 0.96, p=0.34). Esto demuestra que la
memoria aversiva estaba presente al momento del recordatorio, pudiendo entonces ser activada, labilizada y
fortalecida durante la reconsolidacidn.

Los resultados de los ultimos dos experimentos prueban que las memorias se interfieren mutuamente
la evocacion, ya que quedd en evidencia que ambas estdn presentes en el momento de la re-exposicion y por
eso pudieron ser fortalecidas. En el caso de que las dos trazas sean fuertes, creemos que la misma interferencia
existe, pero dado que ambas memorias estan por encima de un “umbral de expresién” estas logran ponerse de
manifiesto. En el caso en el que una memoria sea mas fuerte que la otra, esta interferiria a la otra en mayor
medida, por lo que la memoria mds débil no es expresada. La interferencia que la memoria débil produce sobre
la mads fuerte no alcanza para que ésta no se exprese. En cambio, en el caso de que las memorias sean débiles,
y estén apenas por encima de ese umbral, la interferencia producida por la otra memoria hace que no se
exprese, siendo esta interferencia mutua. En la préxima seccién analizamos como el estado interno de los

animales afecta la expresién de la memoria.

3.B.1.iv El estado motivacional de los animales modula la expresién de la memoria

Hasta este momento vimos como la fuerza de los entrenamientos, determina la fuerza de las memorias
que influyen en la posterior expresion de las memorias formadas, y como éstas se interfieren mutuamente
durante su evocacion. Esta condicidn es impuesta a los animales, ya que depende del entrenamiento que
recibieron. Ahora nos preguntamos cémo una clave interna afecta la expresion de ambas memorias y en qué
medida puede modificar el balance entre ambas memorias y la toma de decision. En este caso, analizamos si el
estado motivacional, determinado por el nivel de hambre de los cangrejos, puede modular la expresidn de una
memoria y del balance de fuerza entre memorias apetitivas y aversiva. En moscas, se sabe que los animales
deben estar hambreados para formar y expresar una memoria apetitiva (Krashes and Waddell, 2008). Nuestra
experiencia en el laboratorio nos indica que, de la misma manera, si los animales no estan suficientemente

hambreados, el protocolo de condicionamiento apetitivo no tiene éxito.
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Para analizar si el estado de saciedad de los animales influye en la expresidon de la memoria realizamos
el siguiente experimento. En el primer dia entrenamos a los animales del grupo “mixto” combinando un
protocolo de entrenamiento apetitivo alto (160 mg alimento) y un protocolo aversivo intermedio (15
presentaciones del EVP). Asimismo, contamos con un grupo no entrenado, un grupo entrenado exclusivamente
con el protocolo aversivo intermedio y otro entrenado con el protocolo apetitivo alto. Al dia siguiente, todos
los animales recibieron 320mg de alimento en su contenedor individual (lo que representa el doble que lo que
reciben en el entrenamiento alto). El mismo pudo ser ingerido durante 1 hora. Cinco horas luego de retirar el
alimento los animales fueron colocados en el contexto de entrenamiento y evaluados (Figura 19, pagina 85). El
grupo “aversivo” mostré retencién de la memoria (Av vs NE: F; 145= 2.95, p<0.01), pero el grupo “apetitivo” no
evidencid retencidn de la memoria apetitiva (Ap vs NE: F; 145= 0.19, p=0.85). Esto demuestra que, al igual que
en el modelo de Drosophila, si los cangrejos estan saciados no expresan la memoria apetitiva. Cuando
analizamos al grupo “mixto”, vemos que este tampoco muestra retencién de la memoria apetitiva (Mix vs Av:
F1145= 1.11, p=0.27). Mas importante aun, es que cuando analizamos la memoria aversiva, vemos que este
grupo si expresa la memoria aversiva (Mix vs Ap: Fy 145= 1.99, p<0.05). Esto es relevante, ya que antes habiamos
demostrado que, a partir de estas condiciones de entrenamiento, se expresaba la memoria apetitiva pero no la
aversiva.

Este resultado apoya la hipdtesis que postula que ambas memorias estan presentes aunque no se
expresen y ademds demuestra que la expresion de la memoria no solamente depende de una condicién
impuesta como es el balance de fuerzas entre estimulos incondicionados, sino que también se modula por el
estado motivacional de los animales. Esto representa un gran valor adaptativo para los animales, ya que la
memoria expresada estd en relaciéon tanto con las condiciones de aprendizaje como con el estado de los
animales al momento de la evocacion. El estado motivacional de los animales ha sido demostrado que afecta la
capacidad de expresar un memoria apetitiva en Drosophila (Krashes et al.,, 2009). Se observé que el
neuropéptido F (dNPF), que se libera cuando los animales tienen hambre, remueve una inhibicidn ténica que
hace que la memoria apetitiva no se exprese. Es decir, cuando los animales comen, disminuye la liberacién de
dNPF, por lo que se produce la expresién de la memoria. Resulta muy interesante en el contexto de esta tesis
que las neuronas que se ubican rio abajo de las neuronas dNPF, y que inhiben la expresidon de la memoria
apetitiva sean dopaminérgicas.
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3.B.2 Mosca Drosophila melanogaster
3.B.2.i La memoria evocada depende del balance entre la fuerza de los entrenamientos

Los experimentos aqui mostrados fueron realizados en el laboratorio liderado por Scott Waddell, en
el Centre for Neural Circuits and Behaviour (CNCB), dependiente de la Universidad de Oxford, en el marco de
una pasantia financiada por la Universidad de Buenos Aires y el laboratorio Boehringer Ingelheim. Los
experimentos fueron llevados a cabo en su totalidad por mi, pero no habrian sido posibles sin la guia de Gaurav
Das, la discusion de los disefios experimentales y de resultados con Emannuel Perisse, Wolf Huetteroth,

Johannes Felsenberg, Suewei Lin y Fernando Locatelli, ademds de la contribucion invaluable de Scott Waddell

Asi como analizamos si los cangrejos podian asociar un mismo CS con dos US opuestos y simultdneos,
en esta seccion me propuse hacer lo mismo utilizando el modelo de Drosophila. Es importante hacer algunas
consideraciones metodoldgicas relacionadas con este modelo. Antes mostré cémo los cangrejos pueden
evidenciar las dos memorias en una misma sesidn de evaluacién y de forma casi simultanea, y que esto se debe
a que los comportamientos mediante los cuales se expresan ambas memorias no son mutuamente
excluyentes. Sin embargo, para los experimentos de moscas utilicé un laberinto en T, en el que en la fase de
entrenamiento los animales asocian un olor (CS+) a un determinado US y otro olor (CS-) a la ausencia del US. En
la sesién de evaluacidon se le presenta a los animales ambos olores: si los animales formaron una memoria
apetitiva se aproximardn al CS+, mientras que si la memoria formada fue aversiva los animales se alejaran del
CS+, lo que resulta en una aproximacion al CS-. Es evidente que, teniendo en cuenta esta opcion dicotdmica, el
paradigma no puede poner en evidencia si un mismo olor fue asociado a un estimulo positivo y a un estimulo
negativo a la vez. Se podria esperar que los animales que hayan realizado ambas asociaciones tendran una
distribucidn balanceada entre los dos brazos del laberinto, pero esto es lo mismo que se observa para animales
no entrenados. Por lo tanto es dificil discriminar, si los animales entrenados no muestran preferencia ni
aversion por el olor entrenado, porque las dos memorias compiten o porque en definitiva no se formd ninguna
memoria.

En el primer experimento utilicé 5 grupos experimentales, que fueron entrenados con una solucién
de sacarosa 1M y DEET, siendo la diferencia entre los grupos la concentracién utilizada de esta ultima sustancia
(0; 0,1; 0,2; 0,4 y 0,6%). En la evaluacidon realizada 3 minutos luego del entrenamiento analizamos la

distribucidén de los animales en los dos brazos del laberinto (Figura 20, pagina 86). Vemos diferencias
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significativas entre los grupos (ANOVA, F,s, = 37,36, p<0.001). Los indices de Preferencia (IP) positivos revelan
la expresién de una memoria apetitiva mientras que los IP negativos revelan memoria aversiva. Vemos que, si
bien los animales entrenados con una solucién de sacarosa 1M muestran una clara preferencia por el CS+, ésta
va decayendo hasta transformarse en aversién en el grupo de 1M + 0,6% DEET. El grupo sacarosa 1M presenta
diferencias significativas con el grupo 1M + 0,2% DEET (p<0,05) y con los grupo 1 + 0,4% DEET y 1M + 0,6%
DEET (p<0,001); el grupo 1M + 0,1% DEET presenta diferencias significativas con el grupo 1M + 0,4% DEET
(p<0,01) y 1M + 0,6%DEET (p<0,001); ademas de las diferencias mencionadas, los grupos 1M + 0,2% DEET y 1M
+ 0,4% DEET muestran diferencias significativas con el grupo 1M + 0,6% DEET (p<0,001). Este experimento
demuestra entonces que, pocos minutos después del entrenamiento los animales muestran una preferencia o
aversion por el CS+ que depende del balance entre los componentes aversivos y apetitivos del US.

Es notable haber encontrado, en otro modelo animal, y con estimulos de distinta modalidad
sensorial, un resultado similar al que hemos obtenido con cangrejos respecto al efecto del balance de los

estimulos

3.B.2.ii Luego del entrenamiento se generan dos trazas mnésicas en paralelo

En el experimento anterior, resulta interesante analizar el desempefio del grupo entrenado con 1M +
0,4% DEET. Estos animales podrian haber formado las dos asociaciones, o por el contrario ambas podrian
haberse visto impedidas. Como mencioné antes, a partir de este ensayo comportamental no es posible
diferenciar entre estas alternativas. Mediante un razonamiento similar, nos podriamos preguntar si los
animales que muestran un IP positivo después de haber sido entrenados con alguna concentracion menor de
DEET también habian formado una memoria aversiva, viéndose eclipsada ésta por una memoria apetitiva mas
fuerte y también si el grupo que muestra un IP negativo habia formado una memoria apetitiva, eclipsada en
este caso por la memoria aversiva. Teniendo en cuenta estas posibilidades decidi hacer el siguiente
experimento.

Tomé cinco grupos de moscas wild type y las entrené utilizando 1M + 0,6% DEET. A distintos tiempos
después del entrenamiento se evalud la respuesta de los animales ante la presentacion del CS+ y del CS- (Figura

21, pagina 87), encontrando diferencias significativas entre los grupos (ANOVA de una via: F,;49=18,16;
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p<0,001). Como podemos ver, la aversién que se habia observado en el experimento anterior a 3 minutos se
vuelve a evidenciar, pero luego se transforma en preferencia, que dura desde 30 minutos luego del
entrenamiento hasta por al menos un dia. El grupo evaluado a 3 minutos presenta diferencias significativas con
el resto de los grupos evaluados a otros tiempos (p<0,001); y el resto de esos grupos no presenta diferencias
significativas entre si. Este resultado sugiere que los animales entrenados con un US mixto pueden en realidad
asociar ambos componentes opuestos con el CS. Inmediatamente se expresa la asociacién aversiva y, mas
adelante en el tiempo se expresa la apetitiva. Al igual que en los experimentos en cangrejos, a partir de un
entrenamiento mixto los animales aprenden que un mismo CS estd relacionado con dos US distintos. En este
caso, debido a las caracteristicas del paradigma utilizado, las dos memorias no pueden expresarse en forma
simultanea sino que lo hacen de manera secuencial, lo que nos permite revelar ambos aprendizajes.

Si bien podrian existir otras, la explicacion mas parsimoniosa que encontramos para explicar este
resultado es que los animales forman dos memorias en paralelo, que debido a la diferencia en la persistencia
de cada una se expresan en distintos momentos. De forma inmediata se evidencia la memoria aversiva y luego
lo hace la memoria apetitiva. Esto coincide con la literatura, ya que se sabe que, en moscas, los protocolos
aversivos necesitan de ensayos multiples para generar memorias que se expresen a largo término, mientras
que en el caso apetitivo un Unico ensayo resulta suficiente (Krashes and Waddell, 2011a, 2011b). Otra
alternativa que considera también la formacidn de dos memorias, es que la expresion dependa de la
motivacion del animal, tal como indican los experimentos en cangrejos. Inmediatamente después del
entrenamiento el animal es mas selectivo respecto de la calidad de la recompensa, pero conforme pasa el
tiempo tiene mas hambre y se vuelve mas tolerante a una recompensa menos palatable.

Al igual que en Neohelice, este resultado apunta a que la interferencia entre las memorias se produce
durante la evocacién de las mismas y no durante su formacidn o consolidacién, ya que en caso de que esto
estuviera ocurriendo no se veria la inversidn en la respuesta comportamental. El hecho de que primero se
exprese una memoria y luego la otra evidencia que, por mas que no se estuviera expresando, la memoria que
vemos en segundo orden estaba presente desde el inicio. Este resultado es coincidente con resultados
posteriores utilizando un condicionamiento virtual en el que se asocié la presentacidon de un olor con la

activacidon optogenética simultdanea de las neuronas que sefalizan el refuerzo positivo y el refuerzo negativo.
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En dicho caso se observo que a corto término se expresa una memoria aversiva mientras que a largo término lo

hace la memoria apetitiva (Aso and Rubin, 2016).

3.B.2.iii Dos circuitos neuronales distintos subyacen a las dos memorias

A partir de una bateria de herramientas genéticas, Drosophila permite hacer un analisis exhaustivo de
los circuitos que subyacen a distintos comportamientos. Me propuse entonces disecar los circuitos
involucrados en la formacion de estas dos memorias.

Como expliqué anteriormente, se sabe que en la via del procesamiento de la sefial del azlcar estan
involucrados un grupo de neuronas de OA y un grupo de neuronas de DA, situadas estas ultimas en el cluster
PAM (Burke et al., 2012). Por otro lado, se sabe que las neuronas que sefializan al refuerzo negativo
relacionado con el calor y con la elevada temperatura son dopaminérgicas, y estan localizadas en el cluster
PPL1 (Claridge-Chang et al., 2009; Galili et al., 2014). Me propuse evaluar en qué medida el comportamiento
observado esta relacionado con la actividad de estos tres tipos neuronales.

Como se puede ver en la figura 20 (pagina 86), existe una determinada combinacion de DEET vy
sacarosa para la cual los animales no muestren preferencia ni rechazo. Por los resultados que le siguieron a ese
experimento podemos suponer que en realidad las dos memorias se forman pero compiten por el control del
comportamiento. Cabe preguntarse entonces, ¢ Qué ocurre cuando no esta presente el componente apetitivo
que es sefalizado por OA? Para contestar esta pregunta realicé un experimento que consté de 3 grupos
experimentales: animales wild type entrenados con sacarosa 1M + DEET 0.4%, animales wild type entrenados

h™!*8 entrenados con sacarosa 1M + DEET 0,4% (Figura 22, pagina

con sacarosa 1M + DEET 0,1% y animales tb
88). Al igual que vimos anteriormente, los animales wild type muestran un indice positivo o negativo,
dependiendo de la concentraciéon de DEET presente en la solucién. Como podemos ver, las moscas tbh™'®
entrenadas con 0,1% de DEET no presentan un comportamiento significativamente distinto al de las moscas
WT entrenadas con 0,4% de DEET, pero si con las entrenadas con 0,1% de DEET (ANOVA: F,3, = 13,52 p<0,001;
contrastes Tukey: WT 0,1% vs tbh 0,1%: p<0,001; WT 0,4% vs tbh 0,1%: p=0,99). Esto muestra que, sin el

componente apetitivo sefializado por OA, un estimulo que hacia que se expresara una memoria apetitiva,

provoca ahora la expresidon de una memoria aversiva.
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En un siguiente paso quise saber cémo se modifica la memoria inmediata debido a la inhibicién de
parte de los circuitos responsables de la sefializacidn de los estimulos apetitivos y aversivos. Las lineas de
moscas utilizadas fueron elegidas en base a la bibliografia que indica que la linea GAL4-0104 se expresa en un
grupo de neuronas dopaminérgicas del clister PAM, que son necesarias y suficientes para generar un memoria
apetitiva de corto término (Burke et al., 2012) y que la linea GAL4-C061 se expresa en un grupo de neuronas
del cluster PPL1, necesarias y suficientes para generar una memoria aversiva (Claridge-Chang et al., 2009).

Estas lineas fueron cruzadas con lineas shibire™’

-UAS. Shibire es un gen cuyo producto esta involucrado en el
reciclado de vesiculas en la sinapsis, y la deficiencia en el mismo produce un déficit en la transmision sinaptica
(van der Bliek and Meyerowrtz, 1991; Damke et al., 1994). La variante shi®' es termosensible, por lo que la
transmision sindptica se ve interrumpida a temperaturas superiores a 252C (Kitamoto, 2001).

Realizamos un experimento con cada una de estas cruzas. La ldgica fue la misma para ambos: a partir
de un entrenamiento cuyas condiciones no permitieran evidenciar retencién de ninguna memoria cuando ésta
es evaluada de forma inmediata (en este caso sacarosa 1M + 0,3% DEET), inhibimos las neuronas sefializadoras
del refuerzo apetitivo o aversivo alternadamente. Esto se logré exponiendo a las moscas a una temperatura de
339C durante la media hora anterior al entrenamiento.

En el primer experimento (Figura 23, pagina 89), utilizando moscas 0104-GAL4; UAS-shi®' vemos
diferencias significativas de parte del grupo experimental con los 3 grupos control: moscas WT, 0104-GAL4 y
UAS-shi*! (ANOVA: F3 63 = 5,58, p<0,01; contrastes Tukey 0104-GAL4 vs todos los controles p<0,01, el resto de
las comparaciones p=0,99). Esto una vez mas nos muestra la competencia entre las dos memorias, en este caso
la “dulce” y la aversiva, y como removiendo la componente apetitiva podemos ver como emerge la memoria
aversiva. Se realizd un experimento independiente como control adicional: se entrenaron animales de las
mismas lineas con una solucién sacarosa 1M + 0,3% DEET pero a una temperatura de 239C. En este caso, no se
evidenciaron diferencias significativas entre los grupos (ANOVA de una via: F3 40 = 0,14, p=0,93).

En el segundo experimento (Figura 24, pagina 90) utilicé la linea C061-GAL4; UAS-shi™" y vi nuevamente
diferencias entre el grupo experimental y los tres grupos control (ANOVA: F;;, = 10,03, p<0,001; contrastes

Tukey C061-GAL4 vs todos los controles p<0,01, el resto de las comparaciones p>0,49). En este caso vemos

como al remover la sefializaciéon de la componente aversiva del entrenamiento emerge la memoria apetitiva.
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Nuevamente, en el experimento control realizado a la temperatura permisiva de 232C no se observan
diferencias entre los grupos (ANOVA de una via: F3 40 = 0,23, p=0,87).

En resumen, en esta seccion pude modular distintas partes de los circuitos relacionados con la
formacidn de las memorias apetitivas y aversivas, y observamos como esto modifica el comportamiento. Vimos
que, inhibiendo las neuronas asociadas con la sefalizacion de los refuerzos positivos y negativos en una
situacidn en la que no se evidencia retencidon de ninguna memoria, emerge la memoria de signo opuesto a las
neuronas inhibidas. Incluso se puede modificar el signo de la memoria observada al inhibir uno de los

componentes que sefializan los estimulos.
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Figuras de la seccion 3.B
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Figura 12. Dos entrenamientos de valencia opuesta y de baja intensidad muestran interaccidn supresora tal
que no se evidencia memoria de largo término. Dia 1: sesién de entrenamiento. El tamafio del tridngulo
representa la cantidad de comida recibida durante el entrenamiento, mientras que cada barra vertical
representa un ensayo aversivo. NE, grupo no entrenado, que permanece en el contexto durante 50 minutos.
AP, grupo apetitivo, que recibe un pellet de 40mg. AV, grupo aversivo que recibe 10 ensayos del EVP. MIX,
grupo mixto, que recibe un pellet de 40mg y 10 ensayos del EVP. Dia 2: sesién de evaluacion. Memoria
apetitiva: Actividad exploratoria media normalizada al promedio del grupo NE +/- error estandar. Memoria
aversiva: respuesta media de escape normalizada al promedio de la respuesta del grupo NE +/- error estandar.
Las barras blancas pertenecen al grupo NE, gris oscuro al grupo apetitivo, gris claro al grupo aversivo y las
negras al grupo MIX. El nimero de animales se indica para cada barra. (*) p<0,05, NS diferencias no
significativas en contrastes LSD entre el grupo sefialado y su respectivo control en contrastes LSD entre el
grupo sefialado y su respectivo control.
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Figura 13. Dos entrenamientos de valencia opuestas pero intensidad intermedia permiten evidenciar ambas

memorias de largo término. Dia 1: sesién de entrenamiento. NE, grupo no entrenado que permanece en el
contexto durante 50 minutos. AP, grupo apetitivo, que recibe un pellet de 80mg. AV, grupo aversivo que recibe
10 ensayos del EVP. MIX, grupo mixto que recibe un pellet de 80mg y 15 ensayos del EVP. Dia 2: sesidn de
evaluacidon. Memoria apetitiva: Actividad exploratoria media normalizada al promedio del grupo NE +/- error

estandar. Memoria aversiva: respuesta media de escape normalizada al promedio del grupo NE +/- error

estdndar. Las barras blancas pertenecen al grupo NE, gris oscuro al grupo apetitivo, gris claro al grupo aversivo

y las negras al grupo MIX. El nimero de animales se indica para cada barra. * p<0,05; *** p<0,001 en

contrastes LSD entre el grupo sefialado y su respectivo control.
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Figura 14. Dos entrenamientos de valencia opuesta pero de intensidad alta permiten evidenciar ambas
memorias de largo término. Dia 1: sesién de entrenamiento. NE, grupo no entrenado que permanece en el
contexto durante 50 minutos. AP, grupo apetitivo que recibe un pellet de 160mg. AV, grupo aversivo que
recibe 30 ensayos. MIX, grupo mixto que recibe un pellet de 160mg y 30 ensayos del EVP. Dia 2: sesién de
evaluacion. Memoria apetitiva: Actividad exploratoria media normalizada al promedio del grupo NE +/- error
estandar. Memoria aversiva: respuesta media de escape normalizada al promedio del grupo NE +/- error
estandar. Las barras blancas pertenecen al grupo NE, gris oscuro al grupo apetitivo, gris claro al grupo aversivo
y las negras al grupo MIX. El nimero de animales se indica para cada barra. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
en contrastes LSD entre el grupo sefialado y su respectivo control.
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Figura 15. Dos entrenamientos de intensidad no balanceada permiten evidenciar una sola memoria de largo
término. Dia 1: sesién de entrenamiento. a) NE, grupo no entrenado que permanece en el contexto durante 50
minutos. AP, grupo apetitivo que recibe un pellet de 80mg; AV, grupo aversivo que recibe 30 ensayos; MIX,
grupo mixto que recibe un pellet de 80mg y 30 ensayos. b) NE, grupo no entrenado que permanece en el
contexto durante 50 minutos. AP, grupo apetitivo que recibe un pellet de 160mg; AV, grupo aversivo que
recibe 15 ensayos; MIX, grupo mixto que recibe un pellet de 160mg y 15 ensayos. Dia 2: sesidén de evaluacién.
Memoria apetitiva: Actividad exploratoria media normalizada al grupo NE +/- error estandar. Memoria
aversiva: respuesta media de escape normalizada al grupo NE +/- error estandar. Las barras blancas pertenecen
al grupo NE, las barras gris oscuro al grupo apetitivo, las gris claro al grupo aversivo y las negras grupo MIX. El
nimero de animales se indica para cada barra. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; NS diferencias no
significativas en contrastes LSD entre el grupo sefialado y su respectivo control.
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Figura 16. Interrumpir la reconsolidacién de la memoria aversiva no afecta la memoria apetitiva después de
un entrenamiento mixto. Dia 1: sesidon de entrenamiento. NE, grupo no entrenado que permanece en el
contexto durante 50 minutos. AP, grupo apetitivo que recibe un pellet de 80mg. AV, grupo aversivo que recibe
15 ensayos. MIX, grupo mixto que recibe un pellet de 80mg y 15 ensayos del EVP. Dia 2: sesién de recordatorio.
Todos los animales reciben una inyeccién de vehiculo o cicloheximida y 30 minutos después son re-expuestos
al contexto de entrenamiento, en donde luego de 5 minutos reciben un pellet de 20mg. Cinco minutos después
son retirados del mismo. Dia 3: sesidn de evaluacion. Memoria apetitiva: Actividad exploratoria media
normalizada al promedio del grupo NE +/- error estandar. Memoria aversiva: respuesta media de escape
normalizada al promedio del grupo NE +/- error estandar. Las barras blancas pertenecen al grupo NE, gris
oscuro al grupo apetitivo, gris claro al grupo aversivo y las negras al grupo MIX. El nimero de animales se indica
para cada barra. * p<0,05; *** p<0,001; en contrastes LSD entre el grupo sefalado y su respectivo control.
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Figura 17. Interrumpir la reconsolidacidén de la memoria apetitiva no afecta la memoria aversiva después de

un entrenamiento mixto. Dia 1: sesidon de entrenamiento. NE, grupo no entrenado que permanece en el

contexto durante 50 minutos. AP, grupo apetitivo que recibe un pellet de 80mg. AV, grupo aversivo que recibe
15 ensayos. MIX, grupo mixto que recibe un pellet de 80mg y 15 ensayos. Dia 2: sesién de recordatorio. Todos
los animales son re-expuestos al contexto de entrenamiento, en donde, luego de 5 minutos reciben un ensayo

de EVP y son retirados del mismo. Treinta minutos después reciben una inyeccion de vehiculo o cicloheximida.
Dia 3: sesién de evaluacién. Memoria apetitiva: Actividad exploratoria media normalizada al promedio del
grupo NE +/- error estandar. Memoria aversiva: respuesta media de escape normalizada al grupo NE +/- error

estandar. Las barras blancas pertenecen al grupo NE, gris oscuro al grupo apetitivo, gris claro al grupo aversivo
y las negras al grupo MIX. El nimero de animales se indica para cada barra. * p<0,05 en contrastes LSD entre el

grupo sefialado y su respectivo control.
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Figura 18. Luego de un entrenamiento mixto de intensidad baja se forman dos memorias cuya expresion se
interfiere mutuamente. Dia 1: sesidon de entrenamiento. NE, grupo no entrenado que permanece en el
contexto durante 50 minutos. AP, grupo apetitivo que recibe un pellet de 40mg. AV, grupo aversivo que recibe
10 ensayos del EVP. MIX, grupo mixto que recibe un pellet de 40mg y 10 ensayos del EVP. Dia 2: sesion de
recordatorio. Todos los animales son reexpuestos al contexto de entrenamiento, en donde, luego de 5 minutos
reciben un ensayo y son retirados del mismo (a) o reciben un pellet de 20mg, permanecen 5 minutos mas y
luego son retirados (b). Durante 2 horas los animales son privados de agua (WD). Dia 3: sesion de evaluacion.
Memoria apetitiva: Actividad exploratoria media normalizada al promedio del grupo NE +/- error estandar.
Memoria aversiva: respuesta media de escape normalizada al promedio del grupo NE +/- error estandar. Las
barras blancas pertenecen al grupo NE, las barras gris oscuro al grupo apetitivo, las gris claro al grupo aversivo
y las negras al grupo MIX. El nimero de animales se indica para cada barra. * p<0,05 en contrastes LSD entre el
grupo sefialado y su respectivo control.
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Figura 19. La expresion de las memorias depende del estado motivacional de los animales. Dia 1: sesidn de
entrenamiento. NE, grupo no entrenado que permanece en el contexto durante 50 minutos. AP, grupo
apetitivo que recibe un pellet de 160mg. AV, grupo aversivo que recibe 15 ensayos. MIX, grupo mixto que
recibe un pellet de 160mg y 15 ensayos. Dia 2: 6 hs antes de la evaluacion, los animales que se indican reciben
320mg de comida. Memoria apetitiva: Actividad exploratoria media normalizada al promedio del grupo NE +/-
error estandar. Memoria aversiva: respuesta media de escape normalizada al promedio del grupo NE +/- error
estandar. Las barras negras pertenecen al grupo NE, gris oscuro al grupo apetitivo, gris claro al grupo aversivo y
las blancas al grupo MIX. El nimero de animales en cada grupo se indica para cada barra. * p<0,05; ** p<0,01
en contrastes LSD entre el grupo sefialado y su respectivo control.
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Figura 20. La memoria evocada depende del balance de fuerza entre los estimulos incondicionados. A)
Procedimiento experimental. Todos los animales son sometidos a un condicionamiento diferencial e
inmediatamente después se evalla su preferencia por los dos olores usados en el entrenamiento. Cada
columna corresponde a un grupo que recibe un US con una concentracién distinta de DEET. B) indice de
discriminacién de los animales en la sesion de evaluacién. El nimero de unidades experimentales en cada
grupo se indica para cada barra. Los valores corresponden a la media de cada grupo +/- error estandar. Letras
distintas corresponden a valores diferentes luego de una prueba de Tukey (p<0,05).
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Figura 21. La memoria evocada cambia conforme la evaluacion se aleja del entrenamiento. A) Procedimiento
experimental. Todos los animales (WT) son sometidos a un condicionamiento diferencial con una solucién de
sacarosa 1M + 0,6% DEET y se evalla su preferencia por los olores usados en el entrenamiento. Cada punto en
el tiempo pertenece a un grupo de animales independiente B) indice de discriminacién de los animales en cada
sesion de evaluacion. El nimero unidades experimentales utilizados en cada grupo se indica para cada punto.
Los valores corresponden a la media de cada grupo +/- error estandar. *** p<0,01 contra el resto de los grupos
utilizando una prueba de Tukey.
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Figura 22. Los animales deficientes en OA forman una memoria aversiva en condiciones que darian evidencia
de una memoria apetitiva. A) Procedimiento experimental. Animales WT o TBHY'® son sometidos a un
condicionamiento diferencial con distintas soluciones y se evalla su preferencia por los olores usados en el
entrenamiento inmediatamente luego del mismo. B) indice de discriminacién de los animales en la sesién de
evaluacidn. El nimero unidades experimentales utilizados en cada grupo se indica para cada barra. Los valores
corresponden a la media de cada grupo +/- error estandar. *** p<0,01 contra el resto de los grupos utilizando
una prueba de Tukey.
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Figura 23. La inactivacidon de neuronas que sefializan el refuerzo apetitivo lleva a la expresion de la memoria
aversiva. A) Procedimiento experimental. Animales WT, UAS-Shi, 0104-Gal4 o 0104-Gal4 x UAS-Shi son
condicionados diferencialmente con una solucion de sacarosa 1M + 0,3% DEET y se evalla su preferencia por

los olores usados en el entrenamiento inmediatamente luego del mismo. B) indice de discriminacién de los

animales en la sesién de evaluacién cuando el experimento se realiza en un cuarto a 322C. C) indice de

discriminacién de los animales en la sesién de evaluacién cuando el experimento se realiza en un cuarto a

2329C. El numero unidades experimentales utilizados en cada grupo se indica para cada barra. Los valores de ID

corresponden a la media de cada grupo +/- error estandar. ** p<0,01 contra todos los controles utilizando una

prueba de Tukey.
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Figura 24. La inactivacion de neuronas que seiializan el refuerzo aversivo lleva a la expresiéon de la memoria
apetitiva. A) Procedimiento experimental. Animales WT, UAS-Shi, C061-Gal4 o C061-Gal4 x UAS-Shi son
condicionados diferencialmente con una solucidn de sacarosa 1M + 0,3% DEET y se evalua su preferencia por
los olores usados en el entrenamiento inmediatamente luego del mismo. B) indice de discriminacién de los
animales en la sesién de evaluacién cuando el experimento se realiza en un cuarto a 322C. C) indice de
discriminacién de los animales en la sesién de evaluacién cuando el experimento se realiza en un cuarto a
232C. El numero de unidades experimentales utilizadas en cada grupo se indica para cada barra. Los valores
corresponden a la media de ID de cada grupo +/- error estandar. ** p<0,01 contra todos los controles
utilizando una prueba de Tukey.
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3.C Descripcidn inicial del sistema dopaminérgico en abeja y cangrejo a partir de ensayos
de inmunohistoquimica

Los resultados de los capitulos anteriores en base a la modulacién de la memoria apetitiva por
dopamina y por antagonistas dopaminérgico, junto a los antecedentes que sefialan que dopamina es el
neurotransmisor involucrado en mediar informacién aversiva (Klappenbach et al., 2012; Vergoz et al., 2007),
resultan consistentes con la hipdtesis de que la interaccién entre la informacidn apetitiva y aversiva debe ser, al
menos en cangrejos y en abejas, un elemento intrinseco de los mecanismos determinantes de la memoria de
largo término. Estas conclusiones fueron alcanzadas con inyeccién sistémicas en ambos modelos, y si bien
sabemos por antecedentes y por caracteristicas anatdmicas de estas dos especies, que las drogas inyectadas
por esa via alcanzan los neuropilos de los ganglios nerviosos, nos resulta imposible determinar cuales fueron
las dreas del cerebro o neuropilos blanco de las drogas para provocar una alteracién en la memoria. Si bien
existe una detallada descripcion del sistema dopaminérgico en Drosophila_(Kaun and Rothenfluh, 2017; Mao
and Davis, 2009), esto es algo que falta aun tanto en el cangrejo como en la abeja. Haciendo hincapié en las
zonas relacionadas a los procesos de aprendizaje y memoria, realicé una serie de ensayos de
inmunohistoquimica para empezar a describir el sistema dopaminérgico en estos dos modelos. Para esto
utilizamos un anticuerpo anti tirosina-hidroxilasa (TH). Como mencioné en la introduccion, esta enzima es la
que cataliza la conversidn de tirosina a L-DOPA, que luego se convierte en dopamina gracias a la accién de la
DOPA decarboxilasa. Como este paso es muy rapido se toma a la TH como la enzima limitante en la biosintesis
de DA siendo el marcado con esta enzima es lo que normalmente se utiliza como marcador de neuronas
dopaminérgicas, ya que se ha demostrado que los anticuerpos anti-TH tienen un patrén de tincion muy
consistente con los patrones descriptos utilizando anticuerpos anti-DA (Cournil et al., 1994; Wood and Derby,

1996).

3.C.1 Cangrejo Neohelice granulata

El cerebro de crustdceos decdpodos consiste en un protocerebro, un deuterocerebro, y un
tritocerebro. El protocerebro se divide en tres partes: los ganglios dpticos y el protocerebro lateral, ambos
ubicados en el interior de los pedunculos épticos, y el protocerebro medio, que es parte anatdmica del ganglio

supraoesofagico, junto con el deutero y el tritocerebro. Los ganglios épticos pueden ser a su vez subdivididos
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en cinco neuropilos: la lamina, la médula, la I6bula, la I6bula plate y el protocerebro lateral (Maza et al., 2016).
A través de estos estratos el procesamiento visual va aumentando los grados de integracidén (Sztarker et al.,
2005). Resulta muy interesante que encontramos neuronas TH-inmunorreactivas en todos los ganglios
observados del sistema nervioso central, algunas de ellas que tienen proyecciones locales y otra que tienen
proyecciones mas distantes.

En la figura 25 (pagina 97) se puede observar que en los ganglios dpticos encontramos cuerpos
celulares inmunorreactivos en el borde distal de la médula y una tincién homogénea en la regidon que
corresponde con las proyecciones columnares de los somas marcados. También se encontré una alta
inmunoreactividad en una fraccion de somas en la lIébula y en las neuronas columnares correspondientes del
mismo neuropilo. El patrén de tincién de TH en la médula y I6bula revelan varias capas transversales, que
presumiblemente corresponden a regiones sindpticas entre las neuronas columnares, asi como con las
neuronas tangenciales que recopilan informacidn retinotdpica (Sztarker et al., 2005). Resulta interesante que
se ha demostrado anteriormente que estas neuronas procesan también informacion visual del tracto
protocerebral contralateral.

En las figuras 26 y 27 (paginas 98 y 99) se ve que no se encontrd ningun cluster o tracto en el ganglio
supraesofagico homogéneamente tefiido con el anticuerpo anti-TH. En contraste, las células TH-positivas se
reparten en varios grupos con una estricta distribucion bilateral. Cuerpos celulares tefiidos son vecinos de otros
no tefidos, lo que revela la heterogeneidad neuroquimica de todos los clisteres. De acuerdo con reportes
anteriores en otros crustaceos, una fraccidon importante de las células TH-positivas se encuentran en el cluster
6, un grupo prominente que se ubica en el margen anterior del ganglio supraesofagico (Cournil et al., 1994;
Fort et al., 2004). Aunque las proyecciones de estas neuronas no comparten un patrén comun de arborizacion,
todos ellas alcanzan neuropilos distantes en el ganglio supraesofagico. Varias neuronas TH-positivas fueron
reconocidas de forma consistente en todas las preparaciones y dos de ellas se corresponden con descripciones
anteriores realizadas en otros crustaceos. Estas ultimas son la pareja de células cuyos soma y axones son
reconocibles en el conectivo circumoesofagico (Fort et al., 2004) y el par de células Br, previamente descrito en
Homarus gammarus (Beltz, 1999). Las células Br muestran un prominente cuerpo celular ubicado en el cluster

16, adyacente al Iébulo olfatorio, y se ramifican de forma bilateral en todo el ganglio supraesofagico,
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neuropilos anterior y posterior, y también envian proyecciones al conectivo circumoesofdgico. En sintonia con
otras especies de crustaceos, encontramos neuronas dopaminérgicas en todo el cerebro central de Neohelice.
Se tifieron neuronas TH-positivas que proyectan distalmente e interconectan varios neuropilos del ganglio
supraesofagico. Este patrdn seria consistente con un papel de DA como un neurotransmisor no estrictamente
vinculado a una modalidad sensorial, sino mas bien con un rol integrador y/o coordinador de funciones. Es
importante destacar que una serie de estudios han indicado que el complejo central, una estructura
prominente en el cerebro central de los insectos, estd implicada en la memoria de patrones visuales (Liu et al.,
2006; Pan et al., 2009) y de memoria espacial (Neuser et al., 2008). Teniendo en cuenta que se ha sugerido una
posible homologia entre el cuerpo central de los insectos y de los crustaceos (Utting et al., 2000), y que nos
encontramos con una serie de fibras dopaminérgicas que conectan los neuropilos épticos con el cuerpo
central, seria interesante analizar el papel de esta drea en la formacién de la memoria visual aversiva.

En los ganglios dpticos se puede ver una intensa tincién dopaminérgica adyacente al protocerebro
lateral que corresponde a la gldndula del seno y el drgano X, que son dos importantes glandulas
neuroenddcrinas en crustdceos. Esto es coherente con el papel bien documentado de la DA como
neurohormona (Christie, 2011). Ademds, como se puede observar de la figura 28a (pdgina 100), un grupo de
fibras descendientes por el conectivo que conecta al ganglio supraesofagico se separa y se pierde en ramas
menores en la zona mas distal del protocerebro lateral. Recientemente se ha identificado en ese area del
protocerebro lateral un neuropilo denominado cuerpo hemielipsoideo que guarda una estrecha relacion
evolutiva con mushroom bodies de insectos. Resulta ademds interesante que la actividad evocada por el
estimulo visual de peligro en el cuerpo hemielipsoideo se reduce conforme transcurre el entrenamiento
aversivo y que los cambios en este lugar son especificosdel contexto de entrenamiento (Maza et al., 2016). En
la figura 28b (pagina 100) podemos ver las globuli cells, neuronas intrinsecas del cuerpo hemielipsoideo,
andlogas a las Kenyon cells, que proyectan sus axones formando los el I6bulo ventral y el lateral. En ambos
[6bulos vemos que hay una marca punteada, que podria corresponder con terminales de neuronas
dopaminérgicas que inervan los I6bulos de los cuerpos hemielipsoideos, de la misma forma que sucede en
Drosophila (Mao and Davis, 2009). Esta arquitectura de la red dopaminérgica daria sustento anatémico a las

observaciones mostradas en este trabajo ya que la inervacién dopaminérgica observada en I6bulos del cuerpo
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hemielipsoideo podria bien estar relacionada con la integracién entre claves visuales de reconocimiento del
contexto y el valor aversivo del entrenamiento.

En resumen, las neuronas dopaminérgicas estan ampliamente distribuidas en el cerebro de Neohelice.
Mientras que en los primeros ganglios épticos, las neuronas TH-positivas parecen ser parte intrinseca de la
estructura de los neuropilos que participan en el procesamiento visual, en el resto del cerebro, las neuronas
dopaminérgicas proyectan distalmente, interconectando varios neuropilos de distintas modalidades vy

probablemente orquestando funciones relacionadas con situaciones y estimulos de valor heddnico negativo.

3.C.2 Abeja Apis mellifera

Al igual que en el cangrejo, observamos neuronas TH-positivas como elementos intrinsecos de la I6bula
(figura 29, pagina 101). Vemos que hay procesos que corren de forma transversal y otros que lo hacen a través
de las columnas. Estas neuronas, al igual que en el caso de cangrejo, es probable que participen de la red local
de procesamiento de informacidn visual. Ademas, en relacion al sistema visual, vemos una profusa tincion del
tubérculo 6ptico, neuropilo que estd relacionado con procesamiento y reconocimiento de la informacion de
color (Mota et al., 2016).

En el cerebro central sobresale la marca de dos cuerpos neuronales en la regién medial que proyectan
sobre los |6bulos de los mushroom bodies. Neuronas con una arquitectura similar se observan en Drosophila, y
son candidatas a producir la sefalizacion de los estimulos aversivos en esta importante parte del cerebro de los
animales (Mao and Davis, 2009).

Es de particular interés la inervacién dopaminérgica observada en el I6bulo antenal (figura 30, pagina
102). Este neuropilo es el primer centro de relevo en la via de procesamiento olfatorio, y se considera una
estructura homaloga al bulbo olfatorio de mamiferos. Es aqui donde llegan los axones de las células receptoras,
que hacen sinapsis con dendritas de las neuronas de proyeccién, que luego llevan la informacidon a otros
centros, como los mushroom bodies y el lateral horn. Ademds, existe una red de interneuronas locales que
modulan la informacién, por lo que no es una simple estacidn de relevo, sino que existe un procesamiento de
la sefial. Se ha demostrado que esta estructura presenta plasticidad asociada a aprendizaje y memoria, y esta

bien descripta la inervacidn octopaminérgica que recibe, en particular por parte de la neurona VUmX1,
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responsable de la sefial del estimulo apetitivo (Sinakevitch et al., 2013). Se sabe que la sefalizacidn
octopaminérgica en los I6bulos antenales es necesaria para el aprendizaje olfatorio apetitivo. Respecto de DA,
es sumamente interesante haber hallado en este neuropilo una profusa inervacion dopaminérgica que
probablemente medie informacién aversiva que compite localmente con la informacidon mediada por OA. En
los clusters de somas adyacentes al |6bulo antenal, se observan somas marcados positivamente para TH,
entremezclados con somas no marcados. Estos somas envian sus proyecciones hacia el centro del l6bulo,
desde donde ramifican en glomérulos. La tincion con TH es heterogénea entre glomérulos, lo que

probablemente esté relacionado con las cualidades o valor de los olores que los distintos glomérulos codifican.
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Figuras de la seccion 3.C
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Resultados. Descripcién inicial del sistema dopaminérgico en abeja y cangrejo a partir de ensayos de
inmunohistoquimica

Y

Figura 25. Patrdn de tincidn anti-TH en el I6bulo dptico del cangrejo Neohelice. Se observan somas tefiidos en la
region de la Iébula (SL) y en la regién de la médula (SM). Estas neuronas generan procesos columnares que
terminan en distintas capas transversales, marcadas con flechas. Inserto: esquema del pedinculo 6ptico tal
cual aparece en (Maza et al., 2016). (LA) lamina, (ME) Médula, (LO) Iébula, (LOP) lobula plate, (SG) glandula del
seno, (LP) protocebro lateral, (HB-GC) somas de las globuli cells, (VL) I16bulo ventral, (MLs) I6bulos mediales,
(PED) pedunculo, (X0), 6rgano X, (MT) médula terminal
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Resultados. Descripcién inicial del sistema dopaminérgico en abeja y cangrejo a partir de ensayos de

inmunohistoquimica

o
TN

Figura 26. Vista dorsal del ganglio supraesofagico. Tincién dopaminérgica en el cluster 6 (punta de flecha
negra), células L (punta de flecha gris). Tracto protocerebral (PT). Lébulo olfatorio (OL).
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inmunohistoquimica

o

A

Figura 27. Vista ventral del ganglio supraesofagico. Tincién dopaminérgica de las células Br (punta de flecha
negra). Nervio oculomotor (OMN).
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Resultados. Descripcién inicial del sistema dopaminérgico en abeja y cangrejo a partir de ensayos de

Figura 28. A) Patrén de tincidn de fibras provenientes del ganglio
supraesofagico, que se ramifican en el protocerebro lateral (Flechas
Protocerebro lateral. Se observan las globuli cells en el borde lateral del
protocerebro lateral (dentro del circulo negro). Se tifien terminales
dopaminérgicas en los |6bulos de salida del cuerpo hemielipsoideo. LV:
ventral. LMI: l6bulo medial I. LMII: l16bulo medial Il. A la derecha:
del pedinculo éptico tal cual aparece en (Maza et al.,, 2016). (LA)
(ME) Médula, (LO) lébula, (LOP) lobula plate, (SG) glandula del seno,
protocebro lateral, (HB-GC) somas de las globuli cells, (VL) lébulo
(MLs) I6bulos mediales, (PED) pedunculo, (XO), érgano X, (MT) médula
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Resultados. Descripcién inicial del sistema dopaminérgico en abeja y cangrejo a partir de ensayos de
inmunohistoquimica

AN
V).

250 um

Figura 29. A) Esquema del cerebro de la abeja, modificado a partir de (Rybak et al., 2010). (MB)mushroom
bodies, (PL) I6bulos protocerebrales, (SOG) ganglio subesofagico, (AL) I6bulo antenal, (mc) caliz medial, (Ic) cdliz
lateral, (Ih) lateral horn, (CB) central body, (LO) lébula (LO), (ot) tubérculo éptico. B)Tincidon dopaminérgica en el
cerebro entero de la abeja. (1) Somas situados en el borde de la Iébula, con proyecciones tranversales y
longitudinales. (2) En el sector medial se ve un par de somas que extienden sus proyecciones hacia los Iébulos
de los mushroom bodies. (3) Tincién homogénea en el tubérculo 6ptico. (4)Tincion en la parte lateral del I6bula
antenal derecho.
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Resultados. Descripcién inicial del sistema dopaminérgico en abeja y cangrejo a partir de ensayos de
inmunohistoquimica

Figura 30. A) Lébulo antenal derecho y B) Lébulo antenal izquierdo. Se observa tefiido un grupo de somas en el
borde lateral del I6bulo entremezclados con otros somas no teiiidos. Estos envian sus proyecciones hacia el
centro del I6bulo, en donde se ramifican hacia los glomérulos.
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Conclusion

Conclusidn
Los objetivos principales de esta tesis fueron estudiar la interaccidn entre sefiales apetitivas y aversivas

gue compiten en situaciones reales de aprendizaje y memoria, estudiar la participacion de DA como
neurotransmisor mediador de la informacién de tipo aversiva en esta interaccidn, y entender el efecto que esto
tiene sobre el contenido y la expresién de las memorias.

Para esto me vali de tres modelos animales distintos, no solo con la intencidn de explotar las ventajas
técnicas que cada uno de ellos proporciona, sino también con el objetivo de poner a prueba el grado de
universalidad de los conceptos evaluados.

Los resultados mas destacados consistieron en haber demostrado que:

e La inyeccidn de DA interfiere con la memoria apetitiva de largo término. Esto se comprobd en
cangrejos y abejas.

e Lainyeccion de un antagonista de receptores dopaminérgicos favorece la formacién de una memoria
apetitiva de largo término en abejas, demostrando asi un control ténico dopaminérgico sobre la
memoria apetitiva. No se comprobé que fuese asi en cangrejos.

e A partir de un entrenamiento mixto que contiene estimulos aversivos y apetitivos se forman dos
memorias independientes entre si, que compiten al momento de la expresién. Esto se comprobd en
cangrejos y moscas.

e Luego de un entrenamiento de tipo mixto, la memoria que se expresa luego de un entrenamiento
depende del balance de fuerzas entre los estimulos aversivos y apetitivos tanto en cangrejos como en
moscas.

e Demostramos en cangrejos que el estado motivacional (hambre-saciedad) modula no solo la expresion
de la memoria apetitiva sino también la expresién de una memoria aversiva que compite con dicha
memoria apetitiva.

e Mediante ensayos inmunohistoquimicos iniciamos la descripcion del circuito dopaminérgico en sistema
nervioso central de abejas y cangrejos, comprobando en ambos casos inervacion dopaminérgica en

areas del cerebro involucradas en aprendizaje y memoria.
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Conclusion

Los resultados obtenidos se ajustan a la hipdtesis general de este trabajo, que postula que las aminas
biogénicas, octopamina y dopamina, tienen un rol dual en el aprendizaje y memoria, lo cual permite un
procesamiento coordinado de la informacién contradictoria presente en eventos de la vida real de un animal.
Por un lado seializan a un tipo de aprendizaje e instruyen para la formacién de un tipo de memoria, mientras
gue por otro interfieren con la memoria de signo opuesto. Comentaré algunos de los resultados en el contexto

de la bibliografia relacionada.
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Discusion

En el capitulo 3.1 vimos que la inyeccidon de DA en el cangrejo y la inyeccién de DA o de un agonista de
receptores dopaminérgicos en la abeja interfieren con la memoria apetitiva de largo término. Es importante
destacar que para que este efecto se produzca la administracion de las drogas debe ser antes del
entrenamiento, aunque que no afecta al mismo.

Existen antecedentes directos en abejas y en cangrejos que apoyan estos resultados. Por un lado, se ha
visto que la inyeccidon de OA previo a un entrenamiento aversivo interfiere con la memoria aversiva de largo
término en cangrejos (Kaczer and Maldonado, 2009). En base a este resultado y al aqui presentado podemos
cerrar el esquema propuesto algunos afios atrds: la OA seiializa el refuerzo apetitivo e interfiere con la
memoria aversiva (Kaczer and Maldonado, 2009), mientras que la DA sefializa al refuerzo negativo, al mismo
tiempo que interfiere con la memoria apetitiva (Klappenbach et al., 2012).

Por su parte, en abejas se ha visto que la administracidn por via oral de OA impide la formacién de un
aprendizaje aversivo (Agarwal et al., 2011). En este caso se tratd de un paradigma de place preference en el
gue los animales asocian un determinado lugar pintado de un color con un shock eléctrico. Los animales que
son alimentados con OA pasan mds tiempo en el lugar en el que reciben el shock en comparacién con los
animales del grupo control que no reciben OA. Por el contrario, abejas que son alimentadas con DA pasan
menos tiempo en el lugar en el que fueron castigados. Esto indica entonces que la administracién de DA facilita
la adquisicion de una memoria aversiva (al igual que habiamos visto en cangrejo (Klappenbach et al., 2012),

mientras que la administracion de OA interfiere con la misma.

Hemos visto que la inyeccién de DA, que afecta la memoria cuando se administra antes del
entrenamiento, no afectaria la evocacidn de la misma. Este resultado seria contrario a lo que se podria predecir
en base a los resultados obtenidos en grillos, aunque iria de la mano con lo visto en cangrejos (Kaczer et al.,
2011; Mizunami and Matsumoto, 2010). En el primer caso, se vio que tanto DA como OA son necesarias para la
evocacion de la memoria aversiva y apetitiva respectivamente, ya que la administracién de antagonistas de sus
receptores previo al testeo bloquea la expresidn de las mismas. En contraposicion, en cangrejos se ha visto

que la OA, a pesar de ser necesaria durante el entrenamiento para la formacidn de la memoria apetitiva, no lo
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es para la evocacidn de la misma. Existen clasicamente dos modelos asociativos mediante los cuales pueden
explicarse estos fendmenos de plasticidad: uno denominado “S-S” (S por estimulo) otro denominado “S-R” (S
por estimulo, R por respuesta) (Rescorla, 1988). Este modelo asume que existe una representacién neuronal
del CS conectada muy débilmente a la via que activa la CR, mientras que el US también tiene su representacién
neuronal en forma paralela. Durante el entrenamiento, la activacién de la via del US fortalece la conexién entre
el CS y la CR (S-R), por lo que luego del mismo, la estimulacién con el CS hace que se ejecute la CR. Es
importante destacar que en este caso la respuesta se vuelve independiente de la via del US. En cambio, bajo el
modelo “S-S”, es la via del US la que esta conectada directamente con la respuesta. A partir del entrenamiento,
se genera una conexion entre la representacion del CS y la del US (S-S). A partir de entonces, la estimulacion
con el CS activa la del US la que a su vez activa la respuesta. Lo que debemos destacar en este Ultimo caso es
que para que se produzca la CR debe activarse la via del US. Los resultados obtenidos en grillos se explicarian
en base al modelo “S-S”, por lo que la presentacidn del CS lleva a la CR por medio de activar internamente la
via del US, la cual involucra DA o OA. Esto explica los casos en que bloqueo de la transmisién DAérgico u
OAérgica impida la evocacién de la memoria respectiva. Bajo el modelo “S-R”, la asociacion se produce entre
el CSy la CR, por lo cual para que se produzca la respuesta no es necesaria que estén presentes las aminas que
sefializan al US. Este ultimo es el modelo bajo el cual se han explicado resultados obtenidos en cangrejos
respecto del rol de la OA en la evocacidon de la memoria apetitiva (Kaczer et al., 2011). Los resultados
presentados en este trabajo referidos a que la DA no interfiera con la memoria apetitiva en cangrejos y abejas,

también coinciden con esta ultima interpretacion.

En la seccién de resultados comenté que una posibilidad por la cual la DA podria afectar la formacion
de la memoria de largo es disminuir el valor del refuerzo positivo. De esta forma, los animales recibirian un
refuerzo menor, lo que generaria una memoria de mas corto término. A favor de esta hipétesis podemos citar
un trabajo realizado en abejas, en el que se ve que la DA afecta la responsividad de los animales (Scheiner et
al., 2002). Sin embargo, como mencioné anteriormente, es importante que nuestros experimentos fueron
llevados a cabo con una solucién muy concentrada de sacarosa (2M), que es equivalente a la concentracion
mayor usada en el trabajo de Scheiner, y que la modulacién por DA se vio sobre las concentraciones mas bajas.
No obstante, si bien nuestros animales responden positivamente al azlcar, podrian estar percibiendo una
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menor concentracidn, que resultaria en una recompensa menos atractiva, que hace que los animales no
muestren diferencias en la cantidad de solucién ingerida cuando son inyectados con DA, pero que solamente
generaria una memoria de corto plazo. Para contrastar esta hipotesis se podria hacer un experimento de
imaging de calcio, en el que se vea la sefial que evoca la solucién azucarada en el cerebro de los animales en
ausencia o presencia de la DA, bajo un protocolo similar al utilizado anteriormente (Rath et al.,, 2011). Se
espera que si la DA disminuye el valor heddnico del azucar, entonces que las seiales evocadas en presencia de

DA sean menores que las evocadas en una situacion control.

En cuanto a los experimentos realizados con dos entrenamientos en simultaneo, resulta muy
interesante que se formen dos memorias en paralelo, no viéndose afectada la formacion de las mismas. Esta
independencia a la hora de la formacion de amabas trazas resulta semejante a un trabajo reciente publicado en
Drosophila, en el que se analiza la capacidad de distintas cepas de moscas para generar una memoria de alivio
(que es considerada apetitiva) y una aversiva. Si bien hay que tener en cuenta que no se trata de
entrenamientos simultdneos, sino que trabajan con grupos distintos de moscas, es interesante ver que, al igual
gue en el caso de Neohelice, no existe correlacion alguna entre la capacidad de generar ambas memorias
(Appel et al., 2016). No obstante, en el momento de la evocacion, las mismas compiten por el control del
comportamiento. En esta competencia influyen agentes externos, como es la fuerza de los estimulos durante el
entrenamiento, que determinara la persistencia de la memoria, pero también agentes internos, como es el
estado motivacional de los animales. Recientemente ha surgido una gran cantidad de trabajos en Drosophila
enfocados en este tema, que describen con gran precisién la conexién entre los circuitos apetitivos y aversivos
(Cohn et al., 2015; Hige et al., 2015; Lewis et al., 2015; Owald et al., 2015), revisados en (Owald and Waddell,
2015). Asi como en trabajos anteriores se habia descripto la parte del circuito que llevaba la sefial del US a los
MB, en la que las neuronas PPL1 llevaban la informacidn aversiva y las PAM la informacién apetitiva, en este
caso se enfocan en otro grupo de neuronas, las mushroom bodies output neurons (MBON). Se observa que,
luego del aprendizaje, dependiendo de la valencia del mismo se ven potenciados o deprimidos distintos tipos
neuronales. Lo que resulta sumamente interesante es que las mismas neuronas son modificas
bidireccionalmente dependiendo del entrenamiento recibido (Bouzaiane et al., 2015; Owald et al., 2015). Estos
trabajos dan cuenta entonces del sitio en donde se podria producir la integracidn entre las memorias apetitivas
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y aversivas. Serd un desafio de los proximos afios entender mas sobre estos circuitos, y llevar este
conocimiento a otras especies.

El hecho de que los aprendizajes opuestos no se suprimen durante el aprendizaje o durante la
consolidacion sino que se estabilizan como memorias independientes que compiten durante la evocacién a
memoria representa una ventaja adaptativa para los animales, ya que de esa manera cuentan con mayor
cantidad de informacidn y alternativas al momento de la toma de decisiones. Supongamos que un animal en
busca de comida se topa con este estimulo compuesto, como sucede en el caso de la mosca. Es adaptativo que
en primera instancia lo rechace, ya que las sustancias amargas estan asociadas a sustancias tdxicas. Sin
embargo, ante la imposibilidad de encontrar una mejor fuente de alimento, a medida que pasa el tiempo al
animal le convendria volver a esa fuente, ya que tiene un componente dulce, normalmente asociado a
sustancias con un valor energético. No obstante, solo es conveniente formar una memoria de largo término en
el caso de que ese estimulo realmente tenga ese valor para los animales. Obviamente, como mencioné antes,
todas estas decisiones se ven moduladas por el estado interno de los animales. Asi es como vemos en
cangrejos que a partir de una situacidén en la que se expresaria solamente una memoria apetitiva se expresa en
cambio una memoria aversiva si es que los animales no estan lo suficientemente hambreados.

Estos ejemplos nos muestran como los animales pueden formar distintas asociaciones a partir de una
misma experiencia y como en base a su estado de motivacién y a la interaccion entre las memorias formadas
entre si es que los animales pueden generar comportamientos coherentes y adaptativos que les permitan
sobrevivir.

Para terminar, me gustaria presentar una serie de modelos que explican los resultados mostrados en

este trabajo.

108



Discusion

DA == ) @m (= oA

<CON50LI DACION

SALIDA
COMPORTAMENTAL

Modelo 1. Durante una experiencia mixta, el animal recibe estimulos positivos y negativos al mismo tiempo. A
partir del balance de los mismos, los animales pueden o no formar una memoria. Es importante destacar que el
destino de la memoria se establece en el momento del aprendizaje. Este modelo seria compatible con los
resultados obtenidos en la seccidon 1 de resultados, a partir de los ensayos farmacoldgicos en abejas y

cangrejos.
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Modelo 2. Durante una experiencia mixta, el animal recibe estimulos positivos y negativos al mismo tiempo. A
partir de estos, se forman dos memorias en paralelo, que pasan por un proceso de consolidacidon. Al momento
en el que se evocan estas memorias se produce un balance entre las mismas, teniendo en cuenta también el
estado motivacional del animal. A partir de dicho balance es que se produce la expresiéon de una, dos, o
ninguna memoria. Este modelo es compatible con los resultados obtenidos en la secciéon 2 de resultados, a

partir de un entrenamiento mixto en cangrejos y moscas.
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Modelo 3. Este modelo integra los dos anteriores y es compatible con todos los resultados presentados hasta
aqui. Mediante el mismo proponemos que los animales reciben distintos estimulos, cuyas senales podrian
interactuar al momento de la experiencia modulando mutuamente su fuerza relativa. Luego de la experiencia
se forman dos memorias en paralelo que se consolidan de forma independiente. Al momento de la evocacion,
a partir del balance de las mismas, y teniendo en cuenta el estado motivacional de los animales se produce un

determinado comportamiento.

De esta forma, vemos que las experiencias se almacenan a partir de la recoleccién de sus partes por
separado, lo que es de gran valor adaptativo para los animales, ya que de esta manera maximizan la

informacion almacenada, y la misma estd disponible al momento de tomar una decision.
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