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RESUMEN

Plasticidad neuronal relacionada con persistencia y expresion de la memoria
en centros de alta integracion de un crustaceo

Se ha propuesto que los sistemas moduladores de la memoria definen, ademas de su
persistencia, la probabilidad de expresién que la memoria va a tener en el largo término. Asi,
en el paradigma de memoria del cangrejo Neohelice granulata se determinaron tratamientos
con efectos experimentales amnésicos que afectan la memoria a nivel de a) la expresiéon de
la memoria de largo término y b) su persistencia. Esta Tesis se enfoc6 en él estudi6 de la
plasticidad en neuropilos de integracion multimodal del protocerebro lateral propuestos como
participantes en procesos mnésicos de integracion en crustaceos.

A diferencia de un abordaje tradicional donde se evallla memoria como sinénimo de
cambios en el comportamiento (i.e., expresion), aqui se estudié la accion de agentes y
tratamientos moduladores de la persistencia y/o la expresion de la memoria y se interpretd la
plasticidad del neuropilo médula terminal por imagenes de calcio in vivo a la luz de los
efectos observados en el comportamiento. Los resultados sugieren que cambios en las
sefiales de calcio en la médula terminal representan el desarrollo de un componente de la
memoria relacionado con su potencial de ser reactivada (i.e., su persistencia) pero no con su
expresion en el largo término. Estos resultados constituyen evidencia fisiolégica en favor de
la hipotesis de que la persistencia de la memoria y su probabilidad de expresarse podrian
implicar diferentes componentes en los procesos de memoria.

El hipocampo de vertebrados y los cuerpos pedunculados (mushroom bodies) de
insectos son estructuras claves en procesos de memoria y asociacién de elementos dentro
de un marco contextual. Los cuerpos hemielipsoides son estructuras de crustaceos
histéricamente propuestas como homoélogas a los cuerpos pedunculados de insectos
basados en analisis estructurales y neuroanatémicos. Sin embargo, no existia evidencia
funcional de un papel de esta estructura en procesos de memoria. En esta Tesis, resultados
neuroanatémicos e inmunohistoquimicos revelaron en el cangrejo N. granulata, cuerpos
hemielipsoides que remiten a la estructura de los cuerpos pedunculados sin calices
observados en algunas especies de insectos. Los cuerpos hemielipsoides similar a los
cuerpos pedunculados, muestran cambios en la actividad neuronal correlacionados con una
memoria contexto-especifica. Estos resultados estan de acuerdo con la funciéon propuesta
histéricamente para los cuerpos hemielipsoides, apoyando asi la hipétesis de un origen
comun de los centros de memoria de alto orden en animales bilaterales.
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ABSTRACT

Neuronal plasticity related with memory persistence and expression in high

order memory centers of a crustacean

It has been proposed that the modulatory systems of memory define, besides memory
persistence, the probability of its behavioral expression in the long term. In the memory
paradigm developed with the crab Neohelice granulata, there have been determined
treatments for experimental amnesias that interfere memory at a level of a) its expression in
the long term and b) its persistence. This thesis focused on the study of plasticity in
neuropiles of multimodal integration of the lateral protocerebrum proposed as participants in
integrative mnesic processes in crustaceans.

Unlike a traditional approach where memory is evaluated as a synonym of changes in
behavior (i.e., expression), the action of modulating agents and treatments of persistence
and/or memory expression was studied and the plasticity of the neuropile medulla terminal
was interpreted by in vivo calcium imaging in light of the observed effects on behavior. The
results suggest that changes in the calcium signals in the medulla terminal represent the
development of a component of memory related to its potential to be reactivated (i.e., its
persistence) but not with its expression in the long term. These results constitute
physiological evidence in favor of the hypothesis that the persistence of memory and its
probability of expressing itself in behavior could imply different components in memory
processes.

The hippocampus of vertebrates and the corpora pedunculata (mushroom bodies) of
insects are key structures in processes of memory and association of elements within a
contextual framework. The hemiellipsoid bodies are structures of crustaceans historically
proposed as homologous to the corpora pedunculata of insects based on structural and
neuroanatomical analyzes. However, there was no functional evidence of a role for this
structure in memory processes. In this Thesis, neuroanatomical and immunohistochemical
results revealed, in the crab N. granulata, hemiellipsoid bodies that resemble the structure of
the corpora pedunculata without calices observed in some insect species. The hemiellipsoid
bodies, similar to the corpora pedunculata, show changes in neuronal activity correlated with
a context-specific memory. These results are in agreement with the function historically
proposed for the hemiellipsoid bodies, thus supporting the hypothesis of a common origin of
high-order memory centers in bilateral animals.

Keywords

memory - persistence - crustacean - Neohelice granulata - calcium imaging - medulla terminal
- hemiellipsoid bodies
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Capitulo 1 Introduccion



Introduccién - Memoria

En esta Tesis se estudiaron procesos de memoria utilizando el paradigma
comportamental desarrollado en el cangrejo Neohelice granulata. Asi, se utilizaron
aproximaciones experimentales que permitieran aportar evidencia fisiologica que apoye la
visibn de que la persistencia de la memoria y su expresion comportamental son dos
componentes diferentes. Ademas, se exploraron, tanto en su morfologia como en su
plasticidad, areas del sistema nervioso central del cangrejo (cuerpos hemielipsoides) que han
sido histéricamente propuestas con un origen evolutivo comun con areas de alta integracion
de otros invertebrados (mushroom bodies de insectos) durante procesos de memoria. En
este capitulo introductorio se desarrollan tanto conceptos generales sobre los procesos y
dinamicas de la memoria como también descripciones particulares del paradigma de
memoria en el cangrejo N. granulata. Se incluyen también referencias y descripciones de
sistemas nerviosos de invertebrados y crustaceos que seran Utiles para la compresion de los

resultados y discusiones.

1.1 Memoria

La definicibn de memoria aqui presentada serd una conjuncién de los conceptos
provenientes desde dos aproximaciones experimentales empleadas para su estudio: la
comportamental y la neurobiolégica. En esta Tesis se tendran especialmente en cuenta las

consideraciones expuestas en (Dudai 1992).

Por un lado, desde el punto de vista comportamental la memoria se infiere a partir de
la manifestacién de cambios en el comportamiento como consecuencia de una experiencia.
Este nivel corresponde al estudio de la totalidad del organismo, infiriendo propiedades de la
memoria a partir de la relacion de este con el medio, su historia previa y la cuantificacion de
algun comportamiento determinado. Se hace aqui la salvedad de que se debe diferenciar a
los cambios observados en el comportamiento consecuencia de una memoria de aquellos
gue no lo son y que pueden deberse a otros procesos biol6gicos, como por ejemplo
programas rigidos de desarrollo, distintos estados hormonales, fatiga, enfermedades,
intoxicacion, etcétera (Dudai 1992; Dudai 2007). Se ha sefialado también, que la memoria
puede manifestarse como cambios latentes en el comportamiento y, por lo tanto, la falta de
un desempefio esperado durante un testeo particular no deberia ser un atributo determinante
de la ausencia de una memoria. Algunas de este tipo de definiciones suelen hacer, por lo
tanto, referencia a la potencial toma del control del comportamiento; la memoria se
manifiesta como un cambio latente en el comportamiento. Como se vera mas adelante, esta

caracteristica sera importante en el desarrollo de esta Tesis.
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Por otro lado, la neurobiologia de la memoria se focaliza en el estudio de los
substratos neuronales de la memoria, abarcando los niveles de sistemas, células y
moléculas con el fin de comprender cuales son los fendmenos fisioldgicos relacionados con
los procesos de memoria. Por ejemplo, en el nivel celular-molecular se investigan los
mecanismos implicados en la plasticidad neuronal (Markram, Gerstner et al. 2011), mientras
gue en el nivel sistémico, se estudian tanto los circuitos neuronales implicados en el proceso
mnésico como las interacciones entre diferentes areas del sistema nervioso durante las
diversas fases de la memoria. Desde este punto de vista, la memoria puede definirse como
la retencién en el tiempo de representaciones internas que son consecuencias de una
experiencia. Por representaciones internas, se entiende versiones del “mundo” (el medio
externo e interno del organismo, en este caso el sistema nervioso) codificadas en substratos
neuronales (Dudai 1989). En la siguiente seccion se hard una descripcion més detallada de

este concepto.

La memoria sera entonces conceptualizada aqui como el conjunto de procesos que
generan y mantienen en el tiempo cambios en el ‘conocimiento’ como consecuencia de una
experiencia, en informacion codificada neuronalmente como representaciones internas, que

puede potencialmente inducir cambios en el comportamiento (Dudai 1992; Dudai 2002).

1.2 Las trazas de la memoria, el engrama, las representaciones internas

Los términos trazas de la memoria, engrama y representaciones internas son
histéricamente utilizados para referirse a la memoria, muchas veces considerados como
términos intercambiables y que generalmente, aunque no necesariamente, estan vinculados

a un substrato fisico. Sin embargo, existen algunas diferencias entre estos términos.

Segun Aristételes, la memoria hace referencia al pasado. ¢ Cémo es posible que algo
que no esta presente, lo recordado, pueda ser “conocido” por algo que esta en el presente, el
recuerdo? La memoria requiere de tres momentos: un tiempo 1 en que ocurre lo que sera
recordado; un tiempo 2 posterior al tiempo 1 que es el momento de recordar y un tiempo 3
gue es el intervalo entre ellos. EIl momento de recordar ocurre en el tiempo 2 y es causa de lo
ocurrido en el tiempo 1. Esta causalidad impone una necesidad, el efecto no puede estar
aislado de su causa, es necesaria una conexion entre ambos. De esta premisa, Aristoteles
infirié la existencia de un eikon (imagen o copia) de un evento u objeto percibido (Sorabji

I7

2006; De Brigard 2014). De acuerdo con la visibn de Aristoteles entonces, “...recordar
consiste en traer a la mente una representacion preservada que es tanto una copia de, y
causada por, una percepcion previa de un objeto o un evento pasado” (Trad. del Autor, (De

Brigard 2014)) (Annas 1992; De Brigard 2014). La intencion aqui no es abordar las ideas de
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AristOteles sobre la memoria y percepcion, pero si sefalar lo antiguo del problema y del
concepto de trazas de la memoria, que incluso ha sido previamente expuesto por Platon a
través de la influyente metafora que compara a los trazos que dejan las experiencias con
sellos dejando sus impresiones en tablas de cera (Danziger 2008). La vision de Aristoteles
sobre las trazas de memoria ha sido interpretada como de representacion directa, por el
hecho de que las trazas contienen la informacion de los eventos pasados propiamente
dichos. Una vision alternativa es la vision de representacion reconstructivista, en donde las
trazas contienen informacion sobre el contenido intencional de la experiencia pasada. Esta
informacién es la que luego, durante el proceso de recuperacion, sera utilizada para
reconstruir el evento pasado de manera idéntica en el caso de tener una vision de
reconstruccion invariante, 0 una reconstruccion variante en contenido con respecto a la
experiencia original (para una discusion sobre las visiones re/constructivistas ver (De Brigard
2014)).

El término engrama fue introducido por Richard Semon y hace referencia a los

“

substratos fisicos de la memoria. Segun Semon, el engrama “..es la modificacion
permanente, aunque latente, en la sustancia irritable producida por un estimulo...” (1921)
(Trad. del Autor, referencia citada en (Schacter, Eich et al. 1978)). A pesar de no realizar
especulaciones sobre la naturaleza especifica de los engramas, Semon propuso que los
engramas tendrian sustento en procesos fisico quimicos en el cerebro, una idea que no era
nueva (Markram, Gerstner et al. 2011) pero que se contraponia a la vision de la memoria con
base en representaciones no fisicas sino psiquicas, visién presente en los primeros afios del
siglo XX (Schacter, Eich et al. 1978). Semon también introdujo un concepto relacionado con

“

el caracter dinamico del engrama. Este es el concepto de ecforia, definido como “..las
influencias que despiertan la traza mnésica o engrama de su estado latente a uno de
actividad manifiesta...” (Trad. del Autor, referencia citada en (Schacter, Eich et al. 1978)).
Estas “influencias” no necesariamente deben tener una correspondencia total con el estimulo
original, de manera que un engrama puede pasar de su estado latente a un estado activo
con la presencia de un recordatorio parcial o incompleto. En este sentido se ha propuesto un
proceso constructivo de la memoria durante su activacion, es decir, las condiciones que
activan un engrama interaccionan sinérgicamente con el mismo (ecforia sinérgica) (Tulving
1983). Es la informacion generada por la accién sinérgica condiciones-engrama durante la
ecforia la que luego es convertida en una experiencia mental y/o en una acciéon
comportamental, a través de un proceso que Tulving denomind “conversién” (conversion
processes). De manera que, durante la recuperacion de la memoria, ocurririan al menos dos

procesos, ecforia y conversion.
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Aqui se hard referencia a las trazas de memoria tomando algunos elementos
considerados para representacion enunciados en (Bechtel 2001). Sin embargo,
representacion interna, sera considerada desde una visidbn méas proxima a la propuesta en
(Grush 1997) (ver mas adelante). Una traza se caracteriza por poseer un estado
informacional. Por ejemplo, imaginemos una traza generada por una fuente de calor sobre la
piel; su estado informacional podria hacer referencia a la cantidad de calor. Dado que la
traza es un efecto causal, y el efecto de una causa contiene informacion de la causa que lo
produjo, debe existir otra caracteristica que diferencie a las trazas de cualquier efecto causal
(esta observacion de (Millikan 1984) es referenciada en (Bechtel 2001)). Como se ha
propuesto, esta caracteristica es que el sistema debe estar disefiado para usar ese estado

informacional de un evento pasado lo que lo convierte en traza de la memoria.

Las representaciones internas, a diferencia de la trazas de memorias, tienen la
propiedad de ser emuladores (Grush 1997). Es decir, las representaciones son modelos
implementados en el sistema nervioso que se usan para reemplazar cosas que no estan
presentes fisica o temporalmente y deben ser diferenciadas de otros fenémenos que pueden
considerarse presentaciones (como el ingreso de la informacion sensorial). Las
presentaciones, por lo tanto, proveen al sistema con informacién del estado actual de las
cosas. A diferencia de la presentacién, una representacion puede usarse para generar
informacion contra factica. La representacion es, entonces, "...un modelo del objetivo que es
usado off-line para probar posibles acciones, de manera que sus consecuencias mas
probables pueden ser evaluadas sin llevar a cabo esas acciones ni sufrir sus consecuencias"
(Trad. del Autor, (Grush 1997), pagina 7). Por lo tanto, las representaciones permiten la
generacion de expectativas de acuerdo a experiencias previas. Permiten predecir un futuro
posible (posiblemente el méas probable de acuerdo a la experiencia). O de otra manera, la
representacion permite al sistema tener informacion de un evento en ausencia del mismo.
Este sistema puede ser puesto en juego por eventos presentacionales pero las
consecuencias del accionar comportamental sobre el mundo pueden ser emuladas por la
representacion. Esta vision de representacion es similar a la idea de los mapas cognitivos
(Tolman 1948). Los mapas cognitivos, cuyo substrato fisico ha sido propuesto en el
hipocampo en vertebrados, son una metafora de una estrategia de organizaciéon cuya
esencia es la relacién grafica entre nodos (Lisman, Buzsaki et al. 2017). Se ha definido al

“

mapa cognitivo como “...una representacion interna de la estructura de un espacio,

capturando que entidades existen en ese espacio, donde estan estas entidades localizadas
en relacion a otras entidades y como estas entidades interactian durante un evento.”
(Traduccion del Autor, (Lisman, Buzséki et al. 2017), Box 1). Si bien fueron muchas veces

ejemplificados con procesos relacionados a la navegacién espacial, es interesante notar que
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los mapas cognitivos son un concepto que puede ser generalizado hacia dominios no
espaciales de la memoria, a la estructura de las representaciones en la memoria en general
(Eichenbaum 2017). Asi, se ha propuesto que las representaciones hipocampales de tiempo
y espacio pueden ser ejemplos particulares de un sistema que procesa eventos 0 elementos
adyacentes en las dimensiones continuas de las experiencias u otros espacios cognitivos
(Lisman, Buzséki et al. 2017). En un ejemplo brindado por el mismo Tolman sobre el
concepto de mapas cognitivos (Tolman 1948), aqui considerado equivalente a
representacion interna, una rata entrenada en un laberinto en T que contiene comida en uno
de las ramas y bebida en la otra visitar4 durante un entrenamiento ambas ramas de manera
equitativa. Sin embargo, una rata entrenada y hambreada, explorara mas probablemente la
rama del laberinto conteniendo comida si es expuesta al laberinto (Tolman 1948). Como este
comportamiento se revela en el caso del que el animal este hambreado, se lo describié como
un caso de aprendizaje latente (es decir, la memoria se vera reflejada en el comportamiento
si se presentan ciertas condiciones). Es posible pensar, entonces, que la rata ha creado una
representacion del laberinto y que, frente a exponerse a él, el sistema genere una
expectativa de que ocurrira si se visita una u otra rama del laberinto. Para podar optar por
una de las dos opciones, la representacion es capaz de emular el futuro mas probable de
acuerdo a que rama del laberinto se visite, y es esa comparacion entre opciones la que
inclina el equilibrio probabilistico (en referencia a la cantidad de visitas de cada rama durante
el entrenamiento) hacia la rama que le permita en ese caso alimentarse (y viceversa para el

caso de estar sedienta).

1.3 Fases de la memoria

En los procesos de memoria, la informaciéon que surge como consecuencia de una
experiencia puede ser estudiada tedrica y experimentalmente durante diferentes estados o
fases (Dudai 2002). Entre estas fases de la memoria pueden mencionarse: la adquisicion, la

consolidacion, la recuperacion o reactivacion y la reconsolidacion.

La adquisicion, o aprendizaje, es la fase inicial en la formacion de la memoria durante
la cual la nueva informacién tanto externa como interna es traducida al nivel biolégico en el
sistema nervioso central. Esta fase puede entenderse como concluida en el momento de

finalizacién de la experiencia en cuestion.

Las memorias que perduran no concluyen su formaciébn en el momento de la
experiencia junto con su adquisicion. La evidencia sugiere que la experiencia inicia procesos
neuronales que persisten e inducen, durante un tiempo, la consolidacién de la memoria

(McGaugh 2000; McGaugh 2013). Esta fase de consolidacion se extiende en el tiempo luego
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de la fase de adquisicion, siendo su inicio mas dificil de determinar, posiblemente iniciAndose
en simultaneo con la adquisicién o tal vez al finalizar esta, con todos los matices intermedios.
Se ha propuesto que durante estas fases convivirian diferentes trazas de memoria, aquellas
gue sustentan la memoria inmediata, otras que sustentan la memoria de corto término (que
se desarrollan en segundos o0 minutos y persisten por algunas horas), y aquellas que se
consolidan de manera lenta y persisten en el largo término (McGaugh 1966). Cudl es la
naturaleza y la relacion entre estas trazas de memoria puede tener diferentes
interpretaciones. Se ha propuesto, por ejemplo, la existencia de una “traza dual de la
memoria”: la memoria tiene su base, en un principio, en la reverberacion de los circuitos
neuronales y luego, en el largo término, en los cambios sinapticos inducidos por esa
reverberacion (Hebb 1949). La consolidacién, entonces, se infiere por los efectos de
manipulaciones que previenen la generacion de, o la conversién hacia, una traza persistente

en el largo término.

En la consolidacién, la informacion adquirida pasa a almacenarse de una forma
estable. Esta fase puede entenderse como los procesos de estabilizacion de la memoria en
distintos niveles de organizacién cerebral y por la cual la memoria puede persistir en el largo
término. Asi, se ha propuesto que en esta ventana temporal luego de la experiencia existe la
posibilidad de que la fuerza de la memoria sea regulada por las condiciones luego del
aprendizaje. Operacionalmente, es posible definir a la consolidacibn como la ventana
temporal durante la cual la formacién de una memoria recién adquirida puede ser bloqueada
por inhibidores de la sintesis de proteinas o de ARNm, electrochoques u otro tipo de drogas
0 intervenciones. Es asi como el estudio de diferentes protocolos de amnesias
experimentales (Nader y Wang 2006) han logrado avances significativos en la forma de
entender el proceso de consolidacion y los mecanismos involucrados en el mismo, marcando
una estrategia para estudiar el funcionamiento de la memoria mediante su interferencia. Es
relevante notar aqui que los estudios sobre la modulacién positiva de la memoria durante la
consolidacién por diversos agentes o eventos facilitadores fueron elementos centrales para
la aceptacion de este proceso como una fase mas de los procesos de memoria (McGaugh
1966; McGaugh 2000; McGaugh 2013).

La recuperacion (aqui también llamada reactivacion) es la fase de la memoria donde
las representaciones internas de la memoria son accedidas, seleccionadas, activadas y/o
reconstruidas (Dudai 2002). Aqui, la recuperacion serd considerada equivalente al proceso
de ecforia anteriormente introducido. Se corresponde con el tiempo 2 dentro del concepto de
memoria por lo que estudiar la memoria es, finalmente, estudiar la recuperacion ya que es el
evento que permite definir un cambio respecto al tiempo 1 donde ocurre el aprendizaje. El

éxito de la recuperacidbn depende en gran parte de las claves presentes, claves que
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comparten o disparan indirectamente la activacion de esas trazas. Estas claves pueden ser
tanto externas como internas y auto generadas. Se ha propuesto que la recuperacion es mas
efectiva (o0 incluso que ocurre solo si) si se presenta gran coincidencia con las claves
presentes al momento del aprendizaje (Tulving 1983). La recuperacion puede considerarse
un proceso constructivo y reconstructivo. Es constructivo porque la representacion interna
gue guia el comportamiento durante el acto de recuperacion es el resultado de la interaccion
entre el engrama y los estimulos que inducen la reactivacion del mismo (ecforia sinérgica);
de esta manera un mismo engrama puede dar lugar a muchas representaciones internas
(Loftus y Palmer 1974; Tulving 1983). Por otro lado, es un proceso reconstructivo dado que
la recuperacién implica la generacion de una representacion interna y por lo tanto consiste en
un estimulo comportamental capaz de re-codificarse en un engrama diferente (Loftus vy
Palmer 1974). Es durante la recuperacion que la informacién podria ser actualizada, bien
porque se actualizan las trazas intrinsecas de una representacion o bien porque se generan

nuevas representaciones que interaccionan con las ya existentes.

Similar a la fase de consolidacion luego de la adquisicién, la reconsolidacion es la
fase que puede seguir a la recuperacién de la memoria y por la que los cambios ocurridos en
las trazas durante la recuperacion persistiran en el tiempo. En la reconsolidacion las trazas
de la memoria se encuentran en un estado activo labil, por lo que esta fase abre una nueva
posibilidad de modulacion de la memoria una vez concluida la fase de consolidacion (Alberini
2007; Nader y Einarsson 2010; Coccoz, Maldonado et al. 2011; Dudai 2012; Coccoz,
Sandoval et al. 2013; Pedreira 2013).

1.4 La consolidacion y la modulacion de la “fuerza” de la memoria

La posibilidad de intervenir sobre los procesos de consolidacion develé un posible
mecanismo de una de las caracteristicas esenciales de los sistemas de memoria, la
determinacion de qué eventos seran consolidados y recordados y cuales no. ¢ Cudles son las
experiencias que seran conservadas en el largo término? ¢ Existe un factor selectivo para las

experiencias evolutivamente relevantes?

La Fisiologia ha construido un marco tedrico sobre el que se basaron muchas
investigaciones acerca de los mecanismos moleculares y sistémicos que subyacen a los
procesos de memoria. Esta es la llamada Teoria de la modulacion enddgena de la
consolidaciéon de la memoria, en la que se postula que durante la consolidacion los procesos
enddgenos activados por una experiencia modulan el almacenado de la memoria de largo
término. La idea de modulacion de la memoria estd basada en que los mecanismos

inherentes a la formacion de nuevas memorias de largo término han conservado
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evolutivamente la capacidad de ser modulados por eventos tales como la emocion, estados
de alerta, recompensas, etc. Asi, las respuestas fisiolégicas juegan un rol central en los
procesos cerebrales implicados en determinar, de entre todas las experiencias, aquellas que
formaran memorias de largo término (Gold, van Buskirk et al. 1975; Gold 2008; McGaugh y
Roozendaal 2009). La base empirica de esta Teoria (McGaugh y Roozendaal 2009) han sido
los tratamientos administrados post-entrenamiento durante la fase de consolidacién (cuando
las memorias son labiles, es decir, sensibles a ser interferidas de manera positiva o negativa)
que pueden modular (aumentar o disminuir) la “fuerza” de la memoria (McGaugh 2000). La
existencia de sistemas extrinsecos e intrinsecos a los procesos de memoria subyace a esta
Teoria (Krasne y Wine 1975; Davis y Squire 1984; Edwards, Yeh et al. 2002; Sutton, Bagnall
et al. 2004; Squire 2006) y es una manera teorica de dividir procesos participantes en la
formacion de memorias de largo término. En esta vision, el sistema intrinseco esta
compuesto por los elementos celulares (canales i6nicos, receptores, etc.) y circuitales
directamente involucrados en la formacion y mantenimiento de las trazas mnésicas. El
referido como sistema extrinseco comprende mecanismos capaces de modular positiva o
negativamente al sistema intrinseco, consistiendo en vias que influencian la construccién de
los trazos mnésicos mediante la liberacion de neurotransmisores y neuromoduladores
(Krasne y Wine 1975; Edwards, Yeh et al. 2002; Gold 2008). Un protocolo de entrenamiento
débil es aquel entrenamiento que, a diferencia de un entrenamiento convencional o fuerte, no
genera una memoria que pueda ser revelada durante un testeo convencional del paradigma;
la fuerza de la memoria no fue suficiente como para recuperarse en esas condiciones. Bajo
esta perspectiva numerosas aproximaciones experimentales emplean el uso de protocolos
de entrenamiento débil junto a la administracion de agentes u experiencias que modifican al
sistema extrinseco post-entrenamiento, durante la consolidacién de la memoria. Estos
experimentos revelan que la fuerza de la memoria puede ser modulada en esta fase y es otra
de las caracteristicas conservadas a lo largo de la evolucién (Menzel 1999; Gerber y Menzel
2000; McGaugh 2000; Maldonado 2002; Barco, Bailey et al. 2006; Stough, Shobe et al.
2006).

Como se sefiala en (McGaugh 2000) la hipotesis de la consolidacién de la memoria
continua guiando estudios desde que fue propuesta en 1900 por Muller y Pilzecker y fue de
vital importancia el descubrimiento de tratamientos que afectan la memoria aplicados en el
corto término luego de un entrenamiento, es decir sin interferir en las fases de adquisicién ni
recuperacion. Esta hipotesis permitidé evidenciar que la memoria puede ser interferida en el
corto término, pero que la memoria de largo término (consolidada) es estable e insensible a
ser modificada. Sin embargo, el hecho de que memorias consolidadas, una vez evocadas a

través de recordatorios especificos, pueden entrar en una fase labil en la que son
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susceptibles a ser bloqueadas o moduladas positivamente por los mismos tratamientos que
afectan la consolidacion ha sido tempranamente descripto y confirmado por muchos estudios
recientes. A través de numerosos agentes y distintas intervenciones amnésicas, se describid
esta otra ventana temporal donde las memorias pueden ser reactivadas y re-estabilizadas,
denominandola reconsolidacion (Misanin, Miller et al. 1968; Roullet y Sara 1998; McGaugh
2000; Sara 2000; LeDoux 2007; Dudai 2009; Nader y Einarsson 2010; McKenzie y
Eichenbaum 2011). En busqueda de sus roles funcionales, se ha propuesto que durante esta
fase es posible incorporar nueva informacion a una memoria ya consolidada (Alberini 2007;
Hupbach, Gomez et al. 2007; Forcato, Rodriguez et al. 2010; Dudai 2012). Otro de los roles
propuestos es la facilitacion de la memoria durante esta fase por neuromoduladores o
algunos agentes estimulantes y por eventos con relevancia ecolégica (Frenkel, Maldonado et
al. 2005; Tronson y Taylor 2007; Lee 2009; Frenkel, Suarez et al. 2010; Boccia, Blake et al.
2011; Coccoz, Maldonado et al. 2011; Alberini y Chen 2012; Coccoz, Sandoval et al. 2013).
La revisién del concepto de memorias fijas e inalterables luego de la consolidacién también
reabrié interrogantes acerca de las amnesias experimentales (Gold 2006; Nader y Wang
2006; Sara y Hars 2006; Delorenzi, Maza et al. 2014).

1.5 Memoria mas alla de su expresion comportamental

La recuperacion de memorias luego de tratamientos aparentemente amnésicos son el
eje de una permanente discusidn acerca de la naturaleza de los efectos mnésicos de estos
tratamientos (Cahill, McGaugh et al. 2001; Gold 2006; Miller y Matzel 2006; Nader y Wang
2006; Sara y Hars 2006; Frenkel, Suarez et al. 2010; Blake, Boccia et al. 2012; Caffaro,
Suarez et al. 2012). Estas recuperaciones son provocadas por distintas manipulaciones
luego de los tratamientos interferentes (e.g., inhibidores de sintesis de proteinas o
electrochoques) e incluyen, entre otras, el paso del tiempo (recuperaciones espontaneas) y
la re-exposicion a recordatorios especificos (contexto, estimulos condicionados o
incondicionados, etc.). Estas recuperaciones pueden explicar la naturaleza del efecto
amnésico de dos maneras diferentes. Una de ellas se corresponde con un déficit en la
persistencia de memoria (i.e., en la retenciéon en el tiempo de la informacién aprendida
(Roediger, Dudai et al. 2007)), mientras que la explicacion alternativa se corresponde con
una interferencia o ausencia de la formacion (durante la consolidacion) de elementos
necesarios para que el proceso de recuperacion sea efectivo. Estas son las dos
interpretaciones tradicionales de las amnesias experimentales durante la consolidacion, un
déficit en el almacenado o un déficit que impide el proceso de recuperacion de la memoria
(Nader y Wang 2006).

10
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Este nuevo marco conceptual que abrieron los estudios de reconsolidacion alterd
algunos de estas interpretaciones de la naturaleza de las amnesias experimentales (Gold
2006; Nader y Wang 2006; Sara y Hars 2006). Bajo esta vision, estudios de nuestro
laboratorio hallaron evidencias de que existen memorias consolidadas que pueden
recuperarse o reactivarse sin necesidad de ser expresadas (i.e., sin tomar el control del
comportamiento), de manera tal que la potencialidad de reactivarse de una memoria se
extiende mas alla de su expresion comportamental. ¢ Cémo se evidencia que la expresion
comportamental de una memoria consolidada no es necesaria para que ésta pueda
labilizarse y modularse? O de otra manera, ¢Es posible evidenciar la recuperacion de

memorias si éstas no se expresan comportamentalmente?

Una caracteristica clave para abordar este desafio, como se vera mas adelante y a lo
largo de esta Tesis, es que no siempre la recuperaciéon o reactivacion de una memoria inicia
su la labilizacién y reconsolidacién. Una de las condiciones que pueden iniciar este proceso
de labilizacion-reconsolidacion es la inclusién de una sorpresa (Rescorla 1972; Wagner
2016), error de prediccibn o mismatch, entre lo que el animal predice de acuerdo a la
experiencia previa y lo que de hecho ocurre (Pedreira, Perez-Cuesta et al. 2004; Fernandez,
Boccia et al. 2016), condicién también contemplada por modelos clasicos que describen las
dindmicas de aprendizaje asociativo (Rescorla 1972; Wagner 2016). Aunque finalmente la
presencia de la memoria sea evaluada por un cambio en el comportamiento durante una
sesion de evaluacion, el hecho de que este cambio en el comportamiento sea consecuencia
de una modulacién durante una fase de reconsolidacién desencadenada por un evento
sorpresivo, sugiere que las condiciones actuales al momento de la presentacion de claves o
recordatorios de una experiencia son contrastadas por el sistema con predicciones de sus

representaciones internas.

Asi, la evidencia de la modulacion de memorias que no se expresan en el
comportamiento fue fundamental para la hipétesis general del grupo, ya que se constituyé en
la herramienta clave para develar la presencia de memorias que se consideraban ausentes
(Frenkel, Maldonado et al. 2005; Frenkel, Suarez et al. 2010; Delorenzi, Maza et al. 2014).
Este hallazgo ha permitido agregar una aproximacion tedrico-experimental al concepto
histérico de memoria animal: la memoria referida a cambios en el conocimiento, a
informacién codificada neuronalmente como representaciones internas, que puede
potencialmente inducir cambios en el comportamiento (Dudai 1992; Dudai 2002); concepto
dificil de abordar utilizando de manera exclusiva y excluyente una aproximacion operacional
basada en cambios en el comportamiento durante una Unica sesion de evaluacion para
evidenciar la reactivacién de memorias (pero ver por €j. (Riccio, Millin et al. 2006)). Bajo esta

aproximacion es posible, por ejemplo, agregar un nuevo grado de libertad a las

11
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interpretaciones de las amnesias experimentales de déficit en el almacenado o déficit en el
proceso de recuperacion de la memoria. Quizas, algunos efectos amnésicos pueden ser
entendidos como una disminucién en la expresion de memorias que sin embargo pueden ser
re-activadas y reconstruidas por recordatorios especificos, el uso de su informacién
evidenciado a través de la evaluacion de sorpresa y su expresion modulada en el largo
término (Frenkel, Maldonado et al. 2005; Barreiro, Suarez et al. 2013; Coccoz, Sandoval et
al. 2013; Delorenzi, Maza et al. 2014; Maza, Locatelli et al. 2016; Larrosa, Ojea et al. 2017).

La Figura 1.1 resume esta vision. Un experimento para evidenciar la recuperacion de
memorias que no se expresan en el comportamiento consiste de tres sesiones
experimentales. La primera sesién consiste en el entrenamiento o adquisicion de una
memoria. Esta memoria no se expresara en el largo término ya sea porque el entrenamiento
fue débil, porque se intervino la formacién de trazas con algun tratamiento propuesto como
amnésico o por el paso del tiempo. La segunda sesion consiste en la presentacion de algun
recordatorio que potencialmente reactive la memoria, como puede ser la presentacion de
claves presentes durante la adquisicion. La intenciéon de este recordatorio es la de generar
una ventana de reconsolidacién de la memoria (en el caso de que, de hecho, el engrama
este presente) durante la cual se aplique un tratamiento modulador positivo. Durante la
tercera etapa sera necesario un testeo, en donde se evaluara la expresién comportamental
de la memoria. En el caso de resultados positivos, se habra evidenciado que, a pesar de no
expresarse en el comportamiento durante la segunda sesion experimental, el sistema puede
evaluar la condicion de sorpresa. Es decir, una representacion interna desencadenada por
las claves presentes durante el recordatorio es utilizada para generar una prediccion, emular
un futuro probable que luego sera contrastado con lo que de hecho ocurre. Si la prediccién
no se cumple, se inicia un proceso de reconsolidacion durante el cual un tratamiento
modulador puede tener efecto y su expresion comportamental recuperada en posteriores
evaluaciones. Es importante notar aqui que los resultados deben contrastarse con la
presencia de un recordatorio que desencadene un proceso de reconsolidacion (como lo es
un recordatorio que genere una sorpresa o error de prediccion) con otro que no la inicie
(Pedreira, Perez-Cuesta et al. 2004). Luego de esta sesion de recordatorio, se aplica un

tratamiento modulador positivo de la potencial reconsolidacion de la memoria.
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A A

Engrama activable

| Expresion comportamental ‘

Neuromoduladores actuan

Recordatorio . ®
durante la reconsolidacion Tiempo

Existe una sorpresa?
Si
Inicia labilizacién-reconsolidacion

MCT  MLT X

Figura 1.1 Esquema que muestra un modelo para la aproximacion experimental utilizada
para evaluar la recuperaciéon de memorias que no se expresan en el comportamiento. En
blanco se representa la expresion comportamental de la memoria y en gris se representa el
engrama activable. En este esquema, un engrama activable es, de hecho, presente en
memorias aparentemente olvidadas, inducido por un protocolo de entrenamiento débil o
también después de la aplicacion de antagonistas de neuromoduladores luego de protocolos
de entrenamiento fuertes, luego de los cuales no se observa expresion comportamental. Sin
embargo, la memoria puede volver a expresarse si se produce una modulacion positiva
durante un proceso de reconsolidacién. La condicién de sorpresa, error de prediccion o
mismatch durante la sesion de recordatorio es una condicién necesaria para desencadenar
la reconsolidacion, lo que evidencia la recuperacion de las representaciones internas. MCT:
memoria de corto término, MLT: memoria de largo término. (Adaptado de (Delorenzi, Maza et
al. 2014)).

Los estudios de reconsolidacion utilizando esta estrategia permitieron mostrar que la
reactivacion-labilizacibn de memorias consolidadas es independiente de su expresién; efecto
observado en memorias comportamentalmente ausentes debido a, por ejemplo, un
tratamiento con agentes considerados amnésicos (Caffaro, Suarez et al. 2012; Maza,
Locatelli et al. 2016), a entrenamientos débiles que generan memoria en el corto término
pero no en el largo (Frenkel, Maldonado et al. 2005; Frenkel, Suarez et al. 2010) o al paso
del tiempo (Coccoz, Sandoval et al. 2013). Por lo tanto se ha propuesto que durante la
reconsolidacion, asi también como en la consolidacion, los mecanismos conocidos como
moduladores enddgenos de la memoria (McGaugh 2000) podrian también determinar la

probabilidad de expresion en el largo término (Delorenzi, Maza et al. 2014).

Se ha mostrado por ejemplo que las amnesias experimentales inducidas por algunos
tratamientos en cangrejos (escopolamina, saralasina) (Frenkel, Suarez et al. 2010; Caffaro,
Suarez et al. 2012), no implican déficits en la persistencia de la memoria ni déficits en su
capacidad de ser recuperada por las claves contextuales del entrenamiento. Por el contrario,

la estrategia aqui descripta no ha podido revelar recuperaciones de memorias en el caso de
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la accion del inhibidor de sintesis proteica cicloheximida durante la consolidacién (Frenkel,
Maldonado et al. 2005; Frenkel, Suarez et al. 2010). Estos resultados pueden interpretarse
utiizando las visiones clasicas de amnesias experimentales, donde posiblemente el
tratamiento si afecto de hecho la construccion de las trazas impidiendo una futura
recuperacion. Sin embargo, los resultados comportamentales positivos son evidencia de la
presencia de memoria, pero resultados negativos no permiten la conclusién contraria (Nader
y Wang 2006).

Asi como por intervenciones durante la consolidacion de la memoria 0 como
resultado de entrenamientos débiles la memoria puede no expresarse en el largo término, es
posible que la memoria no se exprese debido a las condiciones presentes durante su
evaluacion. Es decir, por modulacion de la fase de recuperacién. En este sentido se ha
mostrado en cangrejos, que la interferencia con un antagonista de los receptores NMDA
(acido 2-Amino-5-fosfonovalerianico, APV) durante la evaluacion de una memoria, resulta en
la falta de expresion de la memoria pero no asi de su recuperacion/reactivacion (Barreiro,
Suarez et al. 2013). En la misma linea, se ha mostrado en humanos que una condicion de
estrés previo a la evaluacién de una memoria, interfiere con la expresién de la misma pero
Nno con su recuperacion, ya que se evidencia que la memoria ingresa en un proceso de
reconsolidacion bajo condiciones de error de prediccién a pesar de no expresarse (Larrosa,
Ojea et al. 2017). Estos resultados, por lo tanto, sugieren que también bajo condiciones
moduladoras que interfieran con la fase de recuperacion, la expresion de la memoria seria un

componente diferenciable del de su reactivacion.

Estos resultados de modulacion de memorias que no se expresan en el
comportamiento abren el panorama de interpretaciones sobre las amnesias experimentales,
agregando a los ya propuestos déficits de almacenamiento/recuperaciébn una nueva

interpretacion, un déficit en la expresion de la memoria.

1.6 Sistemas de memoria conservados evolutivamente

1.6.1 Un origen comun para los centros de memoria de alta integracion

Las habilidades de aprendizaje varian segun las especies dependiendo de las
adaptaciones especificas a las caracteristicas ambientales (Menzel 2007). Sin embargo, y
mas alld de estas adaptaciones, diferentes especies comparten muchos de los mecanismos
basicos involucrados en el aprendizaje y la memoria. Tanto la maquinaria molecular
involucrada en la plasticidad neuronal como la dindmica de los procesos de memoria se
conservan a lo largo de la evolucion (Menzel 1999; Kandel 2001; Barco, Bailey et al. 2006;

Glanzman 2010; Kandel, Dudai et al. 2014). Esta caracteristica es critica para la hipotesis de
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un origen comudn de los centros de memoria de orden superior en animales bilaterales
(Tomer, Denes et al. 2010; Wolff y Strausfeld 2016), centros que desempefian un papel
fundamental en el aprendizaje y la memoria orquestando el procesamiento sensorial de alto
orden dentro de marcos contextuales (McKenzie, Frank et al. 2014; Menzel 2014). La idea de
gue estos centros evolucionaron a partir de la misma estructura en un antepasado comun ha
vuelto a tomar protagonismo después del valioso estudio de Tomer y colaboradores (Tomer,
Denes et al. 2010) que indica homologia profunda (deep homology) (Shubin, Tabin et al.
2009) de los cuerpos hongosos o pedunculados (mushroom bodies) de invertebrados y el
pallium de los vertebrados, remontando el origen de los centros cerebrales superiores a los
tiempos del ancestro bilateral protostomado-deuterostomado. El pallium de los vertebrados y
los mushroom bodies de anélidos tienen tipos de neuronas y una topologia molecular del
cerebro global conservada (Tomer, Denes et al. 2010). Ademas, los mushroom bodies y el
giro dentado del hipocampo comparten la notable capacidad de generar nuevas neuronas
durante la vida adulta (Cayre, Strambi et al. 1996; Gage 2000; Wolff y Strausfeld 2016). En
este contexto, Wolff y Strausfeld (Wolff and Strausfeld 2016) han propuesto reiteradamente
gue las similitudes entre las arquitecturas neuronales y los patrones de expresién proteica
entre el hipocampo de mamifero, los mushroom bodies y los cuerpos hemielipsoides de los

crustaceos son importantes indicadores de correspondencia genealdgica.

Los mushroom bodies son estructuras complejas y pareadas del cerebro anterior de
invertebrados y han sido ampliamente estudiados en insectos (Wolff and Strausfeld 2015).
Desde su descripcibn a mediados de la década de 1850, los mushroom bodies se han
considerado centros cerebrales de orden superior involucrados en procesos de memoria y en

“

las primeras descripciones ya “...los compararon con las circunvoluciones del cerebro
humano e incluso los consideraron asociados con la inteligencia de los hexapodos” (Trad. del
Autor, (Kenyon 1896)). Aunque una serie de estudios muestran que estos centros tienen
funciones asociadas al olfato, los mushroom bodies también estan involucrados en varias
funciones de comportamiento (Strausfeld, Hansen et al. 1998). Por consiguiente, los
mushroom bodies de insectos han sido descritos como una de las estructuras cerebrales
clave para codificar y retener experiencias no solo en instancias olfativas, sino también en
paradigmas de memoria dependientes de espacio y contexto (Strausfeld, Hansen et al. 1998;
Liu, Wolf et al. 1999; Menzel 1999; Mizunami, Yokohari et al. 2004; Strausfeld, Sinakevitch et
al. 2009; Menzel 2014). De manera similar que para el hipocampo en el cerebro de los
vertebrados (McKenzie, Frank et al. 2014), se ha propuesto que los mushroom bodies
participan en la vinculacion de los elementos aprendidos dentro de un marco contextual dado

(Menzel 2014).
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1.6.2 Centros de memoria de alta integracion en crusticeos: los cuerpos
hemielipsoides

En apoyo a la hipétesis de un origen comun para los centros de memoria de orden
superior en animales bilaterales son los estudios que muestran evidencia de homologia
estructural entre los mushroom bodies de insectos y los cuerpos hemielipsoides de
crustaceos (Hanstrém 1925; Wolff y Strausfeld 2015). La concordancia entre varios tipos de
datos, incluyendo topologia, topografia, expresion génica y funciones, son Utiles para apoyar
homologias filogenéticas y/o estructurales en el sistema nervioso central (Campbell y Hodos
1970; Papini 2002; Butler 2009; Wolff y Strausfeld 2016). Las similitudes entre los mushroom
bodies y cuerpos hemielipsoides con respecto a patrones morfoldgicos e inmunorreactivos
(incluyendo la principal subunidad catalitica de la proteina quinasa A y de la
calcio/calmodulina proteina quinasa Il, CaMKII), proteinas involucradas en los procesos de
memoria] son evidencia relevante de la correspondencia geneal6gica de estos centros
cerebrales superiores de artropodos (Wolff, Harzsch et al. 2012; Wolff y Strausfeld 2015).
Ademas, los cuerpos hemielipsoides también generan nuevas neuronas durante la vida
adulta (Sullivan y Beltz 2005; Schmidt 2007). Sobre la base de evidencia sélida sobre la
funcién de los mushroom bodies, el cuerpo hemielipsoide ha sido propuesto en gran medida
como un centro de memoria de alto orden de crustaceos (McKinzie, Benton et al. 2003;
Sandeman, Kenning et al. 2014; Wolff y Strausfeld 2016). Sin embargo, no es conocida
evidencia fisioldgica funcional que sustente esta hipo6tesis. Como se vera mas adelante, uno
de los objetivos de la presente Tesis consiste en obtener evidencia fisiolégica que pueda
apoyar una posible participacion del cuerpo hemielipsoide de crustaceos en procesos de

memoria.

1.7 Breve descripcion del sistema nervioso de crustaceos

El sistema nervioso central de los crustaceos muestra simetria bilateral y puede
dividirse en dos grandes partes segun sus funciones asociadas. Ubicado en la parte anterior
del animal se encuentra un conjunto de ganglios asociado principalmente a percepcion
sensorial y procesos cognitivos mientras que hacia la parte mas posterior puede hallarse el
ganglio toracico, asociado a funciones vegetativas y motoras del animal. A continuacion, se
hace una breve referencia del primero de los conjuntos ganglionares siguiendo la descripcion
realizada por (Sandeman, Sandeman et al. 1992), adoptando una nomenclatura comun para
estructuras homologas en distintos subérdenes de crustaceos e incorporando
consideraciones sobre la homologia con estructuras de insectos (Strausfeld y Nassel 1981;
Harzsch 2002; Sinakevitch, Douglass et al. 2003; Tomsic, Beron de Astrada et al. 2003).
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El cerebro anterior de los crustaceos puede dividirse en tres grandes grupos de
ganglios (de mas posterior a mas anterior): tritocerebro, deutocerebro y protocerebro. Estos
grupos de ganglios, se encuentran distribuidos anatémicamente dentro del cuerpo del animal
en dos secciones, llamadas supraesofagica y 6ptica o peduncular. La Figura 1.2 muestra un
esquema de los ganglios del cerebro en el cangrejo Neohelice granulata en el que se
adelantan conclusiones de esta Tesis con respecto al neuropilo del cuerpo hemielipsoide
(Capitulo 4).

El tritocerebro y deutocerebro se encuentran en la region supraesofagica y contienen
varios neuropilos entre los que es interesante destacar a los I6bulos o neuropilos olfatorios
(Lol). Estos neuropilos se observan como dos estructuras esféricas a ambos lados del
cerebro del animal. Reciben eferentes primarias desde los quimiorreceptores de las
anténulas. Poseen estructuras conicas donde se condensan sinapsis, con los 4pices
ubicados hacia el interior del I6bulo y que se denominan glomérulos olfatorios. Los |6bulos
olfatorios se conectan con centros de procesamiento de segundo orden en el protocerebro
lateral a través del tracto olfatorio glomerular (TOG). Ademas de estos neuropilos también se
encuentran los neuropilos lateral y medio de la anténula (antena 1) (NLA y NMA
respectivamente) y el neuropilo de la antena (antena Il) (NAn), que estan asociados al
procesamiento de informacion proveniente de neuronas aferentes de mecanoreceptores,

estatocistos y quimiorreceptores.

El protocerebro puede subdividirse en protocerebro medio, protocerebro lateral y
ganglios visuales (u Opticos). EI protocerebro medio se encuentra en la region
supraesofdgica y esta compuesto por ganglios que se fusionan hacia la parte dorsal:
neuropilos protocerebral medial anterior y posterior (NPMA, NPMP respectivamente), y el
puente protocerebral (PP) y cuerpo central (Cc), que son dos neuropilos de forma alargada

dispuestos sobre los neuropilos protocerebrales.

Conectados a través del tracto protocerebral (TP) con la regién supraesofagica, se

encuentran en la region oOptica los ganglios visuales y el protocerebro lateral.

Los ganglios visuales se constituyen por tres neuropilos denominados por su
homologia con los neuropilos de insectos, como: lamina (LA, ubicado justo debajo o detras
de la retina), médula (ME, por detras de la lamina), placa lobular (Lp, lobula plate) y lébula
(LO, el mas proximal de los neuropilos del ganglio). La ldmina, médula y I6bula estan unidos
por dos quiasmas perpendiculares entre si y presentan una estructura organizada de manera
gue el espacio visual se ve reflejado en mapas retinotdpicos (Berén De Astrada, Medan et al.
2011). Es decir, cada punto del espacio visual esta relacionado con un punto o regiéon en

cada uno de estos neuropilos.

17



Introduccién - Breve descripcion del sistema nervioso de crustaceos

200 pm P

- Protocerebro - Ganglios visuales AC: arteria cerebral . ME: medula
ANv: nervio de la antena | (anténula) MT: médula t_erm|na|
A,Nv: nervio de la antena Il NAn: neuropilo de la antena

- Protocerebro lateral Cc: complejo central NLA: neuropilo lateral de la anténula
CC: conectivos Circumesofa’gicos NMA: neuropilo medial de la anténula

Protocerebro Medio CH: cuerpo hemielipsoide NPMA: neuropilo protocerebral medial anterior

gs: glandula del seno NPMP: neuropilo protocerebral medial posterior
GO: ganglios 6pticos NT: neuropilo tegumentario

- Deutocerebro GS: ganglio supraesofagico NTNv: nervio del NT
GT: ganglio toracico OMNV: nervio oculomotor

. e OX: 6rgano X

- Tritocerebro LA: lamina .
LO: I6bula PP: puente protocerebral
LOI: 16bulo olfatorio TOG: tracto olfatorio-glomerular

- Cluster de cuerpos neuronales Lp: lobula plate TP: tracto protocerebral

Figura 1.2 Esquema del sistema nervioso de N. granulata. Arriba, vista lateral del cangrejo y
ubicacion relativa de los ganglios opticos (GO), supraesofagicos (GS) y toracicos (GT). A los
laterales se muestran en detalle los GO, desde una vista frontal, sefialada con la flecha.
Abajo se ilustra una vista dorsal de los ganglios y neuropilos ubicados supraesofagicamente.
En gris se muestran clister de somas neuronales. Los neuropilos sefialados en el
protocerebro lateral incluido el cuerpo hemielipsoide adelantan conclusiones de la presente
Tesis (Capitulo 4). D: dorsal, V: ventral, A: anterior, P: posterior, Me: medial, L: lateral.
Adaptado de (Frenkel, Dimant et al. 2010; Maza, Sztarker et al. 2016), esquema cangrejo y
GS adaptado de (Hepp, Tano et al. 2013).

El protocerebro lateral es el ganglio sobre el que se desarrolla la presente Tesis. Esta
compuesto por dos neuropilos principales en cuanto a tamafio y esta asociado al complejo
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del 6rgano X-glandula del seno (células neurosecretorias y O6rgano neurohemal
respectivamente) que se considera analogo al sistema hipotalamo-hipéfisis de vertebrados
(Carlisle y Knowles 1953; Carlisle y Passano 1953; Hanstrém 1953; Fingerman 1997). Uno
de los neuropilos principales del protocerebro lateral es la médula terminal (MT) y sera el
neuropilo sobre el cual se desarrollara parte del Capitulo 3. A diferencia de los ganglios
visuales, la médula terminal no posee una organizacién estructurada, al menos conocida
hasta el momento. El otro neuropilo es el ya mencionado cuerpo hemielipsoide (CH), que se
encuentra ubicado anterior a la médula terminal. En el cangrejo N. granulata la presencia del
cuerpo hemielipsoide ha sido sefialada en algunos trabajos (Sztarker 2006; Frenkel, Dimant
et al. 2010; Hepp, Tano et al. 2013), sin embargo es un objetivo de la presente Tesis la
realizacion de una primera caracterizacion morfolégica y funcional de este neuropilo
(Capitulo 4 y Capitulo 5). El esquema de la Figura 1.2 adelanta parte de los resultados de

esos capitulos.

1.8 Paradigma de memoria contexto-seilal en el cangrejo Neohelice
granulata

1.8.1 Aproximacion experimental

El paradigma de memoria utilizado en N. granulata se basa en la respuesta de
escape del cangrejo provocada por un estimulo visual de peligro (EVP) que se asemeja al
pasaje de un predador aéreo (Tomsic y Romano 2013). Con repetidas presentaciones del
EVP, la respuesta de escape disminuye a lo largo de la presentacién de los ensayos
llegando a ser reemplazada por una respuesta de inmovilidad (freezing) al EVP (Pereyra,
Gonzalez et al. 2000). El cambio en el comportamiento persiste en el largo término hasta al
menos 5 dias (Pedreira, Dimant et al. 1995) y estd mediado por una asociacién entre el
contexto de entrenamiento y el EVP (Tomsic, Pedreira et al. 1998; Tomsic y Romano 2013),
por lo que se lo ha denominado memoria contexto-sefial. Ademas de la memoria contexto-
sefal generada por un protocolo de entrenamiento espaciado (15 o mas ensayos, intervalo
entre ensayos 171 s) se ha descripto también otro tipo de memoria generada por un
entrenamiento masivo (300 ensayos, intervalo entre ensayos 4 s) que induce un aprendizaje
no asociativo y que involucra otros mecanismos (Pedreira, Romano et al. 1998; Hermitte,
Pedreira et al. 1999). Una vez consolidada, la memoria contexto-sefial puede entrar en una
fase de reconsolidacion luego de una reactivacion por exposicion al contexto de
entrenamiento durante 5 minutos (Pedreira, Perez-Cuesta et al. 2002). Una re exposicion
mas extensa abre un proceso de extincion (Pedreira, Perez-Cuesta et al. 2004; Perez-Cuesta
y Maldonado 2009; Hepp, Perez-Cuesta et al. 2010), mientras que la presentacion del EVP
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luego de los 5 minutos de re exposicion impide la labilizacién de la memoria (Pérez-Cuesta,
Hepp et al. 2007; Perez-Cuesta y Maldonado 2009).

1.8.2 Estudio de correlatos neuronales de la memoria

Varios correlatos neuronales de los procesos de memoria en este paradigma han sido
estudiados utilizando enfoques bioquimicos, moleculares y electrofisiolégicos (Romano,
Locatelli et al. 2006; Tomsic y Romano 2013). Algunos de los aspectos estudiados en el
intento de comprender los mecanismos inherentes a la formacion de memorias en N.
granulata incluyen: la participacion de los receptores glutamatérgicos tipo NMDA (Troncoso y
Maldonado 2002), la via de sefalizacion del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y la
proteina quinasa A (PKA) (Romano, Delorenzi et al. 1996; Romano, Locatelli et al. 1996;
Locatelli, Maldonado et al. 2002), la funcién de MAPKs (Feld, Dimant et al. 2005), IKK (Merlo,
Freudenthal et al. 2002), el factor de transcripcion NF-kappaB (Freudenthal, Locatelli et al.
1998; Freudenthal y Romano 2000), el requerimiento de sintesis de novo de proteinas
(Pedreira, Dimant et al. 1995; Pedreira, Dimant et al. 1996; Hermitte, Pedreira et al. 1999) y
eventos con relevancia ecoldgica como la privacién de agua (Frenkel, Maldonado et al. 2005;
Frenkel, Maldonado et al. 2005; Frenkel, Dimant et al. 2010; Frenkel, Suarez et al. 2010),
peleas (Kaczer, Pedetta et al. 2007; Pedetta, Kaczer et al. 2010) o estimulos apetitivos y el
rol de la octopamina (Kaczer y Maldonado 2009; Kaczer, Klappenbach et al. 2011;
Klappenbach, Maldonado et al. 2012).

Durante la fase de consolidacién, la memoria de N. granulata es sensible a
antagonistas de la sintesis proteica, con agentes que interfieren tanto la transcripcién
(cicloheximida) como la traduccién proteica (actinomicina D) (Pedreira, Dimant et al. 1995;
Pedreira, Dimant et al. 1996). La via de la PKA ha mostrado intervenir en la formacion de
esta memoria, utilizando analogos de cAMP tanto inhibidores como facilitadores de PKA
durante el entrenamiento o entre las 4 y 8 h post entrenamiento (Romano, Delorenzi et al.
1996; Romano, Locatelli et al. 1996; Locatelli, Maldonado et al. 2002). Ademas se ha
descripto un correlato entre la formacion de memorias y un aumento de actividad de PKA en
el ganglio supraesofagico (Locatelli y Romano 2005). En este ganglio también se ha
mostrado que la actividad del factor de transcripcion Rel/NF-kappaB tanto nuclear como en
extractos sinaptosomales correlaciona con la generacion de memorias de largo término
(Freudenthal y Romano 2000) luego de entrenamientos con 10 0 mas ensayos, y en dos
ventanas temporales, hasta 3 h luego del entrenamiento y luego de las 6 h (Freudenthal y

Romano 2000) como asi también en la reconsolidacion.

El neuropéptido angiotensina Il tiene importantes efectos en la memoria de N.

granulata. Un tratamiento facilitador de la fase de consolidacion, la recuperacion y

20



Introduccién - Paradigma de memoria contexto-sefal en el cangrejo Neohelice granulata

reconsolidaciéon de la memoria, es la privacion de agua (Frenkel, Freudenthal et al. 2002;
Frenkel, Maldonado et al. 2005; Frenkel, Maldonado et al. 2005). Este tratamiento, ha
mostrado correlacionar con aumento y cambios en la distribuciébn de los niveles de
angiotensina Il y su inhibicién por su antagonista competitivo saralasina revierte sus efectos
facilitadores. La activacion de mencionando factor de transcripcibn Rel/NF-kappaB
posiblemente dependa, entre otras, de la via angiotensina Il, ya que su activacion es

interferida por la accion del antagonista saralasina.

Las proteinas de choque térmico (heat shock proteins, hsp) son proteinas
constitutivas conservadas a lo largo de la evolucion y que intervienen en los procesos de
homeostasis durante eventos de estrés. Son proteinas inducibles por diferentes tipos de
estresores y han sido utilizadas como marcadores de cambios en las actividades metabdlicas
en areas asociadas a procesos mnésicos (Pijanowska y Kloc 2004; Ambrosini, Mariucci et al.
2005; Frenkel, Dimant et al. 2008). Por ejemplo, se ha mostrado en roedores que el estrés
puede modular los niveles de hsp y que su nivel en el hipocampo varia en funcién del
aprendizaje independientemente de la exposiciobn crénica a una situacion estresante
(Ambrosini, Mariucci et al. 2005). En el cangrejo N. granulata se ha mostrado que la
expresion de proteinas hsp aumenta en los I6bulos olfatorios cuando el animal es expuesto a
privacion de agua, cuando es entrenado con un estimulo visual de peligro e incluso cuando

la memoria es reactivada (Frenkel, Dimant et al. 2008; Frenkel, Dimant et al. 2012).

Numerosos trabajos han evaluado plasticidad dependiente de la experiencia en los
ganglios visuales de N. granulata (revisados en (Tomsic 2016)). Se ha mostrado por ejemplo
gue en neuronas columnares situadas en la médula, estimulaciones masivas con el EVP
generan cambios en la actividad neuronal frente al estimulo visual. Estos cambios muestran
especificidad retinotdpica y se revierten en el corto término (Berdn de Astrada, Bengochea et
al. 2013). También se ha observado plasticidad en elementos neuronales ubicados en la
I6bula que presentan proyecciones hacia el protocerebro lateral (y posiblemente hacia otros
neuropilos mas distales). Estos elementos son denominados neuronas gigantes de la I6bula
(NGL, antes denominadas “neuronas detectoras de movimiento”). Algunos de estos
elementos de la I6bula que interactian con elementos de la médula que abarcando todo el
campo retinotépico (NGL monoestratificadas tipo 2), mientras que otros interactian con
diferentes segmentos del campo retinotdépico (NGL monoestratificadas tipo 1) (Medan, Berén
De Astrada et al. 2015). Aqui, los cambios se desarrollan con la presentacion espaciada del
EVP, es decir, con protocolos que generan memorias contexto especificas en el largo

término.
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Los cambios en la actividad en las NGL son duraderos, correlacionan con la
respuesta de escape, presentan respuestas a la estimulacion binocular y a estimulos
mecanicos y no son especificos al contexto de entrenamiento (generalizan) (Sztarker y
Tomsic 2004; Sztarker y Tomsic 2008; Sztarker y Tomsic 2011). La respuesta evaluada en
los neuropilos médula y l6bula ha mostrado ser disparada por objetos en movimiento. Una
respuesta al movimiento tipo flujo (flow movement) no genera respuestas en esta neuronas y
ha sido postulada para el neuropilo lobula plate del cangrejo, ya que se ha mostrado que el
namero de capas y la conexiones retinotépica provenientes desde la médula y I6bula junto
con neuronas tangenciales refleja la estructura de la lobula plate de insectos, neuropilo
involucrado en el procesamiento de este tipo de informacién visual (Bengochea, Beron de
Astrada et al. 2017).

Dado que el grupo de neuronas sensibles al movimiento NGL que proyectan desde la
I6bula al protocerebro lateral reflejan cambios comportamentales de corto y largo término
relacionados con el EVP, pero no con la especificidad de contexto (Sztarker y Tomsic 2011,
Tomsic y Romano 2013), se ha postulado la existencia de un sistema modular de memoria
en el cangrejo. Dado que los neuropilos de orden superior de del cerebro anterior de los
artrépodos [los cuerpos pedunculados o mushroom bodies de los insectos y los cuerpos
hemielipsoides de los crustaceos] son consideradas estructuras homoélogas (Wolff vy
Strausfeld 2016)(y ver méas arriba Seccion 1.6.2 ), se ha propuesto entonces que una traza
de memoria vinculando el EVP con el contexto podria residir en los cuerpos hemielipsoides

(Sztarker y Tomsic 2011; Tomsic y Romano 2013).

1.9 Objetivos generales

El primer objetivo de la presente Tesis propone agregar evidencia fisiologica en el
cangrejo N. granulata que apoye la vision de que la expresién de la memoria es un atributo
diferente al de su recuperacién/reactivacion (ver Secciéon 1.5 ). Con este fin, se implement6
una aproximacion experimental para la busqueda de correlatos neurobiolégicos de la
memoria que permitiera identificar trazas de la memoria que reflejen la capacidad de la
memoria de recuperarse/reactivarse independientemente de su expresion comportamental
(Capitulo 3). Dado que en el paradigma de memoria en N. granulata los sistemas
moduladores de la memoria definen, ademas de su persistencia a largo término, el grado de
expresion que la memoria va a tener en el largo término (Delorenzi, Maza et al. 2014) (ver
Seccién 1.5 ), se determinaron tratamientos con efecto amnésico que afectan la memoria a
nivel de a) de la expresion de la memoria de largo término y b) de su almacenamiento (0

alternativamente disrumpiendo mecanismos de la recuperaciéon) a largo término. En un
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primer paso se estudiaron neuropilos de integracion multimodal de la médula terminal
propuestos como participantes en procesos mnésicos de integracion (Sandeman, Kenning et
al. 2014). Las mediciones se realizaron mediante registros opto-fisiolégicos de imaging de
calcio in vivo. A diferencia de un abordaje tradicional donde se evalla memoria como
sinbnimo de cambios en el comportamiento (i.e., expresion), aqui se estudié la accion de
agentes moduladores y tratamientos que afectan la persistencia y/o la expresién de la
memoria y se interpretaron los cambios plasticos plasticidad de la médula terminal a la luz de

los efectos observados en el comportamiento.

Luego de obtener evidencia a favor de plasticidad asociada a la persistencia de
memorias (representaciones internas capaces de recuperarse) en la médula terminal, el
segundo objetivo de esta Tesis consistio en la identificacion y descripcion del, hasta el
momento, esquivo cuerpo hemielipsoide de N. granulata (Capitulo 4) y evaluar plasticidad a
través de imaging de calcio en esta estructura del sistema nervioso central de crustaceos
gue se propone tiene un origen comun y funcién homéloga con los mushroom bodies de
insectos y con el arquicortezas de vertebrados (i.e., hipocampo) (Capitulo 5). De acuerdo a
esta vision, los procesos y mecanismos de la memoria se conservan evolutivamente ya que

tendrian en parte sustento en estructuras que tuvieron un origen comun.

Se ha mostrado en el paradigma de N. granulata que existen neuronas en los I6bulos
visuales del cangrejo (denominadas neuronas gigantes de la lébula, NGL) que reflejan
electrofisiolégicamente los cambios en el comportamiento inducidos por el entrenamiento
(Seccioén 1.8.2). Sin embargo, la actividad descripta en estas neuronas mostré ser contexto-
independiente, por lo que se propuso que el sistema de procesamiento de informacion podria
ser modular, postuldndose que el componente contextual se integraria en los cuerpos
hemielipsoides (Sztarker y Tomsic 2011; Tomsic y Romano 2013). Aqui, por lo tanto, se

abordaron los siguientes objetivos:

. Dado que los cuerpos hemielipsoides no han sido descriptos en detalle hasta el
momento en este cangrejo, un primer paso para abordar este objetivo consistio en la
descripciébn morfolégica y neuroanatdémica de los cuerpos hemielipsoides en N.
granulata.

.  Evaluar plasticidad dependiente de la experiencia en el cuerpo hemielipsoide del
cangrejo que refleje trazas de memoria.

[ll.  Evaluar si existen cambios en la actividad neuronal relacionados con la memoria en el
cuerpo hemielipsoide que sean contexto-especificos, como es de esperar para un
sistema integrador de orden superior homoélogo a los mushroom bodies/arquicortezas

de vertebrados (i.e., hipocampo).
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Materiales y métodos - Animales

2.1 Animales

Se utilizaron cangrejos machos de la especie Neohelice granulata (anteriormente
denominada Chasmagnathus granulatus) (Dana, 1851) (Sakai, Turkay et al. 2006)
(Crustacea: Decapoda: Brachyura). La Figura 2.1 muestra un ejemplar en su ambiente
natural. Estos animales semiterrestres habitan las zonas de transicion de agua dulce y
salada, en la costa este de Argentina, Uruguay y Brasil (Spivak 2010). N. granulata es
predado principalmente por aves (Beron 2003) y también por conespecificos (Casariego,
Alberti et al. 2011).

Figura 2.1 Cangrejo macho de la especie Neohelice granulata en un cangrejal.

Los ejemplares utilizados para los experimentos fueron ejemplares machos, con un

ancho de caparazon de entre 2,7 y 3,0 cm y un peso promedio de 17,0 g, recolectados en
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aguas de las rias de San Clemente del Tuyld, Buenos Aires, Argentina. La captura de los
animales fue realizada por investigadores del Laboratorio de Neurobiologia de la Memoria,
utilizando la técnica de pesca con mediomundo y cabezas de lisa como carnada. Los
animales fueron transportados al laboratorio dentro de las 24 horas siguientes a la captura y
alojados en un bioterio, en cubas plasticas (48x35x17, cm) con 1,0 cm de agua salobre
preparada con sal hw-Marinemix (Cristal Sea, USA) (1% m/m; pH 7,4-7,6). Se alojaron 20
cangrejos en cada cuba y fueron mantenidos con un ciclo luz-oscuridad de 12-12 horas, con
renovaciones completas de agua cada dos dias. La temperatura se mantuvo constante entre
22-24°C, tanto en el bioterio como en la sala experimental. La manipulacién de los animales
se realizd siempre entre las 8:00 y las 20:00 h (ciclo de luz), y dentro de los quince dias

desde su llegada al laboratorio. Cada animal fue utilizado en un sélo experimento.

2.2 Paradigma para el estudio de memoria en Neohelice granulata

2.2.1 Experimentos comportamentales

La arena experimental, el “actometro” (Figura 2.2), es un contenedor plastico, opaco y
de color anaranjado, de base circular y paredes concavas (23,0 cm de diametro superior; 9,0
cm de didmetro inferior y 10,5 cm de altura) con agua salobre preparada de igual manera de
la utilizada en las cubas de alojamiento hasta una altura de 0,5 cm (Maldonado 2002; Tomsic
y Romano 2013). Durante los experimentos, los actdmetros son iluminados desde arriba con
una lampara de 5W. Sobre el actometro, a 12 cm del borde superior, se encuentra una
pantalla plastica rectangular (25,0 x 7,5 cm), negra y opaca, que puede ser movida por un
motor controlado por computadora colocado en uno de sus extremos, y es utilizada como
estimulo visual. El ciclo de movimiento de la pantalla describe un angulo horizontal de 90°
sobre el recipiente y luego vuelve a su posicion inicial (Figura 2.2 A). Se utiliza un solo animal
en cada actometro. Cada ensayo de entrenamiento consiste en la presentacion de dos ciclos
con un intervalo de 2 segundos entre ellos, resultando la duracion del ensayo en 9 segundos.
La presentacion del estimulo genera una respuesta de escape en los animales no
entrenados (Maldonado 2002). A este estimulo se lo denomina estimulo visual de peligro
(EVP). El movimiento del cangrejo dentro del actobmetro es cuantificado a través de cuatro
microfonos (transductores piezoeléctricos) colocados en la base del actometro (Figura 2.2 B),
del lado externo, que convierten las vibraciones del recipiente en sefiales eléctricas que son
registradas por una computadora y convertidas en unidades arbitrarias. La sala experimental
cuenta con cuarenta actémetros separados entre si por tabiques divisores, por lo que los

animales de diferentes grupos experimentales pueden ser tratados simultdneamente.

26



Materiales y métodos - Paradigma para el estudio de memoria en Neohelice granulata

Figura 2.2 El actometro. (A) Se muestra una foto desde una vista superior del actometro. En
su interior puede observarse un cangrejo. En linea punteada se esquematiza el trayecto
realizado por el estimulo visual de peligro (EVP). (B) Vista inferior sefialando uno de los
cuatro transductores piezoeléctricos (punta de flecha) que transforman las vibraciones en
sefales eléctricas que son cuantificadas en unidades arbitrarias en una computadora.

El paradigma de la memoria utilizado en N. granulata se basa en la respuesta de
escape del cangrejo provocada por el EVP que se asemeja a un predador aéreo. Después
de repetidas presentaciones (15 ensayos espaciados) del EVP, la respuesta de escape
disminuye a lo largo de la presentacion de los ensayos y puede tornar en un comportamiento
de inmovilidad (freezing) (Pereyra, Gonzalez et al. 2000). El cambio en el comportamiento
persiste en el largo término, y esta mediado por una asociacidn entre el contexto de
entrenamiento (el actometro) y el EVP (Tomsic, Pedreira et al. 1998; Tomsic y Romano
2013). Un protocolo de entrenamiento fuerte consiste en la presentacién de quince ensayos
de EVP, separados entre si por 3 minutos. La memoria es revelada por su expresion
comportamental en un ensayo de testeo como una menor respuesta de escape de los
animales en comparacion con un grupo que no fue entrenado con el EVP. Se ha observado
gue esta memoria puede ser revelada hasta al menos 5 dias después del entrenamiento
(Pedreira, Dimant et al. 1995; Tomsic, Pedreira et al. 1998; Tomsic, Berén de Astrada et al.
2009).

2.2.2 Experimentos de imaging de calcio in vivo

Procedimientos de preparacion del cangrejo y tincion para imagenes de calcio

Los cangrejos fueron inmersos en agua salobre en equilibrio con hielo para
inmovilizarlos antes durante la preparacién y con la intencién de promover en el animal un
estado de anestesia (Bond-Buckup, Ferreira Fontoura et al. 1991). Durante la preparacion y
los registros experimentales, las quelas del cangrejo se inmovilizaron con una banda elastica

y su cuerpo fue sujetado firmemente por su exoesqueleto con una abrazadera ajustable ad
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hoc que permiti6 movimientos libres de las patas. El pedunculo Optico derecho fue cubierto
con papel humedo para evitar la estimulacion visual durante la preparacion. El pedunculo
optico izquierdo se fijo con pegamento acrilico instantaneo (La Gotita, Akapol S.A.) con una
orientacion de acuerdo al neuropilo de interés en cada caso, de manera que se permitio el
acceso al lado a) postero-lateral del pedunculo para los registro de la médula terminal
(Capitulo 3), o b) antero-medial del pedunculo para los registros en el cuerpo hemielipsoide
(Capitulo 5).

A continuacién, se construydé un pequefio recipiente con cemento dental (Dycal,
Dentsply International Inc.) alrededor del peddnculo para permitir el flujo continuo de la
solucion de Ringer de cangrejo (NaCl 468,00 mM, KCI 9,46 mM, MgCI2 7,50 mM, CaCl2
12,53 mM, Hepes 5,00 mM, 2 mM glucosa, pH 7,74) adaptado de (Genovese, Senek et al.
2006). Se abrié una ventana (alrededor de 3 x 2 mm) en la cuticula del pedinculo 6ptico
usando un escalpelo afilado. Para permitir el acceso visual al neuropilo de interés, se
extrajeron musculos (en el caso de estar presentes para el acceso a la médula terminal) y
tejido conectivo y se cort6 el neuroepitelio a lo largo del eje méas largo del pedinculo con
tijeras tipo vannas (#555640S, World Precision Instruments Inc.) y se unié a los bordes de la

ventana.

Un cristal de colorante sensible a calcio (CalciumGreen-1 dextrano, Sal de potasio
3000 MW Aniénico, Molecular Probes, Life Technologies) fue introducido en el tejido por
medio de capilares de vidrio. Para esto, capilares de vidrio de borosilicato (diametro exterior
= 1,2 mm; didmetro interior = 0,69 mm; longitud = 100 mm; Sutter Instruments) se estiraron
de manera de obtener una punta muy delgada y cerrada, en la que se cargd un pequefio
cristal del colorante de calcio (Galizia y Vetter 2004). El cristal se inserté en su lugar en el
neuropilo, dejando que se disolviera durante unos segundos. Se llevaron a cabo lavados
sucesivos con solucién de Ringer de cangrejo para limpiar el colorante que permanecia fuera

del tejido.

Procedimientos experimentales

Los experimentos de registros de imagenes de calcio comenzaron entre 1,5y 2,0 h
después de la aplicacion del colorante. Los experimentos se realizaron dentro de una jaula
completamente cubierta con tela negra para prevenir la estimulacién visual no deseada.
Durante los registros, los cangrejos se mantuvieron con la mitad ventral de su cuerpo
sumergido en un recipiente con agua salobre y los neuropilos registrados en superfusion
continua con solucion de Ringer de cangrejo. Las grabaciones comenzaron después de que
el animal permaneciese sin perturbaciones durante 15 minutos en la posicion de grabacion.

De forma similar a los experimentos de comportamiento, la presentacion fasica controlada
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del contexto de entrenamiento durante los experimentos se consiguié por medio de
iluminacion desde arriba o desde abajo del recipiente. El cangrejo y el contenedor estaban
rodeados por paredes blancas que proporcionaban el contexto de entrenamiento y que se
podian cambiar manualmente. El estimulo visual fue un analogo del EVP utilizado en
experimentos de comportamiento (tamafio = 7,5 x 2,25 cm, la distancia al cangrejo se ajusté
para presentar el mismo tamafo angular al animal que en los experimentos de
comportamiento realizados en los actometros). La estimulacion con el EVP se realizé a
través del ojo contralateral al registrado. En todos los animales, se estimul6 el ojo derecho y

los registros se obtuvieron de los neuropilos del peddnculo éptico izquierdo.

Ademas del estimulo visual (EVP) se utilizd6 una estimulacion mecéanica (MEC) que
sirvi6 como estimulacién de control. Esta estimulacién consistié en un pulso de gas nitrégeno
(10 psi) suministrado usando un microinyector neuméatico como regulador (PV830, World
Precision Instruments Inc.) colocando una punta (abertura de 1 mm) a ~0,5 cm de la parte
posterior del dorsal del caparazén del cangrejo. Cada ensayo de MEC consistio en dos
pulsos de 1 s separados por 2 s. Una ilustracion de las estimulaciones tanto con el EVP

como con el MEC puede verse en el Capitulo 3, Figura 3.8, pag. 50.

La iluminacion, MEC y EVP se controlaron con el software de adquisicion TillvisSION
v4.01 (TILL Photonics Imaging System Software, TILL Photonics, GmbH). Es importante
mencionar que los cangrejos que reciben un protocolo de entrenamiento estando fisicamente
restringidos son capaces de aprender y generar una memoria que se expresa a largo término

(Tomsic y Romano 2013).

Adquisicion de datos de imagenes de calcio

Los registros de imagenes se realizaron utilizando un microscopio Nikon E-600; un
objetivo de inmersién en agua 20X, apertura numérica (NA) 0,95 (Olympus) o un objetivo
10X NA 0,30 (Nikon); y un sistema de imaging de calcio (TILL Photonics). Las imagenes se
tomaron bajo luz de excitacion de 499 nm proporcionada por una lampara Polychrome IV
(TILL Photonics) a una tasa de adquisicion de cinco o diez imagenes por segundo (5 o 10
Hz) y los registros duraron 40 o 20 s (200 fotogramas), respectivamente a la tasa de
adquisicion. Los tiempos de exposicién variaron segun las preparaciones en funcién de la
intensidad de la tincion y tenian como objetivo obtener sefiales dentro del rango dinamico del
sistema de registro. El espejo dicroico era de 525 nm, y el filtro de emisién era de 530 nm.
Las imagenes se tomaron con una camara CCD (12 bits, 640 x 480 pixeles, Imago, TILL
Photonics) y se almacenaron en chip a 320 x 240 pixeles, dando como resultado un tamafo
aproximado de pixel de 3,0 x 3,0 um (con el objetivo de 10X) y de 1,46 x 1,46 um (con el

objetivo de 20 X). La adquisicion de datos se realizé con el software TillvisION v4.01.
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Andlisis de datos de imagenes de calcio

En el marco de la Tesis se ha desarrollado una serie de macros y rutinas macro en el
software Fiji/lmageJ (Schindelin, Arganda-Carreras et al. 2012) que fueron necesarias para la
flexibilidad requerida en la puesta a punto de los analisis de las sefiales de calcio. Una
descripcibn mas detallada del andlisis sera presentada en los siguientes capitulos. En
resumen, las imagenes fueron filtradas espacialmente con un filtro de mediana de 3 x 3
pixeles que es usualmente recomendado para eliminar el ruido del tipo "sal y pimienta"
(Galizia y Vetter 2004). Luego, los desplazamientos intra y/o inter mediciones (ensayos)
fueron corregidos utilizando ImageJ (Image Stabilizer plug-in,

www.cs.cmu.edu/~kangli/code/lmage Stabilizer.html, utilizado para obtener los

desplazamientos x-y necesarios para la reajuste de las imagenes). Los animales o ensayos
se descartaron cuando no se pudo corregir de manera satisfactoria el desplazamiento en los
videos. El analisis de las sefales de calcio se basé en el %AF/F calculado para cada pixel.
Aqui, “F” representa la fluorescencia basal y “AF” representa la diferencia entre la
fluorescencia medida durante la ventana temporal de interés y fluorescencia basal. La
fluorescencia basal se calcul6 para cada medicion promediando cinco fotogramas previos al
inicio del estimulo, o previos a la actividad espontanea en los casos en los que el estimulo se
superponia sobre la actividad no inducida. El desarrollo de las rutinas incluyé que las areas
de interés (AOIs) de los neuropilos registrados de cada cangrejo se seleccionen de manera
semiautomatica. El cambio de actividad a lo largo de los ensayos fue calculado promediando
el valor de %AF/F para todos los pixeles dentro de las AOIls. El fotoblanqueo del colorante
durante cada registro se corrigié restando una curva [y = a x In (bx), opcion de ajuste log de
Fiji] ajustada al perfil de brillo, excluyendo la ventana de tiempo donde estaban presentes los

estimulos (o altas sefiales espontaneas).

2.3 Inyecciones

Todas las inyecciones se realizaron en el saco pericardico. Para ello los animales
fueron inyectados a través del lado derecho de la membrana cefalo-toraxica dorsal usando
agujas (0,4 mm de diametro) con un tope para controlar la profundidad de inyeccién (4 mm)
(Maldonado 2002). El volumen de inyeccién fue de 50 pl/animal. Las drogas fueron diluidas
en solucién salina para crustaceos (NaCl, 450mM; KCI, 10mM; MgClI2, 10mM; CaCl2, 15mM)
(adaptada de (Bond-Buckup, Ferreira Fontoura et al. 1991)). Las inyecciones se realizaron
15 minutos antes del comienzo del correspondiente protocolo de entrenamiento, tanto en los
experimentos de imaging como en los comportamentales, inyectando sélo solucion vehiculo

(aqui, solucioén salina) en los casos en que no se realizaran tratamientos con drogas.

30


http://www.cs.cmu.edu/~kangli/code/Image_Stabilizer.html
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independientemente de su expresion
comportamental: correlatos neurofisioldgicos

de trazas persistentes
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3.1 Introduccioén

Las hipotesis actuales para el estudio de las bases neurobioldgicas del aprendizaje y
la memoria sugieren que las experiencias son codificadas y retenidas por el sistema nervioso
como cambios de la eficiencia sinaptica y reestructuraciones neuronales (Dudai 2002; Dudai
2002). Los cambios gue codifican una memoria son complejos de definir ya que pueden estar
diseminados en circuitos complejos y en varias estructuras cerebrales. Establecer un vinculo
entre cambios neuronales especificos y diferentes atributos de la memoria es esencial para
comprender como se construyen las memorias (Lukowiak, Sangha et al. 2003; Morris 2007;
Davis 2011; Dudai y Morris 2013; Menzel 2014). Sin embargo, dado que la existencia del
engrama y sus diferentes elementos son accesibles al observador sé6lo a través de la
expresion comportamental de la memoria, una dificultad en la busqueda de correlatos del
engrama radica en que una falta de cambio en el comportamiento puede llegar a ser
erroneamente interpretada como una falta de reactivacion de memorias persistentes. En este
sentido, experimentos de reconsolidacion son esenciales para develar memorias persistentes
gue se reactivan y que, sin embargo, no se expresan en el comportamiento (Dudai y Morris
2013; Delorenzi, Maza et al. 2014). Como se menciond en la Introduccion (Seccién 1.5 ),
experimentos de reconsolidacion en el cangrejo N. granulata han permitido revelar memorias
persistentes independientemente de su expresion comportamental (Frenkel, Maldonado et al.
2005; Frenkel, Suarez et al. 2010; Caffaro, Suarez et al. 2012; Barreiro, Suarez et al. 2013).

En el presente capitulo se combinan registros comportamentales y neuronales en el
cangrejo N. granulata para examinar posibles correlatos neuronales de memoria. Usando
registros de imaging de calcio in vivo se registr6 actividad en la médula terminal. Este
neuropilo que forma parte del protocerebro lateral de crustdceos y es propuesto como una
region de integracion multimodal de orden superior que procesa, al menos, informacion
guimica, olfativa, visual y mecénica (Blaustein, Derby et al. 1988; Sullivan y Beltz 2001;
Sandeman, Kenning et al. 2014). Aqui, se contrastaron como los cambios comportamentales
y de la actividad de la médula terminal evocada por el estimulo de entrenamiento son
afectados por diferentes protocolos de entrenamiento y por los agentes interferentes
escopolamina y MK-801 (Berén de Astrada y Maldonado 1999; Troncoso y Maldonado 2002;
Caffaro, Suarez et al. 2012).
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3.2 Experimentos comportamentales

3.2.1 Materiales y métodos

Evaluacion de la persistencia de la memoria por modulacion durante la reconsolidacion

La hipotesis de reconsolidacion propone que una memoria consolidada puede entrar
en un estado inestable cuando es reactivada (labilizacion), convirtiéndose durante el nuevo
periodo de re-estabilizacion, sensible a diferentes agentes (Capitulo 1, Secciones 1.4y 1.5
(Lewis 1979; Sara 2000; Pedreira y Romano 2013). En los experimentos de reconsolidacion
se incluyeron tres sesiones: Sesién de entrenamiento (dia 1), sesién de reactivacion/testeo
24 horas luego del entrenamiento (dia 2) y sesiébn de testeo 48 horas luego del

entrenamiento (dia 3).

La esencia del disefio experimental aqui mostrado es que a pesar de distintos
interferentes o procedimientos la memoria no se expresa al dia 2, pero su expresion posterior
dependiente de una modulacion positiva de la reconsolidacion deja en evidencia que la

memoria se reactivo durante la presentacién de un recordatorio.

Durante los experimentos los cangrejos fueron distribuidos homogéneamente en
pares de grupos, cada par consistiendo en un grupo entrenado (TR) y un grupo no entrenado
(UN) al EVP. Los animales no entrenados permanecieron en los actémetros durante toda la
sesion de entrenamiento, pero recibieron sélo el primero de los ensayos con el EVP en
simultaneo con el grupo entrenado. Este ensayo fue utilizado para controlar la homogeneidad
de la respuesta de escape al comienzo de los experimentos. En las sesiones de reactivacion
y testeo, los animales del grupo UN recibieron el mismo tipo de ensayo que su

correspondiente par TR. Cada grupo consistié en entre 25-40 animales.
Dia 1 - Sesion de entrenamiento

Grupo TR: este grupo recibié un entrenamiento con el EVP. Cada cangrejo fue
colocado en el actometro por diez minutos a modo de periodo de adaptacion al contexto.
Luego de este periodo los animales recibieron 15 ensayos con el EVP (0 6 en el caso del

protocolo de entrenamiento débil) separados por intervalos entre ensayos de 3 minutos.

Protocolo de entrenamiento fuerte: el protocolo con 15 ensayos es denominado
protocolo de entrenamiento fuerte ya que induce una memoria que se evidencia en

una sesion de testeo en el largo término (24 h).

Protocolo de entrenamiento débil: el entrenamiento con 6 ensayos es denominado

entrenamiento débil, ya que los animales muestran memoria cuando son testeados
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en el corto término (hasta 4 horas luego del entrenamiento débil) pero no en el largo

término (Smal, Suarez et al. 2011).

Grupo UN: cada cangrejo fue colocado en un actémetro y permanecié la misma
cantidad de tiempo que los animales del grupo TR. Los animales no entrenados recibieron

s6lo el primer ensayo con el EVP.

Cuando finaliz6 la sesién los animales fueron removidos de los actébmetros y

colocados en contenedores individuales en obscuridad hasta la sesion siguiente.
Dia 2 - Sesion de reactivacion

Durante esta sesion los animales fueron sujetos a uno de los dos tratamientos
siguientes (Maldonado 2002; Pedreira, Perez-Cuesta et al. 2004; Frenkel, Maldonado et al.
2005):

(a) Los cangrejos fueron re expuestos al contexto de entrenamiento (el actometro, CTX)
por 5 minutos; no se present6é el EVP. Este procedimiento reactiva la memoria y la
vuelve labil iniciando un proceso de reconsolidacion.

(b) Los animales fueron re expuestos al contexto de entrenamiento (el actometro, CTX)
por 5 minutos; un ensayo al EVP se present6 al final de este periodo (CTX+EVP). La
culminacion de la sesién de recordatorio con la presentacion del EVP previene la

labilizacién de la memoria y su posterior reconsolidacion.
Dia 3 - Sesion de testeo

Al tercer dia los cangrejos fueron colocados nuevamente en el actometro por diez

minutos y la expresion de la memoria fue testeada con un ensayo al EVP.

Evaluacion de la memoria en el corto término

En los experimentos en los que se testeo memoria de corto término (en este caso a
los 30 minutos pos-entrenamiento), los animales fueron entrenados como se describe en la
seccion anterior (dia 1). Al concluir la sesiéon de entrenamiento la iluminacion de los
actometros (y de la sala de entrenamiento por completo) fueron apagadas un minuto luego
del dltimo ensayo de EVP y encendidas nuevamente 25 minutos mas tarde. EI cambio de
iluminacion puede considerarse equivalente a la remocion de los animales del actémetro
(Perez-Cuesta y Maldonado 2009). El testeo, que consistié en un ensayo de EVP, fue llevado

a cabo 5 minutos después del encendido de las luces.
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3.2.2 Anadlisis estadisticos

Criterio de retencion de memoria y andlisis de datos

Los valores de respuesta de los animales integrados durante los 9 segundos que
durdé la presentacion del EVP en cada ensayo fueron transformados por la funcion logaritmo
base 2 (log2) para aproximar la distribucion de los datos a una distribucién normal (Suarez,
Smal et al. 2010). En los experimentos en los que hubo dos grupos de animales entrenados,
la sesion de entrenamiento fue analizada utilizando un ANOVA de dos factores: un factor
correspondi6 a los dos grupos de cangrejos y el segundo factor correspondio a los ensayos
de entrenamiento que fueron considerados medidas repetidas. En los casos en que se viold
el supuesto de esfericidad de la prueba de medidas repetidas, se realizaron correcciones de
Greenhouse-Geisser o de Huynh-Feldt de acuerdo al valor de épsilon (¢<0,75 o €>=0,75
respectivamente) (Girden 1992). Para medidas repetidas se muestran los valores de media e
intervalos de confianza de Loftus-Masson (IC 95% Loftus-Masson). Este intervalo
proporciona informacién del error concordante con el error intra-sujeto considerado en el
ANOVA de medidas repetidas (Loftus y Masson 1994).

Los analisis estadisticos sobre la expresion de la memoria fueron evaluados haciendo
foco en los valores obtenidos durante los ensayos de testeo y comparando los grupos
entrenado (TR) y no entrenado (UN) en cada par (Maldonado, Romano et al. 1997).
(Rescorla 1988) argumenta a favor de este tipo de analisis en lugar de un analisis
entrenamiento vs. testeo intra-grupo para distinguir claramente entre el momento de
adquisicion (sesién de entrenamiento) y el momento de evaluacion (sesién de testeo). En el
paradigma de N. granulata, una diferencia significativa en la respuesta de escape en el
testeo entre los grupos TR y UN puede ser observada 24 h luego del entrenamiento
(TR<UN), en la medida que los grupos estén compuestos por 20 cangrejos 0 mas y que el
grupo TR haya sido expuesto durante el entrenamiento al menos a 15 ensayos del EVP con
un intervalo entre ensayos de 3 min (Pedreira, Romano et al. 1998). Por lo tanto, de manera
operacional, es considerado que el TR expresa memoria cuando su respuesta de escape en
el testeo es estadisticamente menor a la respuesta de escape de su grupo par UN, que ha
sido expuesto a la misma manipulacion y tratamiento exceptuando el entrenamiento con el
EVP. Por lo tanto, el analisis estadistico utilizado aqui, en concordancia con otros trabajos en
este paradigma, esta basado en la prediccion de que la respuesta de escape del grupo UN
es mayor que la del grupo TR vy, por lo tanto, los datos son analizados usando pruebas a
priori LSD (Rosenthal y Rosnow 1985; Howell 1987) seguidos a un efecto principal en un
ANOVA de una via.
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En resumen, cuando los disefios experimentales consisten en dos pares de grupos
TR-UN, el analisis fue basado en tres contrastes planeados: (a) entre los dos grupos UN;
para analizar la existencia de algun efecto en la respuesta de escape que pueda ser causado
por el tratamiento diferencial y no por el entrenamiento, (b) entre los grupos TR y UN de un
tratamiento, y (c) entre el grupo TR y UN que fueron sujetos a otro tratamiento (e.g.,
(Pedreira, Dimant et al. 1996; Tomsic, Pedreira et al. 1998; Maldonado 2002; Pedreira,
Perez-Cuesta et al. 2004; Romano, Locatelli et al. 2006)). Con los contrastes b y ¢, se espera
poner en evidencia si el tratamiento en cuestién afecta las consecuencias que se esperan del
entrenamiento. Cuando un solo par de grupos (UN y TR) fue comparado, se utiliz6 una

prueba de t de student. Para estos analisis se muestran la media y el error estandar.

Los andlisis fueron realizados utilizando Excel (Microsoft) y Statistica 8.0 (Statsoft Inc,
OK, USA).

3.2.3 Drogas

Se utilizaron MK-801 (conocido también como Dizocilpina, un antagonista no
competitivo del receptor de NMDA) (Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido) y el antagonista
competitivo de los receptores muscarinicos colinérgicos, escopolamina (Sigma Aldrich).
Como solucion vehiculo se utilizé solucion salina de crustaceo (Capitulo 2, Seccion 2.3
Inyecciones, pag. 30). Tanto el MK-801 como la escopolamina ya han sido utilizadas en el
paradigma de N. granulata en estudios que evaluaron sus efectos amnésicos (Beron de
Astrada y Maldonado 1999; Troncoso y Maldonado 2002; Caffaro, Suarez et al. 2012).

3.2.4 Resultados

Experimento 1: Persistencia de la memoria después de protocolos de entrenamientos fuertes
y débiles

En primer lugar se muestra un conocido protocolo de entrenamiento fuerte en N.
granulata para generar memorias de largo término. La Figura 3.1 resume el procedimiento
experimental y replica los resultados previamente descritos en numerosos trabajos
(Delorenzi, Pedreira et al. 1996; Romano, Delorenzi et al. 1996; Maldonado 2002). En el Dia
1 se muestra la respuesta de escape de los cangrejos al EVP a lo largo de los 15 ensayos
espaciados de un protocolo de entrenamiento fuerte. Un grupo no entrenado (UN) recibio
s6lo un ensayo con el EVP. No se encontr6 diferencia entre los grupos TR y UN en el primer
ensayo (t(67)=1,23; p=0,22) y se reveld un efecto significativo para el factor ensayo en el
grupo entrenado [Fensayo(14; 462)=8,067; p<0,001]. Durante el testeo de retencion de
memoria 24 y 48 h después (Dia 2 y Dia 3 respectivamente), ambos grupos recibieron un
ensayo con el EVP. Luego del ensayo del dia 2 se privo a los animales de agua por 2 h, para

mantener la condicibn que sera utilizada en los préximos experimentos. Los cangrejos
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entrenados con el protocolo fuerte exhibieron una memoria de largo término que se revelo
como una reduccién significativa de la respuesta de escape en comparacion con el grupo UN
[Dia 2: t1(67)=3,35; p<0,01; Dia 3: t(67)=2,03; p<0,05] (Figura 3.1, panel de la derecha). Aqui,
la persistencia de la memoria se evidencié de manera directa como un cambio en el
comportamiento. Sin embargo, ¢Es posible poner en evidencia y evaluar la persistencia de
una memoria en los casos de entrenamientos en que no se observan cambios en el

comportamiento en el largo término?

12 Dia1 11, Dia 2 1 Dia 3
0]
Sesion de Sesion de Sesion de % 10l ** 10
entrenamiento evaluacion evaluacion 8 | §
Dia 1 Dia 2 Dia 3 o wJ
Q 9 9 T
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Figura 3.1 Memoria de largo término luego de un entrenamiento fuerte. A la izquierda:
esquemas del procedimiento experimental y las sesiones sucesivas en cada experimento.
Todos los animales fueron inyectados 15 minutos antes del entrenamiento (Dia 1) con
solucion salina. A la derecha: Dia 1, sesién de entrenamiento, respuesta de escape frente al
EVP del grupo entrenado con un protocolo fuerte (TR, cuadrados). Dia 2 y 3, respuesta de
escape durante los testeos. La expresién de memoria se evidencia en el grupo TR como una
respuesta de escape al EVP menor a la del grupo no entrenado (UN, diamantes) (UN-TR n =
35-34, prueba de t: **p<0,01, *p<0,05). Abreviaturas: EVP: estimulo visual de peligro, UN: no
entrenado con el EVP, TR: entrenado con el EVP, p.a.: privacién de agua. Las respuestas
del grupo UN en el dia 1 se muestran s6lo para el ensayo 1. Las ordenadas muestran la
media * [Cgse L oftus-masson d€ la respuesta de escape (log2 transformada) frente al EVP durante
el entrenamiento en el dia 1, y la media * error estdndar para los dias 2 y 3.

Una estrategia tradicional utilizada para estudiar la accion moduladora pro-mnésica o
mejoradora de los procesos de memoria durante la consolidacion es disminuir el nimero de
ensayos durante el entrenamiento para inducir una memoria a corto término que dura solo
unas horas después del entrenamiento (Capitulo 1, 1.4 ) (McGaugh 2000). En consecuencia,
después de un protocolo de entrenamiento débil consistente de 6 en lugar de 15 ensayos, los
cangrejos muestran memoria hasta 4 h después del entrenamiento, pero no 24 h mas tarde
(Delorenzi, Pedreira et al. 1995; Romano, Delorenzi et al. 1996; Smal, Suarez et al. 2011,
Tomsic y Romano 2013). Sin embargo, se ha demostrado que tal protocolo de entrenamiento
débil induce la formacion de una memoria de largo término que depende de la sintesis de
proteinas y la transcripcibn de ARNm después de la adquisicién, pero que persiste sin
expresarse en el comportamiento (Frenkel, Suarez et al. 2010; Delorenzi, Maza et al. 2014).

Las aproximaciones experimentales de reconsolidacion son cruciales para develar la
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existencia de la memoria no expresada; en la Figura 3.2, se replico el experimento central del
hallazgo anterior (Frenkel, Maldonado et al. 2005), que se realiz6 aqui en paralelo con los

experimentos de imaging de calcio.

Brevemente, en el dia 1, se inyect6 solucion salina a los grupos no entrenados (UN) y
entrenados (TR) y 15 minutos después se los sometid a una sesién de entrenamiento débil
(Figura 3.2). Los grupos TR recibieron 6 ensayos y los grupos UN recibieron sélo 1 ensayo
con el EVP. Un ANOVA (2x6) entre los grupos entrenados con medidas repetidas entre
ensayos como segundo factor no revel6 diferencias significativas entre los dos grupos TR
[Fgrupo(1; 63)=0,85; p=0,36] y reveld un efecto de ensayo significativo [Fensayo(5; 315)=11,94;
p<0,0001]. El dia 2, se colocd un par UN-TR durante 5 min en el contexto de entrenamiento
(CTX) sin presentacion del EVP. La ausencia del EVP durante la sesion de recordatorio de
s6lo 5 minutos, desencadena la labilizacion de la memoria y posterior reconsolidacion, ya
gue existe una discrepancia con las predicciones generadas por la memoria reactivada
(Pedreira, Perez-Cuesta et al. 2004; Frenkel, Maldonado et al. 2005; Sevenster, Beckers et
al. 2012; Pedreira y Romano 2013).

El segundo par UN-TR fue colocado durante 5 minutos en el contexto de
entrenamiento y recibié 1 ensayo con el EVP (CTX+EVP). El recordatorio reforzado evitaria
el ingreso a un proceso de labilizacion y reconsolidacion porque se cumplen con la
expectativas de la memoria reactivada (Pedreira, Perez-Cuesta et al. 2004; Pedreira y
Romano 2013). El par CTX+EVP sirve a su vez para confirmar que no hubo expresion de
memoria 24 h después de un protocolo de entrenamiento débil (no hubo diferencias
significativas entre los grupos UN y TR en el Dia 2, Figura 3.2, TRICTX+EVP vs.
UN/CTX+EVP, t(58)=-0,68; p=0,59).

Inmediatamente después de la sesion de recordatorio, todos los animales se privaron
de agua durante 2 horas. Este tratamiento ha mostrado ser “facilitador” de la memoria
durante las fases de consolidacién, recuperacién y reconsolidacion de este paradigma
(Frenkel, Freudenthal et al. 2002; Frenkel, Maldonado et al. 2005; Frenkel, Maldonado et al.
2005). El dia 3, todos los animales fueron colocados en el contexto de entrenamiento y
testeados con un ensayo de EVP [Fgp0(3; 126)=3,58; p=0,016]. La respuesta de escape no
mostro diferencias entre TR/ICTX+EVP vs. UN/CTX+EVP (p=0,26). Por el contrario, se reveld
retencion de memoria para los grupos TR/CTX vs. UN/CTX (p<0,01), de acuerdo con la
interpretacion de que el dia 2 una traza de memoria podria ser reactivada y la memoria
podria ser modulada positivamente por la privacion de agua durante la reconsolidacion. No
se encontr6 diferencia entre los grupos no entrenados (UN/CTX vs. UN/CTX+EVP, p=0,85).

Asi, después de un entrenamiento débil, incluso cuando la expresion de la memoria no se
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observa (Dia 2), un proceso de reconsolidacion se activa si se cumple la condicidon de que la
presentacion del contexto de entrenamiento no se refuerce durante la sesion de recordatorio.
Estos resultados replican hallazgos previos (Frenkel, Maldonado et al. 2005), mostrando que
aunque los animales no expresan la memoria en el comportamiento 24 h después de un
protocolo de entrenamiento débil, la memoria persiste y puede ser reactivada (Delorenzi,
Maza et al. 2014).

Protocolo de entrenamiento deébil
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Figura 3.2 Memoria de largo término luego de un protocolo de entrenamiento débil,
disociacion entre la expresion y la persistencia de la memoria. A la izquierda: esquema del
procedimiento experimental. Todos los animales fueron inyectados 15 minutos antes del
entrenamiento (Dia 1) con solucion salina. A la derecha: Dia 1, respuesta de escape de dos
grupos entrenados con un protocolo débil a lo largo de los ensayos de la sesién de
entrenamiento. Dia 2 - Sesion Recordatorio: 24 h después del entrenamiento todos los
animales fueron re-expuestos durante 5 min al contexto de entrenamiento. Al final de este
periodo, los grupos CTX + EVP recibieron un ensayo al EVP (simbolos blancos), la expresion
de memoria no se reveld debido al entrenamiento débil; los grupos CTX (simbolos oscuros)
terminaron la exposicion sin la presentacion del EVP. Después de la sesion de recordatorio,
todos los animales fueron privados de agua. Dia 3 - Sesién de testeo: se revel6 la expresion
de memoria para los grupos CTX (**p<0,01) pero no para los grupos CTX+EVP (n = 30-35 en
cada grupo) (replicado de (Frenkel, Maldonado et al. 2005)). Abreviaturas idem Figura 3.1,
CTX: contexto de entrenamiento; p.a. 2h: privacion de agua por 2h. Las ordenadas muestran
la media £ ICgse, Lofus-masson d€ la respuesta de escape (log2 transformada) frente al EVP
durante el entrenamiento, y la media + error estandar para los dias 2 y 3.

Experimento 2: La administracién pre-entrenamiento de escopolamina afecta la expresiéon de
la memoria a largo término

El antagonista del receptor muscarinico colinérgico, escopolamina, tiene efectos
interferentes sobre los procesos de memoria en vertebrados e invertebrados, incluido el
paradigma de N. granulata (Ber6n de Astrada y Maldonado 1999; Caffaro, Suarez et al.
2012). Sin embargo, se ha mostrado en N. granulata (Caffaro, Suarez et al. 2012) y también
en ratones (Blake, Boccia et al. 2012) que los efectos interferentes de la escopolamina se
deben a la interrupcién de la expresion de la memoria de largo término en lugar de la

interferencia con los mecanismos relacionados con la persistencia de la memoria. Cuando la

39



Reactivacion de memoria independientemente de su expresion comportamental: correlatos
neurofisioldgicos de trazas persistentes - Experimentos comportamentales

escopolamina se inyecta inmediatamente antes o después del entrenamiento, hay una traza
de memoria persistente que no se expresa a largo término, pero que puede ser reactivada
por recordatorios apropiados, de la misma manera que se mostr6é anteriormente para la traza
de memoria generada después de un entrenamiento débil. En este experimento se revalida
el resultado de la escopolamina obtenido por Caffaro et al. (2012), pero en condiciones de
entrenamiento que se utilizan durante los registros neuronales de imaging de calcio. El
protocolo de entrenamiento utilizado por Caffaro et al. (2012), difiere ligeramente del utilizado
aqui, en el hecho de que un cambio en la iluminacién del contexto de entrenamiento anticipa
en pocos segundos la estimulacién con el EVP (Fustifiana, Carbo Tano et al. 2013). Aqui se
realiz6 una réplica en condiciones modificadas para revalidar que el efecto de interferencia
de la escopolamina sobre la expresion de la memoria de largo término también se da en las
condiciones de entrenamiento utilizado en los experimentos de imaging. La adaptacion del
protocolo y la validacion del resultado anterior fue una condicién necesaria para poder

comparar los resultados de comportamiento con los de imaging.

Se administr6 e0073copolamina (SCP) 0,1 pg/g antes del entrenamiento a dos pares
de grupos UN-TR. Un ANOVA con medidas repetidas sobre el factor ensayo no mostr
diferencias significativas entre los grupos entrenados [Fguo(1; 62)=0,618; p=0,43] y si un
efecto significativo de ensayo [Fensayo(13,07; 810,56)=30,13; p<0,0001, £=0,93; correccion de
Huynh-Feldt por violacion del supuesto de esfericidad] (Figura 3.3, Dia 1, no se muestran
grupos no entrenados). La memoria se evalud el Dia 2 sobre la base de la respuesta de

escape de los animales que recibieron el recordatorio reforzado (CTX+EVP).

Como se demostré previamente para los animales inyectados con escopolamina
antes del entrenamiento (Berén de Astrada y Maldonado 1999), no se observé memoria a
pesar del fuerte entrenamiento [TR-SCP/CTX+EVP vs. UN-SCP/CTX+EVP, t(62)=0,34;
p=0,73] (Figura 3.3, Dia 2). El segundo par de grupos UN-TR recibié el recordatorio no
reforzado que desencadena la reconsolidacion (grupos CTX). Inmediatamente después de la

sesion de recordatorio, todos los grupos fueron privados de agua durante 2 h.

La evaluacion de memoria en el Dia 3 [Fgupo(3; 124)=2,32; p=0,07], no mostro
diferencias entre los grupos que recibieron el recordatorio reforzado en el dia 2 (TR-
SCP/CTX+EVP vs. UN-SCP/CTX+EVP, p=0,40) y no hubo diferencias entre los grupos no
entrenados (UN-SCP/CTX vs. UN-SCP/CTX+EVP, p=0,77). Sin embargo, la retencion de la
memoria se revel6 el Dia 3 entre los animales que habian sido expuestos a condiciones que
desencadenan la reconsolidacion durante la sesion de recordatorio en el dia 2 (p<0,05, para
TR-SCP/CTX vs. UN-SCP/CTX, Figura 3.3, dia 3). Por lo tanto, cuando la escopolamina se

administra antes del entrenamiento, hay una memoria persistente, que no se expresa, pero
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es reactivada y labilizada por el recordatorio que desencadena la reconsolidacion. Estos
resultados obtenidos con escopolamina estan en linea con los de Caffaro et al. (2012) y

validan el entorno experimental que se utilizara en los siguientes experimentos de imaging de

calcio.
Protocolo entrenamiento fuerte (SCP 0,1ug/g)
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Figura 3.3 Memoria de largo término luego del tratamiento con escopolamina, disociacion
entre la expresion y la persistencia de la memoria. A la izquierda: esquema del procedimiento
experimental. Los grupos fueron entrenados con un protocolo fuerte y todos los animales
inyectados con escopolamina (SCP, 0.1 ug/g) pre entrenamiento. A la derecha: Dia 1,
respuesta de escape de dos grupos entrenados con un protocolo débil a lo largo de los
ensayos de la sesion de entrenamiento. Dia 2 - Sesion Recordatorio: 24 h después del
entrenamiento todos los animales fueron re-expuestos durante 5 min al contexto de
entrenamiento. Al final de este periodo, los grupos CTX+EVP recibieron un ensayo al EVP
(simbolos blancos), la expresion de memoria no se reveld debido al entrenamiento débil; los
grupos CTX (simbolos oscuros) terminaron la exposicion sin la presentacion del EVP.
Después de la sesion de recordatorio, todos los animales fueron privados de agua. Dia 3 -
Sesion de testeo: se reveld expresion de memoria en el Dia 3 entre los grupos CT (p<0,05;
todos los grupos: n=32) pero no en los grupos CT+EVP tanto en el Dia 2 como en el dia 3.
Abreviaturas idem figuras anteriores.

Experimento 3: El antagonista de los receptores NMDA, MK-801, interfiere con la

persistencia de la memoria de largo término

La activacion de los receptores NMDA es crucial en los procesos de memoria en
varios paradigmas de memoria (Tsien, Huerta et al. 1996; Roberts y Glanzman 2003; Mussig,
Richlitzki et al. 2010). En N. granulata, la administracion previa al entrenamiento del
antagonista del receptor NMDA, MK-801 (1,0 pg/g), tiene efectos interferentes sobre la
memoria de largo término sin efectos evidentes durante el entrenamiento (Troncoso y
Maldonado 2002). En este experimento se pone a prueba la hipétesis de que, en contraste
con el efecto de la escopolamina 0,1 ug/g, pero similar a los efectos de la cicloheximida,
actinomicina y escopolamina 5,0 pg/g (Frenkel, Suarez et al. 2010; Caffaro, Suarez et al.
2012), el bloqueo de los receptores NMDA interfiere con los mecanismos implicados en la

generacion de una memoria persistente (i.e., la consolidacion).
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Se administr6 MK-801 (1,0 pg/g) (MK801) antes del entrenamiento en dos pares de
grupos UN-TR. No se revelaron diferencias entre los grupos TR durante el entrenamiento
(Figura 3.4, Dia 1). Un ANOVA con medidas repetidas sobre el factor ensayo no mostré
diferencias significativas entre los grupos entrenados [Fgpo(1; 50)=0,15; p=0,69] y si, un
efecto significativo del ensayo [Fensayo(9,26; 463)=22,04; p<0,0001, £=0,66; correccion de

Greenhouse-Geisser por la violacion del supuesto de esfericidad].

Como se esperaba (Troncoso and Maldonado 2002), los grupos inyectados con MK-
801 no mostraron retencién de memoria en la sesion de recordatorio que incluyo al EVP (TR-
MK/CTX+EVP vs. UN-MK/CTX+EVP, 1(50)=0,95; p=0,34; Figura 3.4, Dia 2). El segundo par
de grupos UN-TR recibié el recordatorio sin EVP, lo cual podria desencadenar la
reconsolidacion en caso de que hubiese una memoria que se activa pero no se expresa (par
de grupos CTX). Inmediatamente después de la sesion de recordatorio, los cuatro grupos

fueron privados de agua durante 2 h.

Durante la sesién de testeo en el Dia 3 [Fgrp0(3; 100)=2,12; p=0,10] no se observaron
diferencias dentro de los pares UN-TR, TR-MK/CTX+EVP vs. UN-MK/CTX+EVP (p=0,61), ni
para los grupos no entrenados, UN-MK/CTX frente a UN-MK/CTX+EVP (p=0,09) (Figura 3.4,
dia 3). En este caso, no se reveld retencion de memoria para el grupo TR-MK/CTX (p=0,68
para TR-MK/CTX frente a UN-MK/CTX). Este resultado apoya la hipétesis de que el efecto
interferente del bloqueo del receptor NMDA se debe a la interferencia con mecanismos
relacionados con la persistencia de la memoria, ya que no se obtuvo evidencia de una traza

de memoria que pudiera ser reactivada y labilizada por el recordatorio en el Dia 2.

Protocolo entrenamiento fuerte (MK801 1,0 pg/g)

Sesion de Sesion de Sesién de
entrenamiento recordatorio evaluacion
Dia1 Dia 2 Dia3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
1
&S UN CTX+EVP g
— — ]
CTX+EVP / — , 3 10 10 ]
O TR 24 h A 24n 1) 9 0
p.a. 4]
2h ©
o] 8 8
?
g 7 7
CTX Q
€@ UN — § 6 6
A— e — -
CTX / 24h A 24n 1 5 10 15
B TR p.a 5 5
h ensayo

Figura 3.4 Memoria de largo término luego del tratamiento con el antagonista de receptores
NMDA, MK-801, disociaciéon entre la expresion y la persistencia de la memoria. A la
izquierda: esquema del procedimiento experimental. Los grupos fueron entrenados con un
protocolo fuerte y todos los animales inyectados con MK-801 (1,0 pug/g) pre entrenamiento. A
la derecha: Dia 1, respuesta de escape de dos grupos entrenados con un protocolo débil a lo
largo de los ensayos de la sesion de entrenamiento. Dia 2 - Sesidbn Recordatorio: 24 h
después del entrenamiento todos los animales fueron re-expuestos durante 5 min al contexto
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de entrenamiento. Al final de este periodo, los grupos CTX+EVP recibieron un ensayo al
EVP (simbolos blancos), la expresion de memoria no se revel6 debido al entrenamiento
débil; los grupos CTX (simbolos oscuros) terminaron la exposicion sin la presentacion del
EVP. Después de la sesion de recordatorio, todos los animales fueron privados de agua. Dia
3 - Sesion de testeo: no se reveld expresidon de memoria para ninguno de los grupos (todos
los grupos: n=26). Abreviaturas idem figuras anteriores.

Experimento 4: La expresion de memoria a corto término pudo revelarse en todos los grupos
experimentales

Para todos los grupos experimentales, incluyendo animales con entrenamiento débil y
animales con entrenamiento fuerte junto a diferentes tratamientos farmacolédgicos, se
encontré una reduccién significativa en la respuesta de escape a largo de los ensayos de
entrenamiento (Figura 3.5). Este hecho de que la memoria a corto término en el ensayo de
testeo 30 min después del entrenamiento se revelara en todos los grupos, sugiere que los
tratamientos no estarian afectando la adquisicion de la memoria a pesar de ser aplicados

pre-entrenamiento.

Para el grupo entrenado con protocolo fuerte (PEF-Vehiculo, Figura 3.5 i) se reveld
un efecto de ensayo significativo [Fensayo(7,99; 247,72)=11,58; p<0,001; £=0,57; correccion de
Greenhouse-Geisser]; no se encontraron diferencias para el primer ensayo entre grupos TR
y UN (p=0,46). Los cangrejos entrenados exhibieron memoria de corto término revelada
como una reduccion significativa en la respuesta de escape en el grupo TR en comparacion
con el grupo UN [t(62)=4,81; p<0,001]; n=32 cada grupo.

Para el grupo entrenado con protocolo débil (PED-Vehiculo, Figura 3.5 ii) se revel6 un
efecto de ensayo significativo [Fensayo(3,72; 115,53)=7,04; p<0,001; £=0,74; correccion de
Greenhouse-Geisser]; no se encontraron diferencias en el primer ensayo entre grupos TR y
UN (p=0,35). Los cangrejos entrenados exhibieron memoria de corto término revelada como
una reduccion significativa en la respuesta de escape en el grupo TR en comparacion con el
grupo UN [t(62)=2,77; p=0,007]; n=32 cada grupo.

Para el grupo entrenado con protocolo fuerte con escopolamina 0,1 ug/g (PEF
ISCP 0,1pg/g, Figura 3.5 iii) se revel6 un efecto de ensayo significativo [Fensayo(14,
434)=13,76; p<0,001]; no se encontraron diferencias para el primer ensayo entre grupos TR
y UN (p=0,84). Los cangrejos entrenados exhibieron memoria de corto término revelada
como una reduccidn significativa en la respuesta de escape en el grupo TR en comparacion
con el grupo UN [t(62)=3,62; p<0,001]; n=32 cada grupo.

Para el grupo entrenado con protocolo fuerte con escopolamina 5,0 ug/g (PEF/SCP
5,0ug/g, Figura 3.5 iv) se reveld6 un efecto de ensayo significativo [Fensayo(6,85;

253,70)=11,12; p<0,001; €=0,48; correccion de Greenhouse-Geisser]; no se encontraron
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diferencias para el primer ensayo entre grupos TR y UN (p=0,93). Los cangrejos entrenados
exhibieron memoria de corto término revelada como una reduccion significativa en la
respuesta de escape en el grupo TR en comparacion con el grupo UN [t(74)=2,46; p=0,015];

n=38 cada grupo.

Para el grupo entrenado con protocolo fuerte con MK-801 1,0 ug / g (PEF/MK-801 1,0
ug/g) (Figura 3.5 v) se revel6 un efecto de ensayo significativo [Fensayo(8,52; 238,75)=11,62;
p<0,001; €=0,60; correccion de Greenhouse-Geisser]; no se encontraron diferencias en el
primer ensayo entre grupos TR y UN (p=0,98). Los cangrejos entrenados exhibieron memoria
de corto término revelada como una reduccion significativa en la respuesta de escape en el

grupo TR en comparacion con el grupo UN [t(56)=2,46; p<0,001]; n=29 cada grupo.

En particular, se observd que en el grupo que recibidé un entrenamiento fuerte con
escopolamina 5,0 pg/g, la disminucion en la respuesta de escape durante el entrenamiento
es notablemente menor que para otros tratamientos (Figura 3.5 iv). Este efecto no se ha
encontrado en Caffaro et al. (2012), probablemente debido a que en ese trabajo los animales
fueron entrenados con un protocolo ligeramente diferente en el cual un cambio en la
iluminaciéon del contexto anticipa el ensayo de entrenamiento produciendo una fuerza

asociativa més fuerte entre el contexto y EVP (Fustifiana, Carbo Tano et al. 2013).
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Figura 3.5 Testeo de memoria de corto término. Respuestas de escape obtenidas en grupos
experimentales que fueron llevados a cabo en paralelo con los experimentos de imaging de
calcio. Las inyecciones sistémicas de vehiculo o drogas se aplicaron 15 minutos antes del
entrenamiento. Durante el entrenamiento se muestra para el grupo entrenado (TR) y el grupo
no entrenado (UN) que recibid sélo un ensayo con el EVP. Un testeo de la memoria de corto
término se llevdo a cabo 30 minutos después del final del entrenamiento. Las gréficos
muestran la respuesta de escape media (log2 trasformada) + error estdndar para sesién de
testeo 0 + ICgsy Lofius-Masson Para ensayos de entrenamiento. La memoria a corto término se
reveld en todos los grupos experimentales. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; prueba de t para
muestras independientes.
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Experimento 5: Un estimulo mecanico no evoca respuesta de escape

Con el fin de utilizar un estimulo de naturaleza diferente al EVP durante los
experimentos de imaging de calcio que seran abordados en la seccién siguiente, se optd por
la utilizaciéon de un estimulo mecanico, que consistid en pulsos de gas nitrégeno en la parte
dorsal-posterior del caparazén del cangrejo. Dado que la intencion del estimulo mecénico es
utilizarlo como control, en este experimento se evalud si este estimulo desencadena una
respuesta comportamental de escape como lo hace el EVP. Para ello, se utiliz6 un simulador
de caminata conocido en el paradigma de N. granulata como “rodillo”. Un esquema del
dispositivo puede verse en la Figura 3.6 A. El simulador se utilizé previamente para investigar
la orientacién del movimiento en el mismo cangrejo y también en ensayos de memoria
(Medan, Oliva et al. 2007; Oliva, Medan et al. 2007; Andina 2015). En pocas palabras, los
cangrejos se unieron a una barra liviana pegada ortogonalmente a su caparazon en su parte
dorsal. La barra se introdujo dentro de una guia de metal donde se podia deslizar hacia
arriba y hacia abajo con poca friccién. Esto permite al animal sentir su propio peso y asi
adoptar su postura natural. La barra y la guia son de secciones cuadradas, lo que impide
movimientos de rotacién. El cangrejo esta parado encima de un cilindro o rodillo. La rotacion
del cilindro provocada por desplazamientos laterales del cangrejo, fue registrada por un raton
de computadora conectado una pc que codificé la distancia recorrida por el rodillo como
consecuencia del movimiento del animal. Los estimulos se presentaron como se describe en

el Capitulo 2.

Los resultados se muestran en la Figura 3.6 B. Como era de esperar, el EVP
desencadena una respuesta de escape que puede verse como un aumento de la respuesta
de escape en el rodillo durante la presentacion del estimulo (prueba de t de medidas
repetidas, respuesta de escape durante el EVP vs. respuesta de escape pre EVP:
t(11)=3,35; p<0,01). Durante el estimulo mecéanico, sin embargo, no se observé una
diferencia en la respuesta de escape como consecuencia de la estimulacién (t(11)=-0.45;
p=0,33).
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Figura 3.6 Respuesta de escape provocada por el EVP y el MEC. (A) Esquema del simulador
de caminata conocido como rodillo y ubicacién del cangrejo. (B) Media (+ error estandar) de
la respuesta de escape en unidades arbitrarias obtenidas mediante la presentacion del EVP
y la MEC. Pre EVP o MEC corresponden a la actividad basal anterior a la presentacion del
estimulo (n=12). Prueba de t de medidas repetidas, **p<0,01. MEC: estimulo mecanico, EVP:
estimulo visual de peligro.

3.3 Plasticidad neuronal relacionada con el aprendizaje en la médula
terminal

En N. granulata, los l6bulos visuales u épticos (localizados dentro de los pedunculos
opticos) comprenden la lamina, la médula, la I6bula y el protocerebro lateral (Figura 1.2 y
Figura 3.7). El protocerebro lateral comprende a su vez varios neuropilos discretos
incluyendo a los altamente interconectados, médula terminal y cuerpo hemielipsoide (Derby y
Blaustein 1988; Sandeman, Sandeman et al. 1992; Wolff, Harzsch et al. 2012). La médula
terminal es la estructura, dentro de los pedunculos épticos, mas proximal al cerebro central
en cangrejos de rio, langostas, cangrejos y camarones (Derby y Blaustein 1988; Sandeman,
DeForest et al. 2002; McKinzie, Benton et al. 2003); es un término genérico usado para
varios neuropilos estrechamente empaquetados que reciben informacién desde los
neuropilos visuales ipsi y contralateral y del cuerpo hemielipsoide entre otros (Blaustein,
Derby et al. 1988; Sullivan y Beltz 2001). Basadndose en los inputs de diversas modalidades
sensoriales, la médula terminal y el cuerpo hemielipsoide - junto con el I6bulo accesorio en el
cerebro central - han sido considerados centros de integraciébn de orden superior,
potencialmente involucrados en funciones cognitivas superiores como aprendizaje y memoria

(Sandeman, Kenning et al. 2014).
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Con el fin de evaluar cambios la actividad neuronal en la médula terminal
relacionados con la memoria durante la adquisiciébn y en un testeo de memoria a corto
término, se realizd una tincién de las neuronas en la médula terminal. Para ellos se insertd
un cristal del colorante sensor de calcio CalciumGreen-1 dextrano en una posicién postero-
lateral del protocerebro lateral, en el lado opuesto del cuerpo hemielipsoide (ver 3.3.1y 2.2.2
), con el objetivo de obtener imagenes de las sefales de calcio de las neuronas en el area

dorsal de la médula terminal.

3.3.1 Materiales y métodos
Los registros de imaging se calcio se realizaron en la médula terminal. La preparacién

se realiz6 como se describe en el Capitulo 2, Experimentos de imaging de calcio in vivo

El area aproximada de tincién se muestra en la Figura 3.7. Raramente se observaron
somas marcados. Luego de los registros los tejidos fueron disecados y fijados en
paraformaldehido 4% en buffer fosfato salino (PBS) 0,01 M durante 8-12 horas. El tejido fue
lavado sucesivas veces con PBS 0,01 M. Los tejidos fueron deshidratados en soluciones de
etanol crecientes en PBS ( 50, 70, 80, 90, 96, 100 %) y luego montados en metilsalicilato
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Frenkel, Dimant et al. 2010). La fluorescencia en los
tejidos fijados fue observada con un microscopio confocal (Olympus FV 300, Japdn) con un
laser de argdn de 488nm, un objetivo UplanFI 20X (NA 0,5), un cubo dicroico SDM 570 y un
filtro de emision BA510 (Olympus Optical). El tamafio del pixel fue de 0,69 um. Los datos
fueron obtenidos a través del software FluoView y guardados en un formato TIFF de 12 bits.
El brillo y contraste de las imagenes fueron ajustados usando el software ImageJ (ImageJ,
Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). La funcién de proyeccion de intensidad
méaxima fue usada para la creacion de las imagenes apiladas. La Figura 3.7 E muestra un
ejemplo de las imagenes obtenidas en donde se muestra procesos neuronales en la médula
terminal que fueron tefiidos con CalciumGreen-1. La Figura 3.7 F muestra al cuerpo
hemielipsoide que esta localizado al menos 100 um por debajo del plano registrado en la

médula terminal, al otro lado en el protocerebro lateral.
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Figura 3.7 Preparacion del cangrejo para los experimentos de imaging de calcio. (A)
Cangrejo sostenido en un soporte ad hoc y sus quelas restringidas con una banda elastica
(punta de flecha). Los pedunculos 6épticos (flecha) se reclinan hacia abajo como
consecuencia de la inmovilizacion producida por el agua fria. (B) Pedunculo 6ptico izquierdo
fijado en la posicion. (C) Protocerebro lateral (PL) al que se accede a través de una ventana
cortada en la cuticula. Se eliminé el tejido conectivo y los musculos y se corté el neuroepitelio
gue se adhirio a los bordes de la cuticula. Alrededor de la ventana se realizé previamente un
contenedor con cemento dental para la superfusion de soluciéon de Ringer. (D) Esquema de
montaje que muestra los neuropilos en el peddnculo 6ptico y el punto en el que se inserto el
cristal de CalciumGreen-1 dextrano (estrella). El rectangulo sombreado y el detalle ilustran el
area registrada durante los experimentos. (E) Imagenes confocales obtenidas de tejido fijado
donde se puede observar un ejemplo de los elementos tefiidos. La imagen corresponde a
una proyeccion de secciones que incluyen el area registrada (ilustrada aproximadamente por
linea punteada) correspondiente a la médula terminal (MT). La flecha apunta hacia el lugar
donde el capilar con el colorante fue insertado. (F) Proyeccion de imagenes al nivel del
neuropilo del cuerpo hemielipsoide, situado al menos 100 micrometros debajo el plano focal
de la médula terminal registrado (E-F abajo: profundidad (um) de las im&genes confocales).
TP: tracto protocerebral, PL: protocerebro lateral, MT: médula terminal, LO: l6bula, gs:
glandula del seno, CH: cuerpo hemielipsoide. Las referencias D: dorsal, A: anterior, L: lateral
y M: medial, se toman con el peddnculo 6ptico en la postura erguida en el animal intacto
(Sztarker, Strausfeld et al. 2005).

Los registros de imaging fueron realizados con un objetivo de inmersién en agua 20X,
apertura numérica (NA) 0,95 (Olympus). La tasa de adquisicién de imagenes fue de 10 Hz y
la duracion de cada registro fue de 20 segundos (200 imagenes). Un esquema del protocolo
utilizado se muestra en la Figura 3.8, junto con los estimulos EVP y MEC, y su presentacion

a lo largo de los registros.

Los andlisis fueron realizados con el software FlJl/Imaged. Para la visualizacién de

los patrones espaciales de %AF/F, se realizaron imagenes en escala de falsos colores que
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representan el maximo valor de %AF/F registrado para cada pixel durante los 3 s post inicio
del estimulo.
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Figura 3.8 Detalle de los ensayos de estimulos y el protocolo de entrenamiento durante los
experimentos de imaging. (A) Estimulo de peligro visual (EVP). lzquierda, imagen que
muestra el cangrejo posicionado en el microscopio y la posicion del EVP. Se observa la
postura erguida del ojo contralateral estimulado (recuadro). Derecha, esquema que muestra
la sincronizacion de los dos ciclos de un ensayo EVP con el registro de imagenes. (B)
Estimulo mecanico (MEC). Izquierda, imagen que muestra el cangrejo posicionado en el
microscopio y el inyector de aire (MEC). Derecha, esquema mostrando los pulsos de un
ensayo con el MEC. (C) Esquema que ilustra el protocolo de entrenamiento y la secuencia
de ensayos con MEC y EVP durante los experimentos.

El area de interés (AOI) para cada animal fue creada de manera semiautomatica de
acuerdo al siguiente procedimiento: las imagenes representando el promedio de %AF/F
durante los primeros 2 segundos luego del inicio del estimulo fueron procesadas con un filtro
gaussiano (sigma=2) y binarizadas con un umbral de 5 veces el desvi6 estandar. Los pixeles
definidos por encima de ese umbral constituyeron el area de actividad para cada ensayo. El

area de mayor tamafio obtenida para cada cangrejo a lo largo de todos los ensayos fue
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usada como mascara para definir el AOI que fue usada en ese sujeto experimental. Por lo
tanto, el cambio de actividad a lo largo de los ensayos fue calculado promediando el valor de
%AF/F de los pixeles dentro del AOIs. Asi, un valor promedio de respuesta de calcio en la

médula terminal fue obtenido para cada cangrejo durante cada ensayo.

3.3.2 Andlisis estadisticos

Los datos de imaging de calcio de los ensayos con EVP usados para las
comparaciones estadisticas correspondieron a la suma de los valores positivos de %AF/F de
los cuadros 30-72 (primer ciclo del EVP) y 73-115 (segundo ciclo del EVP) (ver Figura 3.8).
Para los ensayos de estimulos mecanicos, los datos corresponden a los cuadros 30-40
(primer pulso del MEC) y 63-73 (segundo pulso del MEC). Las sefiales de calcio en
respuesta al EVP fueron analizadas con un ANOVA de medidas repetidas para el factor
ensayo, seguido de comparaciones de Fisher least significance difference (LSD) para
comparar entre testeo y ensayos de entrenamiento en cada grupo de manera independiente.
En los casos en que se viol6 el supuesto de esfericidad de la prueba de medidas repetidas,
se realizaron correcciones de Greenhouse-Geisser o de Huynh-Feldt de acuerdo al valor de
épsilon (e<0,75 o €>=0,75 respectivamente)(Girden 1992). Los datos mostrados
corresponden a la media + IC 95% Loftus-Masson. Una prueba de t de student para analisis
de muestras dependientes fue utilizada en los casos que soOlo dos ensayos fueron
analizados. Las respuestas frente al MEC fueron comparadas usando una prueba de t para
muestras dependientes, MEC pre (primer ensayo) vs. MEC post. Para la comparacion de los
patrones espaciales de activacién, se calculd un valor de R de Pearson entre las imagenes
de falsos colores obtenidas considerando el promedio de areas de 7x7 pixeles
(aproximadamente 10,2x10,2 micrémetros) usando el plug-in de ImageJ Image CorrelationJ
(Chinga y Syverud 2007). Los valores de R entre condiciones fueron analizados con un test

de signos para muestras de tamafio pequefio como se describe en (Siegel y Castellan 1988).

3.3.3 Resultados

Experimento 6
6.1 - Actividad en la médula terminal durante un entrenamiento fuerte

Se analizaron las sefiales de calcio en respuesta al EVP a lo largo del protocolo de
entrenamiento y en respuesta a la estimulacién mecanica (MEC), la que se utilizé como un
estimulo control. Se realizaron registros de imagenes de calcio a lo largo de todos los
ensayos del entrenamiento y durante el testeo a corto término (ver Figura 3.8 para detalles
de los estimulos y secuencia del protocolo de adquisicion). Las respuestas al EVP percibido

a través del ojo contralateral y al MEC se registraron en la médula terminal.
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La Figura 3.9 muestra las mediciones de las sefiales de calcio en un animal
representativo de cada grupo durante el entrenamiento y en el testeo a corto término (30
min). La Figura 3.9 A corresponde a imagenes en escala de falsos-colores que muestran un
cambio relativo en la fluorescencia (sumatoria de %AF/F), provocada por el primer y el
segundo ciclo del EVP y el MEC. Como se observa, los dos ciclos de cada ensayo
provocaron sefiales de calcio distinguibles que son evidentes por los dos picos de actividad
(Figura 3.9 B). El andlisis de las sefales de calcio se disefié sobre la base de un area de
interés (AOI) ubicada en la region de la médula terminal en el que una respuesta de calcio

fue superior a la actividad de base en cualquiera de los ensayos registrados (Seccion 3.3.1).

La Figura 3.9 B muestra el detalle temporal de la sefial de calcio registrada en el AOI
para el animal y el ensayo, respectivamente, mostrados en la Figura 3.9 A. Segun el
postulado de que la médula terminal recibe entradas de diversas modalidades sensoriales,
tanto el EVP como el estimulo mecanico desencadenan respuestas de calcio. Sin embargo,
es interesante observar en este punto que, como se mostro en el experimento anterior (4) el
estimulo mecanico, a diferencia del EVP, no provoca la respuesta de escape, apoyando asi
la interpretacién de que la sefial medida en la médula terminal no es un mero predictor de un

comportamiento en particular del animal.

La suma de la media de %AF/F en el AOI, a lo largo de la estimulacion durante cada
ciclo EVP y del pulso MEC, se utiliz6 para analizar cambios relacionados con el
entrenamiento en las sefales calcio (Figura 3.9). En el grupo de entrenamiento fuerte (15
ensayos) se encontré que las sefiales de calcio en la médula terminal, provocadas por el
EVP, disminuyeron durante el entrenamiento, lo cual durd hasta el ensayo de testeo. Un
ANOVA de una via de medidas repetidas mostr6 un efecto de ensayo para ambos ciclos de
EVP: primer ciclo [Fensao(3; 15)=17,36; p<0,001], segundo ciclo [Fensayo(3;15)=11,72;
p<0,001]). La Figura 3.9 A-B muestra un ejemplo representativo de la reduccion de la
respuesta a lo largo del entrenamiento y durante el ensayo de testeo (30 min después del
final del entrenamiento). La reduccion de la sefial de calcio al EVP fue evidente a lo largo de
la sesion de entrenamiento. Para el ensayo de testeo se encontré una diferencia significativa
en comparacion con el primer ensayo de entrenamiento para el segundo ciclo (p<0,01), pero
no para el primer ciclo (p=0,27) (Figura 3.9 Ci-ii). Esta disminucion mas pronunciada de las
sefales de calcio en el segundo ciclo de los ensayos EVP esta de acuerdo con los cambios
descritos anteriormente en las respuestas de las neuronas gigantes de la lébula (NGL)
(Tomsic, Berén de Astrada et al. 2009). Sorprendentemente, se encontré un aumento de las
sefales de calcio provocadas por el MEC (estimulo considerado control) en el testeo a corto
término (Figura 3.9 Ciii); primer pulso MEC [t(5)=-4,62; p<0,01], segundo pulso [t(5)=-3,76;
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p<0,05]. El sentido opuesto de los cambios en las sefiales de calcio obtenidos por el EVP y
el MEC apoya la interpretacion de que los cambios fueron inducidos por el entrenamiento y
no por una mera disminucién dependiente del tiempo de las sefiales tales como cambios en

la distribucién del colorante, fotoblanqueo o fototoxicidad.
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Figura 3.9 Respuestas de calcio en la médula terminal durante el protocolo de entrenamiento
fuerte y testeos en el corto término. La figura incluye un ejemplo de los registros de un
cangrejo (A, B). (A) Imagenes en escala de falsos colores que representan la sumatoria de
%AF/F para cada pixel durante ciclos de estimulacién, primera fila: ler ciclo, segunda fila:
2do ciclo. La linea negra superpuesta en las imagenes delinea el AOI para ese ejemplo.
Barra de escala, 50 um. (B) Dindmica de calcio durante los ensayos. Las curvas representan
el detalle temporal de la media %AF/F en el AOI durante los registros para el mismo ejemplo
de las imagenes de A. El area sombreada debajo de las curvas corresponde a la suma de
%AF/F considerada para los andlisis cuantitativos. Los triAngulos o rectdngulos negros
indican la estimulacion, EVP o MEC respectivamente. (C) Se muestra media + ICgso, 1 oftus-
masson d€ la sumatoria de %AF/F provocada por el primer (Ci) o el segundo ciclo (Cii) del EVP;
s6lo se muestran los ensayos 1, 6, 15 y testeo. (Ciii) Sumatoria de %AF/F provocado por el
primer y el segundo pulso de la MEC; “pre” se refiere al primer ensayo MEC antes del
entrenamiento y “post” al ensayo MEC después del testeo con el EVP. Comparaciones de
Fisher LSD post hoc, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05; Diferencias significativas con su
correspondiente primer ensayo EVP o con el ensayo MECpre (n=6).

Por otra parte, la interpretacion de que los cambios fueron inducidos por el
entrenamiento se apoya en el hecho de que no se encontro ningin cambio en las sefales de

calcio en un grupo no entrenado, ni para el EVP ni el MEC (Figura 3.10); primer ciclo de EVP
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[t(4)=-0,37; p=0,72], segundo ciclo [t(4)=-0,49; p=0,65], primer pulso MEC [t(4)=-2,25;
p=0,087], segundo pulso de MEC [t(4)=-1,14; p=0,32].
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Figura 3.10 Respuestas de calcio en la médula terminal en un grupo no entrenado con el
EVP. La figura incluye un ejemplo de los registros de un cangrejo (A, B). Este grupo recibi6 1
ensayo EVP + 1 ensayo de testeo. (A) Imagenes en escala de falsos colores que
representan la sumatoria de %AF/F para cada pixel durante ciclos de estimulacion, primera
fila: ler ciclo, segunda fila: 2do ciclo. La linea negra superpuesta en las imagenes delinea el
AOI para ese ejemplo. Barra de escala, 50 um. (B) Dindmica de calcio durante los ensayos.
Las curvas representan el detalle temporal de la media %AF/F en el AOI durante los registros
para el mismo ejemplo de las imagenes de A. El area sombreada debajo de las curvas
corresponde a la suma de %AF/F considerada para los analisis cuantitativos. Los triangulos
o rectangulos negros indican la estimulacién, EVP o MEC respectivamente. (C) Se muestra
media + 1Cgs0 | oftus-masson d€ la sumatoria de %AF/F provocada por el primer (Ci) o el segundo
ciclo (Cii) del EVP; sélo se muestran los ensayos 1, 6, 15y testeo. (Ciii) Sumatoria de %AF/F
provocado por el primer y el segundo pulso de la MEC; “pre” se refiere al primer ensayo MEC
antes del entrenamiento y “post” al ensayo MEC después del testeo con el EVP. No se
encontraron diferencias significativas con su correspondiente primer ensayo EVP o con el
ensayo MECpre (n=5).

Un andlisis de correlacion entre los patrones espaciales de activacion evocados por
ambos tipos de estimulos no reveld cambios significativos de la correlaciéon entre los
patrones obtenidos intra (ensayo 1, 2 y testeo) o entre estimulos (MEC, EVP) (Figura 3.11).
Esto indicaria que los cambios producidos por el entrenamiento afectan principalmente la

intensidad de la sefial, pero no su disposicion espacial.
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Figura 3.11 Correlacién lineal de los patrones de respuesta espacial del calcio en la médula
terminal. (A) Ejemplo de patrones espaciales de actividad de la respuesta de calcio en la
médula terminal para MECpre (ensayo 1: MEC1, ensayo 2: MEC2) y MECpost y EVP en los
ensayos 1, 2 y ensayos de un animal entrenado con un protocolo fuerte. Las imagenes
representan el %AF/F maximo en los 3 segundos después del inicio del estimulo menos el
%AF/F promedio de los 600 ms (3 cuadros) antes del inicio del estimulo. Los valores que
conectan las imagenes corresponden al coeficiente de correlacion de Pearson calculado
entre las imagenes. (B) Media * error estdndar de los coeficientes de correlacion entre los
patrones de actividad medidos en los ensayos MEC y EVP de los cangrejos entrenados con
el protocolo fuerte. (i) Respuestas al MEC1 en comparacion con MEC2, EVP 1 o MECpost.
(i) Respuestas al estimulo visual EVP 1 en comparacion con EVP 2, EVP test o MEC1. Los
valores de R de Pearson entre comparaciones se analizaron mediante pruebas de signos
para muestras con bajo niumero de muestras como se describe en (Siegel y Castellan 1988),
se muestran los valores de p de una cola.

6.2 - Entrenamiento débil

Como se mostré en el experimento 1, un protocolo de entrenamiento débil de 6
ensayos induce una memoria a largo término que no se expresa, pero que puede ser
reactivada y labilizada a largo término. Es posible que 6 ensayos no sean suficientes para
inducir la disminucion de las sefiales de calcio mostradas después de 15 ensayos. Sin
embargo, considerando la persistencia de la memoria y la posibilidad de que una memoria se
exprese como caracteristicas separadas de la traza de la memoria, es posible que los
cambios en la médula terminal estén reflejando el desarrollo de sé6lo una de estas dos
caracteristicas. Para explorar esta posibilidad, se evalué la actividad de calcio en la médula

terminal evocada con un protocolo de entrenamiento débil.

Las sefiales de calcio de la médula terminal en respuesta a la EVP mostraron un
efecto de ensayo evidente (Figura 3.12) (ANOVA de una via de medidas repetidas, ensayos
1, 6 y testeo: primer ciclo EVP [Fensayo(2; 10)=10,29; p<0,01] y segundo ciclo [Fensayo(2;
10)=20,20; p<0,001]). Se encontraron diferencias entre el ensayo 1 y el ensayo 6 vy, en el

caso del testeo, una diferencia significativa para el segundo ciclo (p<0,01), pero no el primero
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(p=0,07). Por lo tanto, similar al protocolo de entrenamiento fuerte, el entrenamiento débil
indujo tanto una reduccién en la actividad neuronal provocada por EVP 30 min después del
entrenamiento como un aumento en la actividad desencadenada por el estimulo mecanico
(Figura 3.12 Ciii); Primer pulso MEC [t(5)=5,52; p<0,01] y segundo pulso [t(5)=-3,61; p<0,05].
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Figura 3.12 Respuestas de calcio en la médula terminal en un grupo con un protocolo de
entrenamiento débil. La figura incluye un ejemplo de los registros de un cangrejo (A, B). Este
grupo recibié 6 ensayos EVP + 1 ensayo de testeo (A) Imagenes en escala de falsos colores
gue representan la sumatoria de %AF/F para cada pixel durante ciclos de estimulacion,
primera fila: ler ciclo, segunda fila: 2do ciclo. La linea negra superpuesta en las imagenes
delinea el AOI para ese ejemplo. Barra de escala, 50 um. (B) Dinamica de calcio durante los
ensayos. Las curvas representan el detalle temporal de la media %AF/F en el AOI durante
los registros para el mismo ejemplo de las imagenes de A. El area sombreada debajo de las
curvas corresponde a la suma de %AF/F considerada para los andlisis cuantitativos. Los
triangulos o rectangulos negros indican la estimulacién, EVP o MEC respectivamente. (C) Se
muestra media * 1Cgsy 1 ofius-masson d€ 1a sumatoria de %AF/F provocada por el primer (Ci) o el
segundo ciclo (Cii) del EVP; s6lo se muestran los ensayos 1, 6, 15 y testeo. (Ciii) Sumatoria
de %AF/F provocado por el primer y el segundo pulso de la MEC; “pre” se refiere al primer
ensayo MEC antes del entrenamiento y “post” al ensayo MEC después del testeo con el
EVP. Comparaciones de Fisher LSD post hoc, **p<0,001, **p<0,01, *p<0,05; diferencias
significativas con su correspondiente primer ensayo EVP o con el ensayo MECpre (n=6).
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6.3 - Efecto de la escopolamina en los cambios inducidos por el entrenamiento en la

médula terminal

Como se mostro en el experimento 2, la escopolamina 0,1 pg/g permite la formacion
de una traza de memoria persistente que no se expresa, pero que puede ser reactivada y
labilizada (ver también (Caffaro, Suarez et al. 2012)). En un grupo de animales inyectados
con escopolamina 0,1 ug/g antes de un protocolo de entrenamiento fuerte, las sefiales de
calcio en la médula terminal en respuesta al EVP mostraron un efecto de ensayo significativo
(Figura 3.13) 1, 6, 15 y testeo: primer ciclo [Fensayo(3;12)=5,75; p<0,05], segundo ciclo
[Fensayo(3;12)=7,49; p<0,01]). La Figura 3.13 C muestra que la respuesta de calcio en los
ensayos 6, 15 y testeo fue menor que en el ensayo 1 para los ciclos primero y segundo del
EVP (p<0,01 en todos los casos). Similar a los grupos de entrenamiento fuerte y débil
inyectados con vehiculo, se encontré una reduccion en la actividad neuronal provocada por
el EVP después del entrenamiento y un aumento para el MEC que persiste al menos 30 min
después del entrenamiento (Figura 3.13 Ciii); primer pulso MEC [t(3)=-2,54; p=0,08],
segundo pulso [t(3)=-7,09; p<0,01].
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Figura 3.13 Respuestas de calcio en la médula terminal en un grupo con un protocolo de
entrenamiento fuerte tratado con escopolamina (0,1 pg/g). La figura incluye un ejemplo de los
registros de un cangrejo (A, B). Este grupo recibié 15 ensayos EVP + 1 ensayo de testeo (A)
Imégenes en escala de falsos colores que representan la sumatoria de %AF/F para cada
pixel durante ciclos de estimulacion, primera fila: ler ciclo, segunda fila: 2do ciclo. La linea
negra superpuesta en las imagenes delinea el AOI para ese ejemplo. Barra de escala, 50
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um. (B) Dinamica de calcio durante los ensayos. Las curvas representan el detalle temporal
de la media %AF/F en el AOI durante los registros para el mismo ejemplo de las imagenes
de A. El area sombreada debajo de las curvas corresponde a la suma de %AF/F considerada
para los andlisis cuantitativos. Los triAngulos o rectangulos negros indican la estimulacion,
EVP o MEC respectivamente. (C) Se muestra media + 1Cgse, Loftus-Masson d€ la sumatoria de
%AF/F provocada por el primer (Ci) o el segundo ciclo (Cii) del EVP; s6lo se muestran los
ensayos 1, 6, 15 y testeo. (Ciii) Sumatoria de %AF/F provocado por el primer y el segundo
pulso de la MEC; “pre” se refiere al primer ensayo MEC antes del entrenamiento y “post” al
ensayo MEC después del testeo con el EVP. Comparaciones de Fisher LSD post hoc,
**p<0,01, *p<0,05; diferencias significativas con su correspondiente primer ensayo EVP o
con el ensayo MECpre (i, ii: n=5, iii: n=4).

En contraste con el grupo experimental anterior (escopolamina 1,0 pug/g ) se conoce
gue la escopolamina a una dosis mas alta (5,0 pg/g) previene la formacién de una traza de
memoria persistente; los cangrejos no muestran expresion de memoria a largo término ni
tampoco se ha evidenciado reactivacion de memoria cuando se administra esta dosis de
escopolamina antes del entrenamiento (Caffaro, Suarez et al. 2012). En el siguiente
experimento se tratd a un grupo de animales con escopolamina 5,0 pg/g antes del protocolo
de entrenamiento fuerte, y se midieron las sefiales de calcio en la médula terminal. A
diferencia de todos los casos reportados anteriormente, las respuestas de calcio al EVP a lo
largo del entrenamiento y el testeo no mostraron un efecto de ensayo en animales
entrenados bajo efecto de escopolamina 5,0 ug/g (Figura 3.14) (ANOVA de medidas
repetidas, ensayos 1, 6, 15 y testeo: primer ciclo de EVP [Fensayo(1,14;5,71)=2,87; p=0,14;
€=0,38; correccion Greenhouse-Geisser], segundo ciclo [Fensayo(3;15)=2,92; p=0,07]). Se
encontré una disminucién significativa sélo en el ensayo 15 (primer ciclo, p<0,05; segundo
ciclo, p<0,05). La reduccion de la respuesta de calcio en el decimoquinto ensayo (Ultimo
ensayo del entrenamiento) no persistio hasta el ensayo de testeo 30 minutos después del
entrenamiento (primer ciclo, p=0,79; segundo ciclo EVP, p=0,06). Por lo tanto, la reduccion
de la actividad neuronal provocada por EVP observada 30 minutos después del final del
entrenamiento fue bloqueada por la escopolamina 5,0 pg/g, correlacionando con la evidencia
comportamental de un efecto de interferencia en la persistencia de la memoria después de

este tratamiento (Caffaro, Suarez et al. 2012).

En cuanto al MEC, se encontré el incremento también observado en los tres grupos
anteriores 30 min después del final del entrenamiento (Figura 3.14 Ciii); primer pulso MEC
[t(5)=-7,68; p<0,001], segundo pulso [t(5)=-3,91; p< 0,05].

58



Reactivacion de memoria independientemente de su expresion comportamental: correlatos
neurofisiolégicos de trazas persistentes - Plasticidad neuronal relacionada con el aprendizaje
en la médula terminal

Estimulo visual de peligro (EVP) Estimulo mecanico (MEC)
A Ensayo 01 Ensayo 06 Ensayo 15 Testeo pre post
o .: : o o b E IR 7 =
© 50
> ©
2 S 3
2 s
T g cg
£ Ex
o ?° , @
°
o
o
he]
N
B
AF/F|
2%
C 140 i ii iii 60
120 . *
© *
£ 100 e 40
3
£ 80
E ®0 20
d 40
o
20
0 0
1 6 15 TEST 1 6 15 TEST pre post pre post
1¢" ciclo 2% ciclo 1¢ pulso 2% pulso
EVP MEC

Figura 3.14 Respuestas de calcio en la médula terminal en un grupo con un protocolo de
entrenamiento fuerte tratado con escopolamina (5,0 pg/g). La figura incluye un ejemplo de los
registros de un cangrejo (A, B). Este grupo recibié 15 ensayos EVP + 1 ensayo de testeo (A)
Imégenes en escala de falsos colores que representan la sumatoria de %AF/F para cada
pixel durante ciclos de estimulacidon, primera fila: ler ciclo, segunda fila: 2do ciclo. La linea
negra superpuesta en las imagenes delinea el AOI para ese ejemplo. Barra de escala, 50
pm. (B) Dinamica de calcio durante los ensayos. Las curvas representan el detalle temporal
de la media %AF/F en el AOI durante los registros para el mismo ejemplo de las imagenes
de A. El area sombreada debajo de las curvas corresponde a la suma de %AF/F considerada
para los analisis cuantitativos. Los triangulos o rectangulos negros indican la estimulacion,
EVP o MEC respectivamente. (C) Se muestra media £ ICgsy, | oftus-masson d€ 18 sumatoria de
%AF/F provocada por el primer (Ci) o el segundo ciclo (Cii) del EVP; sélo se muestran los
ensayos 1, 6, 15 y testeo. (Ciii) Sumatoria de %AF/F provocado por el primer y el segundo
pulso de la MEC; “pre” se refiere al primer ensayo MEC antes del entrenamiento y “post” al
ensayo MEC después del testeo con el EVP. Comparaciones de Fisher LSD post hoc,
***n<0,001, *p<0,05; diferencias significativas con su correspondiente primer ensayo EVP o
con el ensayo MECpre (n=6).

6.4 - El antagonista del receptor de NMDA, MK-801, bloquea los cambios inducidos

por el entrenamiento en la médula terminal

Similar a lo observado en tratamientos con escopolamina 5,0 ug/g, actinomicina o
cicloheximida (Frenkel, Suarez et al. 2010; Caffaro, Suarez et al. 2012), el experimento 3
mostré que MK-801 impide la formacion de un rastro de memoaoria persistente; los cangrejos
no muestran expresion de memoria en el largo término y no se pudo evidenciar que una re-

activacion sea posible después de este tratamiento. En el siguiente experimento, se estudio
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el efecto de MK-801 con respecto a los cambios en las sefales de calcio descriptas

anteriormente.

En un grupo de animales inyectados con MK-801 (1,0 pug/g) antes de un protocolo de
entrenamiento fuerte, encontramos un efecto de ensayo para ambos ciclos del EVP (ANOVA
de medidas repetidas: primer ciclo [Fensayo(3;15)=6,62; p<0,01], segundo ciclo EVP
[Fensayo(3;15)=4,72; p<0,05]); las sefiales de calcio en la médula terminal en respuesta a EVP
mostraron una reduccién a lo largo de la sesion de entrenamiento (Figura 3.15). Sin
embargo, la reduccién de las respuestas de calcio no persisti6 hasta el testeo a corto
término. No se encontrd diferencia entre el ensayo 1 y el ensayo de testeo ni para el primer
(p=0,93) ni para el segundo ciclo EVP (p=0,42). Por lo tanto, la reduccion de la actividad
neuronal evocada por EVP observada 30 minutos después del final de un entrenamiento
fuerte fue bloqueada por la administracion de MK-801. Por otra parte, con respecto a las
respuestas de calcio provocadas por el MEC, MK-801 fue el Unico tratamiento que bloqued el
aumento de las sefales de calcio (Figura 3.15 Ciii); primer pulso MEC [t(4)=-0,99; p=0,38],
segundo pulso [t(4)=2,28; p=0,08].
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Figura 3.15 Respuestas de calcio en la médula terminal en un grupo con un protocolo de
entrenamiento fuerte tratado con MK-801 (1,0 pg/g). La figura incluye un ejemplo de los
registros de un cangrejo (A, B). Este grupo recibié 15 ensayos EVP + 1 ensayo de testeo (A)
Imégenes en escala de falsos colores que representan la sumatoria de %AF/F para cada
pixel durante ciclos de estimulacion, primera fila: 1ler ciclo, segunda fila: 2do ciclo. La linea
negra superpuesta en las imagenes delinea el AOI para ese ejemplo. Barra de escala, 50
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pum. (B) Dindmica de calcio durante los ensayos. Las curvas representan el detalle temporal
de la media %AF/F en el AOI durante los registros para el mismo ejemplo de las imagenes
de A. El area sombreada debajo de las curvas corresponde a la suma de %AF/F considerada
para los analisis cuantitativos. Los triAngulos o rectdngulos negros indican la estimulacion,
EVP o MEC respectivamente. (C) Se muestra media + 1Cgsy 1 ofius-Masson d€ 1@ sSumatoria de
%AF/F provocada por el primer (Ci) o el segundo ciclo (Cii) del EVP; s6lo se muestran los
ensayos 1, 6, 15 y testeo. (Ciii) Sumatoria de %AF/F provocado por el primer y el segundo
pulso de la MEC; “pre” se refiere al primer ensayo MEC antes del entrenamiento y “post” al
ensayo MEC después del testeo con el EVP. Comparaciones de Fisher LSD post hoc,
**p<0,01, *p<0,05; diferencias significativas con su correspondiente primer ensayo EVP o
con el ensayo MECpre (i, ii: n=6; iii; n=5).

3.4 Discusion

Aqui se han revalidado resultados comportamentales anteriores y obtenido nuevos en
condiciones experimentales que pueden ser reproducidas en los experimentos de imaging y
gue apoyan la hipétesis de que la persistencia y la expresion de memoria constituyen
caracteristicas mecanisticas diferentes de la traza de memoria. Asi, en esta Tesis se ha
podido comparar resultados tanto a nivel comportamental como neurofisiolégico. Se encontro
gue el entrenamiento induce cambios en las respuestas neuronales a los estimulos
aprendidos en la médula terminal, que se correlacionan con la formacién de una memoria
persistente, pero no con su probabilidad de expresarse a largo término. Por lo tanto, la
médula terminal podria alojar, o al menos reflejar la formacién de, parte de la traza de

memoria que esté relacionada con la persistencia de la memoria.

3.4.1 La médula terminal

La médula terminal est4 altamente interconectada tanto con el cuerpo hemielipsoide
como con varios neuropilos del cerebro central y de los l6bulos visuales ipsi y contralateral.
Registros intracelulares ex vivo y varios estudios neuroanatomicos en otros decdpodos
corroboran que el complejo médula terminal/cuerpo hemielipsoide integra informacion
sensorial multimodal (Derby y Blaustein 1988; Sandeman, Sandeman et al. 1992; Yagodin,
Collin et al. 1999; McKinzie, Benton et al. 2003; Wolff, Harzsch et al. 2012). De acuerdo con
ello, en esta Tesis se encontraron sefiales de calcio in vivo en la médula terminal provocadas
por la estimulacion tanto mecanica como visual. Las entradas neuronales especificas que
son responsables de las respuestas a la estimulacion visual contralateral y a la estimulacion
mecanica se desconocen y todavia necesitan ser explorados. Un candidato son las neuronas
gigantes de lébula que también responden a los insumos mecénicos y visuales, integran
informacién visual binocular y reducen su respuesta al EVP durante el entrenamiento. La
duracién de dicho decremento se correlaciona con los cambios en la respuesta de escape al
EVP (Ber6n de Astrada, Tuthill et al. 2009; Tomsic, Beron de Astrada et al. 2009; Tomsic y
Romano 2013).

61



Reactivacion de memoria independientemente de su expresion comportamental: correlatos
neurofisiol6gicos de trazas persistentes - Discusion

Los cambios inducidos por el entrenamiento en las sefiales de calcio en la médula
terminal que se muestran y discuten aqui, representan la primera evidencia fisiolégica que
apoya la hipoétesis de que los neuropilos en el protocerebro lateral juegan un papel en la
memoria del cangrejo (Yagodin, Collin et al. 1999; Sandeman, DeForest et al. 2002;
Sandeman, Kenning et al. 2014). El hecho de que no se encontraran diferencias
significativas en los patrones espaciales de la sefial de calcio desencadenada por diferentes
entradas sensoriales sugiere, aunque de manera especulativa, que la actividad en la médula
terminal puede reflejar la actividad de las neuronas de salida “rio abajo”, después de la
interaccion del estimulo sefialado con los cuerpos hemielipsoides que, al igual que los
cuerpos pedunculados de insectos, tienen quizads un papel mas amplio en la regulacién del
estado interno del animal (Strausfeld, Hansen et al. 1998; Aso, Sitaraman et al. 2014; Perry y
Baciadonna 2017) (y Capitulo 4 y Capitulo 5). Sin embargo, este resultado puede deberse a
limitaciones 6pticas de la técnica, de manera que tal vez podrian revelarse diferencias en los
patrones de activacion con registros que tengan mayor resolucién espacial. El hecho de que
tanto el EVP como los estimulos de tipo mecanico provocan sefiales de calcio, pero que en
las presentes condiciones experimentales so6lo el EVP provoca una respuesta de escape,
indica que en la médula terminal habria neuronas multimodales. La respuesta a diferentes
sets de inputs podria ocurrir en coordinacion con otros centros de integracion, principalmente
los I6bulos accesorios y el cuerpo hemielipsoide, los que en conjunto podrian ser
responsables de un filtrado altamente selectivo de conjuntos de sefiales ambientales que

desencadenan comportamientos (Sandeman, Kenning et al. 2014).

3.4.2 Correlatos neuronales de la persistencia de la memoria en la médula
terminal

Se utilizaron registros de imagenes de calcio in vivo para explorar potenciales
correlatos de trazas de la memoria en la médula terminal durante y después de diferentes
protocolos de entrenamiento. Se encontré que sefiales de calcio desencadenadas por el EVP
disminuyeron durante los protocolos de entrenamiento y que esta disminucion dur6 al menos
hasta 30 minutos después del entrenamiento. Este cambio en la médula terminal después
del final del entrenamiento se correlaciona con la persistencia de la memoria
independientemente de la probabilidad de que esta memoria se exprese. Esta conclusion se
basa en la observacién de que en todos los casos en los que los animales recibieron un
tratamiento que genera una memoria a largo término que permanece sin expresarse, los
cambios en la médula terminal resultaron ser similares a los inducidos por un protocolo de
entrenamiento fuerte que induce una memoria que se expresa en el largo término. El cambio
se observé especificamente en otras dos situaciones: un protocolo de entrenamiento débil

(Figura 3.12) o cuando los animales recibieron escopolamina 0,1 ug/g, junto con un
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entrenamiento fuerte (Figura 3.13). El antagonista muscarinico colinérgico escopolamina
afecta la memoria en vertebrados e invertebrados protostomados (Quirarte, Cruz-Morales et
al. 1994; Berdn de Astrada y Maldonado 1999; Weinberger 2006; Baratti, Boccia et al. 2009;
Buccafusco 2009; da Silva, Silva Martins et al. 2009). Como ya se ha mencionado, los
protocolos de entrenamiento débil o la administracién de escopolamina (0,1 pg/g) combinada
con un entrenamiento fuerte inducen la formacién de trazas de memoria persistentes que
aungue no se expresa a largo término, si puede ser reactivada y labilizada. El analisis de las
sefales de calcio en la médula terminal mostré un sorprendente paralelo el desarrollo de una
memoria persistente. De forma similar a los cangrejos fuertemente entrenados, se encontrd
una disminucion de las sefales de calcio 30 min después de un protocolo de entrenamiento
débil o después de un entrenamiento fuerte con escopolamina 0,1 pg/g. Ademas, sobre estos
tratamientos también se encontré un aumento en la respuesta al estimulo mecéanico (Figura
3.12 y Figura 3.13 Ciii). A diferencia del testeo de memoria a largo término, se encontré una
reduccion significativa en la respuesta de escape conductual durante los testeos a corto
término. En apoyo a la vision de que el cambio en la actividad de la médula terminal se
relaciona con la formacion de una memoria persistente, no se encontré una reduccién de las
sefales de calcio en el ensayo de testeo en los grupos de animales en los que los
tratamientos farmacoldgicos bloquearon la formaciébn de memoria de largo término
(experimento 6). Este fue el caso de una dosis alta de escopolamina (5,0 pg/g) (Caffaro,
Suarez et al. 2012) y el antagonista de receptores NMDA, MK-801, que afectan al parecer el
proceso de consolidacién (ver (Delorenzi, Maza et al. 2014)). Por otra parte, el antagonista
del receptor de NMDA también bloque6 el aumento de la respuesta de calcio a los estimulos
mecanicos inducidos por el entrenamiento. Este resultado, junto con la localizacién descrita
de receptores de NMDA en el protocerebro lateral de N. granulata (Hepp, Tano et al. 2013),
afiaden evidencia al papel propuesto en los procesos de memoria de estos neuropilos
(Blaustein, Derby et al. 1988). En cuanto a los receptores muscarinicos, estos se han
descrito en el sistema nervioso central de los crustaceos incluidos los ganglios ubicados en
los pedinculos 6pticos (Barker, Murray et al. 1986), pero no hay descripcion precisa en el
protocerebro lateral. Sin embargo, estos receptores tienen funciones reconocidas en el
sistema visual de los crustaceos (Pfeiffer y Glantz 1989) y en los insectos que juegan un

papel en varios neuropilos, mushroom bodies incluidos (Silva, Molina-Fernandez et al. 2015).

3.4.3 La plasticidad en la médula terminal refleja la memoria a largo término,
pero no a corto término

Todos los grupos entrenados mostraron una reduccién en la respuesta de escape
testeada 30 minutos después del entrenamiento (experimento 4) independientemente de la

fuerza de entrenamiento o el tratamiento amnésico que hubiesen recibido. Se ha mostrado
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gue esta memoria de corto término implica la accion moduladora de los opioides enddgenos
(Romano, Lozada et al. 1991). De hecho, durante cortos periodos después del aprendizaje
nuevas memorias con nueva informacion contextual pueden ser construidas con un sélo
ensayo del EVP (Suarez, Smal et al. 2010; Smal, Suarez et al. 2011). La transferencia de la
memoria a corto, intermedio y a largo término no es un evento simplemente secuencial e
incluye procesos simultaneos/paralelos (Menzel 1999; Izquierdo, Cammarota et al. 2004;
Stough, Shobe et al. 2006). La respuesta comportamental a corto término puede estar
altamente dominada por procesos de alerta (arousal), sensibilizacion o habituacion (Menzel
1999; Gerber y Menzel 2000; Tomsic, Ber6n de Astrada et al. 2009). Por lo tanto, la
expresion a corto término de la memoria puede ser inespecifica e imprecisa en cierto punto.
Los componentes de la asociacion de la memoria se desarrollan y se expresan a nivel
comportamental posteriormente, después de que el periodo de consolidacién haya finalizado
(Suarez, Smal et al. 2010). Al contrastar las sefiales de calcio y los resultados
comportamentales a corto término (Tabla 1), los datos presentados en este capitulo sugieren
fuertemente que los mecanismos neuronales implicados en la reduccion de la respuesta
comportamental en el corto término no estarian asociados a los cambios en la médula

terminal que se analizaron aqui.
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Tabla 1 Resumen de los resultados que muestran los cambios en las respuestas de calcio, la
expresion comportamental de la memoria a corto y largo término y la persistencia de la
memoria a largo término. Expresién de memoria: ¥ cuando la memoria es evidenciada por
una menor respuesta de escape; X cuando la memoria no es evidente en el comportamiento.
Persistencia/recuperacion: V indica la presencia de una memoria que se expresa
comportamentalmente o que se puede modular durante la reconsolidacién aunque no se
exprese; X: indica cuando la memoria no puede ponerse en evidencia incluso luego de un
tratamiento propuesto como modulador positivo durante un proceso de reconsolidacién.
Plasticidad en médula terminal: cambios observados en las respuestas de calcio
provocadas por el EVP: \ indica si se observaron cambios en la actividad en el corto
término; X indica que no se observaron cambios. (a) experimento 1 y (Frenkel, Maldonado et
al. 2005), (b) experimento 2 y (Beron de Astrada y Maldonado 1999; Caffaro, Suarez et al.
2012), (c) experimento 2 y (Caffaro, Suarez et al. 2012), (d) (Caffaro, Suarez et al. 2012), (e)
experimento 3 y (Troncoso y Maldonado 2002). Abreviaturas, PEF: protocolo de
entrenamiento fuerte, MEC: estimulo mecanico, EVP: estimulo visual de peligro, MCT:
memoria de corto término, MLT: memoria de largo término.

Expresion de Persistencia/ Plasticidad en

la memoria recuperacion médula terminal
MCT ,, MLT s EVP MEC
o - —
K i ‘xl
Entrenamiento fuerte (PEF) / v v v v
Entrenamiento débil (PED) v/ X v (@ v v
PEF / Escopolamina g 1,5 v X (b) v © v v
PEF / Escopolamina s, v X X (@) X v
PEF / MK-801 4,4 v X (e) X X X

En resumen, después del entrenamiento, se encontré una reduccion estimulo
especifica de las sefales de calcio obtenidas en la médula terminal por la presentacion del
EVP. A diferencia de los tratamientos que conducen a una memoria persistente, reactivable,
gue puede o no expresarse a largo término, los agentes amnésicos MK-801 (1,0 pg/g) y
escopolamina (5,0 pg/g) efectivamente bloquearon tanto la disminucion de las sefiales de
calcio en el testeo como la formacién de una memoria persistente. Estos cambios en las
sefiales de calcio en la médula terminal pueden, entonces, representar el desarrollo de un
componente de la memoria relacionado con el potencial de ser reactivado, pero no con su
expresion a largo término. Por lo tanto, estos resultados constituyen evidencia fisica en favor
de la hipétesis de que la persistencia de la memoria y la probabilidad de expresar esta

memoria podrian implicar diferentes y separados componentes de la traza de memoria.
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4.1 Introduccioén

La hip6tesis de un origen comun para los centros de memoria de orden superior en
animales bilaterales se basa en la evidencia de que varias caracteristicas clave, incluyendo
la expresion génica y patrones de sistemas neuronales, se comparten a través de varios
phyla. Un aspecto clave en esta esta hip6tesis es la suposicion de que los cuerpos
hemielipsoides (CH) de crustaceos son estructuras homologas a los cuerpos pedunculados
de insectos (mushroom bodies, MB) y a las arquicortezas de vertebrados (i.e., el hipocampo

en mamiferos) (Capitulo 1, Seccién 1.6 ).

En el capitulo anterior, se hizo hincapié en las ventajas que el paradigma de memoria
en N. granulata ofrece para abordar la hipotesis de que la persistencia y la probabilidad de
expresar una memoria podrian implicar atributos independientes de las trazas de memoria.
Los cambios plasticos asociados a la formacion de memoria descriptos en el capitulo anterior
fueron hallados en la médula terminal de N. granulata. Si bien otros correlatos neuronales de
los procesos de memoria en N. granulata han sido ya estudiados utilizando diferentes
enfoques (Capitulo 1, 1.8 ), esos fueron los primeros estudios donde se evaluaron cambios
en neuropilos de integracion multimodal vinculados a procesos de memoria asociativa en un
crustaceo. La busqueda de evidencias directas de la participacién de los centros de alta
integracién en procesos de memoria asociativos en el sistema nervioso central de cangrejos
son un paso necesario, y pendiente, en el avance del estudio de los diferentes componentes
gue construyen a) las representaciones internas y b) sus probabilidades de expresarse.
Como se vio en la Seccién 1.6 , central a la visidbn de por qué que las diferentes especies
comparten muchos de los mecanismos basicos involucrados en memorias asociativas esta la
idea de que los centros de alta integracién (CH, MB y arquicortezas) evolucionaron a partir
de la misma estructura en un antepasado comun. Sin embargo, tanto el conocimiento en
detalle de la estructura de los CH en cangrejos verdaderos como las evidencias de la
participacion de este centro en procesos de memoria asociativas son desafios que estaban
pendientes (Hanstrém 1925; Mellon 2000; Strausfeld, Sinakevitch et al. 2009; Wolff, Harzsch
et al. 2012; Sandeman, Kenning et al. 2014; Wolff y Strausfeld 2016) y se abordaron en esta

Tesis.

En el presente capitulo se emplearon analisis histolégicos e inmunohistoquimicos
destinados a comprender, en N. granulata, la esquiva estructura de los CHs en cangrejos
(Blaustein, Derby et al. 1988; Sztarker 2006; Schmidt 2007). El objetivo de estos
experimentos consistié en realizar una descripcion de la neuroanatomia de los CH de N.
granulata. Para eso se analizaron preparados de los l6bulos visuales y protocerebro lateral
del cangrejo con impregnacion rapida de Golgi-Colonnier y con una variante de tincion de
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Bodian realizados por la Dra. Julieta Sztarker en el laboratorio. Por otro lado, se conto
también con preparados con tincién de hematoxilina-eosina, realizados por la Dra. B. Dimant
y el Dr. Alejandro Delorenzi. Ademas de contar con estos preparados, se realizaron nuevos
preparados inmunohistoquimicos con la intencion de revelar patrones de expresion de
proteinas (alatostatinas, p-CaMKlla, sinapsina y a-tubulina) de manera similar a los

realizados en otros crustaceos y en insectos.

Como se vio en el Capitulo 1 (Secciones 1.6.2 y 1.7 ) y en el Capitulo 3 (Seccion 3.3
, el protocerebro lateral comprende varios neuropilos, incluyendo la intrincada médula
terminal y el CH. El desafio de estos estudios histoldgicos realizados en N. granulata, al igual
gue en otros cangrejos verdaderos, se debe en parte a que una divisibn marcada entre los
neuropilos que forman el CH y la médula terminal, a diferencia de otros crustaceos (Sullivan
y Beltz 2001; Sullivan y Beltz 2004; Wolff, Harzsch et al. 2012), no es evidente (Sullivan y
Beltz 2004; Sztarker 2006; Frenkel, Dimant et al. 2010; Hepp, Tano et al. 2013; Krieger,
Braun et al. 2015). Dadas las conclusiones a las que se arribé en el transcurso de esta Tesis
la nomenclatura propuesta para el CH se basa en la utilizada para MB sin calices de insectos
(Strausfeld, Hansen et al. 1998; Strausfeld, Sinakevitch et al. 2009).

4.2 Materiales y métodos

Los animales fueron sumergidos en agua salobre en equilibrio con hielo durante 3-5
minutos para inmovilizarlos. La diseccion del lI6bulo éptico izquierdo se llevé a cabo en una
solucion de paraformaldehido al 4% (p/v) en buffer fosfato 0,1 M (pH 7,4) y, posteriormente,
se fij6 durante la noche en la misma a 4°C con agitacion constante. Se utiliz6 una
modificacion del procedimiento propuesto en (Ott 2008). La muestra de tejido fijado se lavd
en buffer fosfato salino (PBS) tres veces consecutivas durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Después se aplicé fijador de Dent (80% metanol, 20% DMSO) durante 2 h, y la
muestra se lavd dos veces con buffer Tris 0,1 M (pH 7,4) y una vez en suero normal de cabra
PBSd (NGS) (5% vol/vol, DMSO al 1% y NaN3 0,005% en PBS 0,1 M) durante 2 h.
Posteriormente, se incubo el tejido con anticuerpo anti sinapsina, anti alatostatina, anti calcio-
calmodulina proteina quinasa Il fosforilada (p-CaMKlla) o anti a-tubulina en PBSd-NGS
durante 3,5 d a 4°C. La Tabla 2 resume los anticuerpos primarios usados y sus
concentraciones. Mas adelante se realiza una resumida descripcion de sus caracteristicas
principales. Posteriormente, los tejidos se lavaron varias veces a temperatura ambiente
durante 6 h en PBSd y se incubaron en oscuridad a 4°C con un anticuerpo policlonal anti-
raton de cabra con Alexa Fluor 488, IgG-H&L A11029 (Molecular Probes/Invitrogen) a una

dilucién de 1:1000. El tejido se lavo a continuacion en PBS tres veces consecutivas durante
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15 minutos a temperatura ambiente. En los casos en que se utilizd yoduro de propidio (IP)
para la tincion de somas y nucleos celulares, los tejidos se incubaron en la oscuridad en 1,5
MM IP-PBS, y luego se lavaron de nuevo con PBS. Los tejidos se deshidrataron luego en una
concentracion creciente de glicerol en PBS [1%, 2% y 4% durante 2 h cada uno; 8%, 15%,
30%, 50%, 60%, 70% y 80% (vol/vol) durante 1 h cada vez] y posteriormente se sometieron
a varios lavados consecutivos con etanol durante 0,5 h y se cubrieron con metil-salicilato

(Sigma-Aldrich) para su montaje.

Sinapsina. El anticuerpo anti-sinapsina (anti-SINORF1) es incubado contra la
proteina de fusion de sinapsina-GST de Drosophila y reconoce diferentes isoformas de
sinapsina (70, 74, 80 y 143 kDa) (Klagges, Heimbeck et al. 1996). Analisis de western-blot
comparando tejidos de Drosophila y cangrejos ermitafios han mostrado resultados similares
con bandas intensas en aproximadamente 80-90 kDa (Harzsch y Hansson 2008). En N.
granulata ha sido utilizado para el reconocimiento de neuropilos (Frenkel, Dimant et al. 2012;
Hepp, Tano et al. 2013) y un analisis de western blot de sinaptosomas reveld, similar a lo
observado en cangrejos ermitafios o0 moscas, dos bandas de aproximadamente 90 kDa
(Hepp, Tano et al. 2013). Ademas, este anticuerpo ha sido utilizado con éxito en diferentes
representantes de los crustaceos, cangrejos verdaderos incluidos (Sullivan y Beltz 2004;
Krieger, Sombke et al. 2012; Krieger, Braun et al. 2015).

Alatostatina. Aqui se utiliz6 un anticuerpo contra la alatostatina del tipo A (Dippu-
AST 7, antes conocida también como alatostatina 1), (APSGAQRLYGFGL-NH2; N-terminal
asociado a seroalbimina bovina). Su especificidad ha sido probada en diferentes insectos y
en algunos crustaceos, y como se sugiere, es posible asumir que este anticuerpo reconoce
todas las alatostatina del tipo A que comparten una secuencia aminoacidica terminal -
YXFGLamida (Krieger, Braun et al. 2015). Ha sido utilizado con éxito para diferenciar
estructuras del complejo médula terminal-cuerpo hemielipsoide en crustaceos, incluidos

cangrejos verdaderos (Krieger, Sombke et al. 2012).

Calcio-calmodulina proteina quinasa |l alfa fosforilada (p-CaMKlla). Es una
serinal/treonina proteina quinasa regulada por el complejo calcio-calmodulina. CaMKlla esta
altamente conservada, con sus regiones regulatorias compartiendo gran parte de su
secuencia entre Drosophila y ratas (Wang, Palmer et al. 1998; Wolff y Strausfeld 2015).
Ademas, por ejemplo, las regiones catalitica de serina/treonina del gen y motivos de union a
calcio-calmodulina o calcio parecen estar conservados en chimpancés, perros, vacas,
ratones, ratas, gallinas, peces zebra, ranas y también en plantas de arroz
(HomoloGene:56577, NCBI). Un andlisis de western blot de homogenato total de

protocerebro lateral de N. granulata incubado con anticuerpo anti p-CaMKlla revel6 tres
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bandas entre aproximadamente 54-64 kDa (Lic. H. Gonzalez, comunicacion personal),
similar a bandas observadas, por ejemplo, en abeja (Apis mellifera) de alrededor de 50-65
kDa (Pasch, Muenz et al. 2011).

a-tubulina. Es una proteina estructural del citoesqueleto ampliamente conservada.
Ha sido utilizada en crustaceos como marcacion de contraste o referencia para el andlisis
morfolégico del sistema nervioso (Wolff, Harzsch et al. 2012; Wolff y Strausfeld 2015). Un
analisis de western blot de homogenato total de protocerebro lateral de N. granulata
incubado con anticuerpo contra a-tubulina revel6 una banda a 58 kDa (Lic. H. Gonzélez,

comunicacion personal).

Tabla 2 Lista de anticuerpos primarios usados para el analisis inmunohistoquimico y
morfol6gico de los cuerpos hemielipsoides de N. granulata.

Antigeno Inmunégeno Proveedor Dilucién
Hybridoma Bank,

a-tubulina a-tubulina del protozoo Tetrahymena Universidad de lowa; 12G10 1:250
Dippu-AST 7 (antes AST1); .
Alatostatina  (APSGAQRLYGFGL-NH2; N-terminal asociado _ Hybridoma Bank, 1:100
. . Universidad de lowa; 5F10
a seroalbumina bovina)
Secuencia corta de aminoacidos [282 Santa Cruz Biotechnoloay:
p-CaMKlla  HRQET(-fosfo) VDCLK 291] conteniendo Thr- % 1100

286 fosforilada de CaMKlla humana sc-12886-R

Hybridoma Bank,
Universidad de lowa; 3C11 1:100
(anti-SYNORF1)

Proteina de fusién de sinapsina-GST de

Sinapsina Drosophila

La fluorescencia en muestras de tejido fijjo se visualizd utilizando un microscopio
confocal (Olympus FV300) con laser de argén de 488 nm, laser verde HeNe de 543 nm, un
objetivo UplanFI 20X (NA=0,5), cubo dicroico (SDM 570) para dividir el canal de adquisicién,
y un filtro para emisibn BA510 (pasa altos) (Olympus Optical). Los datos se registraron
utiizando el software FluoView. Las imagenes fueron analizadas utilizando el software
ImageJ, aplicando un filtro de Kalman (pardmetros por defecto, Acquisition noise variance
estimate: 0,05 y Bias to be place on the prediction: 0,80) para reducir los ruidos de fondo y

ajustando el brillo y el contraste para una mejor visualizacién.

Ademas, para el analisis neuroanatomico se contd con preparados histol6gicos
previamente hechos en el laboratorio (impregnaciones de Golgi-Colonnier y tinciones de
Bodian: Dra. J. Sztarker; tincibn hematoxilina-eosina: Dra. B. Dimant y Dr. Delorenzi). Estos
preparados fueron re-examinados e interpretados durante esta Tesis. Las preparaciones de
Golgi-Collonier y Bodian utilizadas se describen en (Sztarker, Strausfeld et al. 2005; Sztarker,
Strausfeld et al. 2009). Las imagenes de inmunofluorescencia para BrdU son resultado del
trabajo de Tesis de licenciatura que la Lic. N. Peszano realiz6 en el laboratorio. La imagen de

fluorescencia para alatostatina y p-CaMKIlla fueron realizadas junto a la Lic. A. Shkedy
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durante una pasantia suya por el laboratorio. Agradezco la asistencia técnica de J. Clemente
durante la realizacion de estos preparados, a la Dra. H. Viola por el anticuerpo anti p-
CaMKlla y a la Dra J. Sztarker por el aporte de sus excelentes preparados histoldgicos y su

colaboracién durante el trabajo de interpretacion.

4.3 Resultados

Los componentes intrinsecos del cuerpo hemielipsoide (CH), como los de los cuerpos
pedunculados o mushroom bodies en insectos (MB), derivan de un grupo de células
pequefias y basofilas, denominadas células globulares o globuli (gc) (también conocidas en
insectos como células de Kenyon) (Strausfeld, Sinakevitch et al. 2009; Wolff y Strausfeld
2015). La Figura 4.1 C-F muestra imagenes del protocerebro lateral de N. granulata
impregnados mediante la técnica de Golgi (Golgi-Colonnier, realizados por la Dra. J.
Sztarker). Esta técnica permite la observacion de neuronas individuales por precipitaciones
de sales de plata en tejidos fijados, y a pesar de ser una de las técnicas clasicas mas
antiguas aun no se conocen bien sus fundamentos. Como resultado se obtiene el marcado
selectivo de neuronas, vasos Yy glia. Si bien no todas las neuronas son impregnadas ya que
el marcado es estocastico, las que lo hacen se impregnan completamente con todas sus
prolongaciones. Por lo tanto, esta técnica permite resolver de modo detallado la complicada
morfologia de neuronas pequefias, que resultan improbables de tefiir intracelularmente o de
identificar con otro tipo de preparacién. En base a la apreciacibn general de todos los
resultados de este capitulo se concluyé que las impregnaciones de Golgi aqui observadas
revelaban los componentes intrinsecos del cuerpo hemielipsoide (CH-gc) (Figura 4.1C) con
una estructura general que se asemejaba a una organizacion similar a la de los cuerpos
pedunculados sin célices de algunos insectos: un grupo de somas de células pequefias que
proyectan fibras paralelas que constituyen el pedunculo, el que bifurca dos veces. La primera
bifurcacion, orientada dorsalmente, origina lo que llamamos el I6bulo vertical [en
correspondencia al MB de insectos (Strausfeld, Sinakevitch et al. 2009); Figura 4.1 D]. La
segunda bifurcacion, orientada antero-lateralmente, origina los l6bulos mediales (constituidos
por dos estructuras cercanas, l6bulo medial | y I6bulo medial 1), ya fue sugerida en cangrejos
de rio y otros Decapodos donde son denominados neuropilos | y Il de los CH (Blaustein,
Derby et al. 1988; McKinzie, Benton et al. 2003). La Figura 4.1 E muestra una ampliacién en
la que se pueden ver bifurcaciones y ramificaciones particulares de fibras gc en todos los
I6bulos. De manera similar a las células de Kenyon de MBs de insectos y gc de CHs de
cangrejos ermitafios, las células intrinsecas de los CHs en N. granulata muestran
especializaciones similares a terminales claw observados en las neuronas de Kenyon tipo 2
(Farris 2005; Wolff, Harzsch et al. 2012) (Figura 4.1 F).
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Figura 4.1 Cangrejo N. granulata y el cuerpo hemielipsoide. (A) Cangrejo N. granulata. El
marco negro rodea el pedunculo 6ptico izquierdo. (B) Esquema que muestra la posicién y la
forma de los neuropilos dentro del pedunculo éptico. EI CH es parte del protocerebro lateral y
esta dibujado en gris. Se dibujan el cluster de gc completo y algunos somas del CH. (C-F)
Impregnacion de Golgi donde se observa el protocerebro lateral (secciones de 50 um). (C) La
estructura general de la CH parece formada principalmente por células intrinsecas derivadas
del grupo CH-gc. (D) Detalle del sitio de bifurcacion que origina el l6bulo vertical. (E) Detalle
de los sitios de bifurcacion que dan origen al I6bulo vertical ya ambos I6bulos mediales. Las
puntas de flecha muestran tres bifurcaciones (i, ii, y iii) en la misma neurona (amplificadas en
los recuadros). (F) Especializaciones compatibles con terminales claw presentes en los
I6bulos mediales (flechas). (G) Tincién intracelular de neurona BLG2 que muestra dos ramas
gue invaden los l6bulos mediales del CH (puntas de flecha). (H) Seccion con coloraciéon de
Bodian (12 um) del protocerebro lateral mostrando gc y el peddanculo. D: dorsal, L: lateral, LA:
lamina, LO: lébula, LP: lobula plate, PL: protocerebro lateral, Me: medial, ME: médula, MT:
médula terminal, PED: peddnculo, LMs: I6bulos mediales, gs: glandula del seno; V: ventral;
LV: lébulo vertical; OX: érgano X. (Barras de escala: A, 1 cm, C, Gy H, 100 um, D y E, 50
um, F, 25 um).

Una posible entrada al CH podrian ser las neuronas gigantes de la I6bula
biestratificadas tipo 2 (BLG2). La Figura 4.1 G muestra una BLG2 tefiida intracelularmente
gue tiene procesos que entran en los dos I6bulos mediales del CH (preparado realizado por
el Dr. Delorenzi). Es importante notar que las neuronas de campo amplio BLG2 responden a

la estimulacion visual y mecanica del animal (Medan, Oliva et al. 2007).

El nimero de células intrinsecas en los mushroom bodies de insectos y cuerpos
hemielipsoides de crustaceos es muy variable. Por ejemplo, las células de Kenyon son
aproximadamente 2000 en moscas (Drosophila sp.), 50000 en la langosta (Schistocerca sp.),
mas de 175000 en cucarachas (Periplaneta sp.), 184000 en abejas (Apis sp.) y 124000 en
cangrejos ermitafios (Coenobita clypeatus, (Wolff, Harzsch et al. 2012)). Las células
globulares intrinsecas que constituyen el CH (CH-gc) de N. granulata son numerosas, cerca
de mil. Parte del grupo de somas de las CH-gc y las fibras que forman el pedunculo se
muestran en una seccion con tincibn de Bodian (preparado por la Dra. J. Sztarker) del
protocerebro lateral (Figura 4.1 H). La técnica de tincién de plata reducida de Bodian permite
el marcado de fibras neuronales finas tifilendo los microtdbulos, por lo que es posible
evidenciar la estructura de las células. Los somas de CH-gc se distinguen de otros somas
adyacentes por su tamafio ya que son notoriamente mas pequefios (aprox. 5-6 um de
diametro) que los somas de las células vecinas (aprox. 9-10 um de diametro) que conforman
el mismo cluster. La Figura 4.2 muestra parte de los datos que se utilizaron para realizar un
recuento manual de somas. Alli puede verse un plano del cluster de células globulares
obtenido por microscopia confocal de preparados de tejido completo con inmunohistoquimica
para p-CaMKlla (520 somas) y a-tubulina (857 somas).
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Figura 4.2 Cuerpos celulares de las neuronas intrinsecas (células globulares) del cuerpo
hemielipsoide. Ejemplos de imagenes de inmuhistoquimicas de tejido completo utilizadas
para realizar recuentos manuales de cuerpos celulares. (A) Plano de imagen obtenida por
microscopia confocal del cluster de células globulares del cuerpo hemielipsoide.
Inmuhistoquimica contra a-tubulina, en donde se puede ver en negativo el espacio ocupado
por los nucleos celulares. (B) idem A para inmunohistoquimica contra p-CaMKilla.

Las sinapsinas (SYNs por su nombre en inglés) son proteinas asociadas con la
reserva de vesiculas sinapticas y han mostrado ser eficaces en artrépodos para definir
neuropilos, debido a que se expresan abundantemente en regiones de alta densidad
sinaptica (Fahrbach y Van Nest 2016). Son substratos de proteinas quinasas dependientes
de AMPciclico y modulan la liberacion de neurotransmisores mediante la unién de las
vesiculas sinapticas con actina (Fahrbach y Van Nest 2016). La Figura 4.3 A muestra una
seccion de microscopia confocal del protocerebro lateral en inmunohistoquimica contra SYN
en un preparado de ganglio completo. Esta preparacién revel6 fuerte inmunoreactividad de
SYN en regiones que corresponden a las areas de arborizacion de los lI6bulos mediales y
vertical del CH, pero no en el pedunculo. Tanto el I6bulo vertical como los mediales muestran
una textura de inmunoreactividad de SYN consistente con una estructura de microglomérulos
como se describe en CHs de otros crustaceos y en MBs de insectos (Hanstrom 1925;
Blaustein, Derby et al. 1988; Sullivan y Beltz 2001; Farris 2005; Wolff, Harzsch et al. 2012;
Fahrbach y Van Nest 2016). Un microglomérulo es una configuracién sinaptica tipica de los

cdlices de MB de insectos, en donde neuronas que proveen entradas a los MB contactan con
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espinas de muchas dendritas de las células globulares o de Kenyon (Wolff, Harzsch et al.
2012; Fahrbach y Van Nest 2016). La Figura 4.3 B y C muestran los detalles obtenidos
mediante zoom digital de areas de los l6bulos vertical (Figura 4.3 B) y mediales (Figura 4.3
C), donde rasgos compatibles con estructuras de microglomérulos inherentes a estos
neuropilos que pueden ser reconocidos en las imagenes como areas redondas delimitadas
por alta inmunoreactividad a SYN. El area central del microglomérulo puede, muchas veces,
verse mas oscura que la periferia como resultado de la presencia de mitocondrias (Fahrbach
y Van Nest 2016).

La Figura 4.3 D muestra una imagen de tincibn del protocerebro lateral con
hematoxilina-eosina (realizado por la Dra. B. Dimant y el Dr. A. Delorenzi). Alli puede verse el
cluster de células globulares del CH y el cuello del peddnculo junto con su primera
bifurcacion hacia el I6bulo vertical. En esta imagen pueden apreciarse, en concordancia con
los resultados de sinapsinas, estructuras compatibles con microglomérulos, que se revelan
como pequefios puntos o lunares, con un color rosado intenso. Esta marcacién mas intensa
con eosina (colorante de tejidos acidofilos), podria sugerir una alta densidad de mitocondrias
o granulos secretorios, lo que apoya aun mas la interpretacibn de estructuras tipo
microglomérulos. En esta imagen es interesante ademas observar, que si bien el pedinculo
se observé como un haz de fibras homogéneo en las imagenes anteriores, aqui pueden
distinguirse diferentes manojos de fibras paralelas, lo que sugiere la posible presencia de
distintas poblaciones de células globulares en el CH, que podrian ser producto de
subpoblaciones de células globulares producidas de manera secuencial durante el desarrollo
o también diferentes morfologias celulares como se observa en MB de insectos (Farris
2005). Como puede apreciarse, la preparacion con hematoxilina eosina permite imaginar
limites relativamente claros en el tejido para zonas que muestran las estructuras compatibles
con microglomérulos de aquellas que no lo hacen. Como puede verse en la Figura 4.4, el CH
no es el Unico neuropilo con esta caracteristica en el protocerebro lateral; un neuropilo
semiesférico puede hallarse en el centro del protocerebro lateral y parece tener su origen en

un cluster de células que proyectan de manera perpendicular al pedinculo del CH.

75



Los cuerpos hemielipsoides de Neohelice granulata: neuroanatomia e inmunohistoquimica -
Resultados

Figura 4.3 Estructuras tipo-microglomérulos en los cuerpos hemielipsoides de N. granulata.
(A-C) Imagenes confocales del protocerebro lateral marcado con anticuerpos contra SYN
(verde). (A) Se puede distinguir el grupo de somas de las células globulares, el peddnculo y
los I6bulos vertical y mediales (I6bulos mediales | y 11) que componen el CH. (B) Detalle del
I6bulo vertical que muestra rasgos semejantes a microglomérulos (la linea punteada sefala
un ejemplo). (C) idem B para el I6bulo medial I. (D) Imagen de tinciéon con hematoxilina
eosina en el que se ve el cuello del pedunculo aparentemente formado por proyecciones de
diferentes grupo de células globulares (lineas punteadas semicirculares). Se observa zona
del l6bulo vertical con pequefias marcas mas intensas (puntas de flecha y circulos
punteados) concordantes con los microglomérulos descritos anteriormente. En el recuadro se
muestra un detalle ampliado. Abreviaturas como en la Figura 4.1. Barras de escala. A: 200
pm, By C: 20 um, D: 50 pym, recuadro: 20 um.
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Figura 4.4 Estructuras compatibles con microglomérulos en el protocerebro lateral méas alla
del cuerpo hemielipsoide. (A) Preparado de hematoxilina-eosina mostrando una estructura
dentro del protocerebro lateral que presenta tinciones simil microglomérulos (B) idem A con
mayor aumento, se realizd6 un montaje de dos imagenes. La linea punteada curva, sefala el
tracto que parece desplegarse en este neuropilo. Las puntas de flecha y circulos punteados
sefialan los posibles microglomérulos, que presentan la misma apariencia de los observados
en el cuerpo hemielipsoide. Se sefalan también los l6bulos mediales y la seccion de
pedunculo del CH. Barra de escala, A: 200 um, B: 50 um. D: dorsal, V: ventral, P: posterior,

A: anterior.
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Neurogénesis en los mushroom bodies de animales adultos se ha observado
previamente en algunas especies de insectos (Cayre, Scotto-Lomassese et al. 2007) y en el
grupo de somas del CH de otros crustaceos (Schmidt 1997; Hansen y Schmidt 2004; Sullivan
y Beltz 2005; Schmidt 2007). Inmunoreactividad contra 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) en
somas de las CH-gc fue revelada 24 h después de su administracion sistémica Figura 4.5. Al
igual que como se ha mostrado en otros crustaceos, esto sugiere neurogénesis en una zona
del claster CH-gc proximal al cuello del pedunculo (Figura 4.5, imagenes de microscopia
confocal obtenidas por la Lic. N. Peszano) (Schmidt 1997; Hansen y Schmidt 2004; Peszano
2005).

Figura 4.5 Neurogénesis en el cuerpo hemielipsoide, incorporacion de bromodeoxiuridina. A
la izquierda se muestra un esquema del area del protocerebro mostrada en las imagenes
confocales del panel de la derecha. A la derecha, (A) y (B) muestra ejemplos de secciones
obtenidas por microscopia confocal de los somas del CH-gc marcado con anticuerpo contra
bromodeoxiuridina (BrdU, verde) y con ioduro de propidio (IP, magenta) visualizando células
gue incorporaron BrdU en el grupo gc. Barra de escala: 50 um.

La Figura 4.6 muestra tinciones de hematoxilina eosina en donde fue posible
reconocer en el cluster de CH-gc células con figuras nucleares compatibles con procesos
mitGticos semejantes a los observados en MB de insectos con tinciones colorimétricas

similares (Thomas, Ulitsky et al. 2003).
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Figura 4.6 Neurogénesis en el cuerpo hemielipsoide, figuras mitéticas. Preparados del
protocerebro lateral de N. granulata con tincion de hematoxilina eosina. (A-C) Imagenes a
distintos aumentos sefialando somas que presentan figuras compatibles con procesos
mitéticos (flechas). (B) Figuras compatible con anafase y metafase o anafase temprana
(abajo y arriba respectivamente). (C) Posible metafase. Los recuadros muestran detalles de
los elementos sefialados. Barra de escala: A: 50 um, B-C: 20 um.

Las alatostatinas (Alla en esta Tesis) son neuropéptidos que tienen funciones
neuromodulatorias en artrépodos y han sido denominadas asi dado su efecto inhibidor de la
produccion de la hormona juvenil en los corpora allata de insectos, primeramente descripto
en la cucaracha Diploptera punctata (Woodhead, Stay et al. 1989). Las alatostatinas regulan
procesos variados y pueden actuar como inhibidores de las funciones enddcrinas, como
neuromoduladores, en musculo y en vias metabdlicas (Szabo, Chen et al. 2011). La
presencia de inmunoreactividad del tipo Alla en células neurosecretorias y 6rganos
neurohemales asi como también en interneuronas y neuropilos a lo largo de todo el sistema
nervioso en algunos insectos sugiere que la Alla puede tener roles como neurohormona,
neurotransmisor y/o neuromodulador (Sarkar, Tobe et al. 2003). Tres familias de Alla no
relacionadas han sido descriptas (tipo A, By C) y las tres han mostrado estar presentes en
crustdceos (Szabo, Chen et al. 2011) y sus roles fisiologicos alun no se conocen
detalladamente. Como se referencia en (Szabo, Chen et al. 2011), una de las funciones de
las alatostatinas en crustaceos puede ser la modulacién de la muda y reproduccion, de
manera similar a los roles de la hormona juvenil de insectos. La Figura 4.7 A, muestra que en
N. granulata, al igual que en otros crustaceos, se encontré una fuerte inmunoreactividad de
tipo-alatostatinas en los neuropilos de la médula terminal pero no en el CH (Krieger, Sombke
et al. 2012).
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Figura 4.7 Inmunohistoquimica en protocerebro lateral de N. granulata. (A) Proyeccion
maxima de las secciones de escaneado confocales que muestran inmunorreactividad contra
alatostatina (Alla, verde) y nulcleos tefiidos con ioduro de propidio (IP, rojo). La
inmunoreactividad de alatostatinas aparece ampliamente distribuida en la médula terminal,
mientras que hay escasa inmunorreactividad en el area correspondiente al CH. (B) Imagen
confocal del CH marcado con anticuerpos contra p-CaMKIlla (verde) y con ioduro de propidio
(IP, rojo). La imagen se compone de dos proyecciones tomadas en diferentes planos focales.
(Izquierda) El gc, con p-CaMKlla y IP, y el pedinculo que se proyecta hacia los lébulos
vertical y mediales. (Derecha) Pedunculo proyectdndose hacia ambos lébulos mediales.
Abreviaturas como en la Figura 4.1. Barras de escala: 100 pm.

La expresion de proteinas asociadas con mecanismos de procesos de memoria,
como la calcio-calmodulina proteina quinasa Il alfa (CaMKIlla), es otra caracteristica de los
centros tipo MBs y CHs (Wolff y Strausfeld 2015; Wolff y Strausfeld 2016). CaMKIla es una
proteina altamente conservada y es abundante en estructuras centrales para la formacion de
memorias (Wolff y Strausfeld 2015). Por ejemplo, esta altamente presente en la densidades
post sinapticas del hipocampo y en los mushroom bodies de diferentes invertebrados (Pasch,
Muenz et al. 2011; Wolff y Strausfeld 2015). Ha estado descripta en procesos de plasticidad
sindptica y potenciacion de largo término. Sus caracteristicas de ser una proteina
dependiente de los niveles de calcio, por su regulacién por calmodulina y el hecho de que
puede autofosforilarse y activarse de manera independiente, ademas de su capacidad de
unirse a los receptores de NMDA que liberarian espacio en las sinapsis para ser ocupados
receptores AMPA, la ha llevado a ser propuesta como uno de los elementos centrales en la
formacion de memorias de largo término tanto en vertebrados como invertebrados (Barco,
Bailey et al. 2006). Aqui se revela en el cuerpo hemielipsoide de N. granulata,
inmunoreactividad de p-CaMKIlla en el pedunculo y los I6bulos medial y vertical (Figura 4.7
B). En contraste con sus células vecinas mas grandes, los somas del cluster de CH-gc
muestran fuerte inmunoreactividad de p-CaMKlla. Este resultado aporta evidencia a favor de
la visiébn de un rol central de la estructura aqui descrita en procesos de memoria. Este

posible rol del cuerpo hemielipsoide sera explorado en el siguiente capitulo.
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4.4 Discusion

Al igual que en otros crustaceos, la estructura béasica de los CHs de N. granulata y el
patron de inmunorreactividad obtenido basado en p-CaMKlla, sinapsina y alatostatina se
asemejan al perfil de los MBs en insectos. Por otra parte, la neurogénesis adulta entre los
elementos intrinsecos de los CHs es otro apoyo a favor de esta interpretacion. La
comprension de la morfologia de CHs de N. granulata permiti6 empezar a describir su papel
en los procesos de memoria, objetivo que sera abordado en el siguiente capitulo de esta

Tesis.

4.4.1 Cuerpos hemielipsoides en N. granulata: estructura y homologia con los
mushroom bodies de insectos

Si los CHs de crustaceos son homologos a los MB de insectos ha sido objeto de un largo
debate (Blaustein, Derby et al. 1988; Sandeman, Kenning et al. 2014). Si se demuestra, la
homologia propuesta constituiria un apoyo importante a favor de la hipétesis de un origen
comun de los centros de memoria de orden superior en animales bilaterales (Wolff y
Strausfeld 2015; Wolff y Strausfeld 2016). Una evidencia soélida que apoya la
correspondencia genealdgica entre MBs y CHs es el patron compartido de organizacion
neuronal y el perfil de expresion de proteinas similar asociado con procesos de memoria que
se han descrito recientemente (Wolff, Harzsch et al. 2012; Wolff y Strausfeld 2015). Los
resultados descriptos en este capitulo proporcionan datos morfolégicos y patrones de
inmunoreactividad que revelan la similitud de estructuras entre los MB de insectos y el CH de

N. granulata.

Se han descripto CHs bilobulados con regiones | y Il formadas por miles de
microglomérulos en langosta de mar y rio (Hanstrém 1925; Blaustein, Derby et al. 1988;
Sullivan y Beltz 2001; Polanska, Yasuda et al. 2007). Estos Iébulos también se manifestaron
en el cangrejo N. granulata por la inmunoreactividad contra SYN (l6bulo medial | y lI6bulo
medial Il, Figura 4.3), mostrando estructuras compatibles la presencia de microglomérulos
esféricos (Farris 2005; Wolff, Harzsch et al. 2012). La existencia de CHs bilobulados en el
protocerebro lateral de N. granulata se ha sugerido previamente (Sztarker 2006; Frenkel,
Dimant et al. 2010; Hepp, Tano et al. 2013). Sin embargo, el andlisis de impregnaciones de
Golgi (Figura 4.1) revel6 claramente la presencia de otro l6bulo, el I6bulo vertical, que se
denomind aqui asi dada su correspondencia con los MB de insectos (Strausfeld, Sinakevitch
et al. 2009). De esta manera, las impregnaciones de Golgi expusieron CHs que se asemejan
mucho a los MB sin célices observados en algunos insectos (Strausfeld, Sinakevitch et al.
2009) (ver 4.4.2 Comentarios acerca de la nomenclatura, mas abajo). Las fibras paralelas de

las gc constituyen el pedinculo gue se bifurca para formar el I6bulo vertical, el I6bulo medial |
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y el I6bulo medial Il (Blaustein, Derby et al. 1988; McKinzie, Benton et al. 2003) (Figura 4.1 D
y E). Concordantemente, la expresién de p-CaMKlIla reveld también una vista de los I6bulos

verticales y mediales, las pequefias gc del CH y el pedunculo (Figura 4.7 B).

Vale la pena resaltar que las evidencias reunidas sugieren que las células globulares
aqui descriptas no corresponden a las células “parasol” descriptas ya en otros crustaceos
decapodos pertenecientes a las superfamilias Astacoidea y Parastacoidea de agua dulce
(cangrejos de rio) y en Homarus americanus de la familia Nephropidae (langosta con pinzas).
Las células parasol son elementos neuronales, aproximadamente 200 neuronas que pueden
ser activadas por estimulacion olfatoria, visual y mecanica (McKinzie, Benton et al. 2003;
Mellon 2016). Se han propuesto a las células parasol como neuronas extrinsecas de CHs,
similares a las neuronas de salida de los MB que reciben informaciéon sensorial multimodal
de diferentes células de Kenyon (McKinzie, Benton et al. 2003; Wolff, Harzsch et al. 2012).
Los elementos intrinsecos de los CH mostrados aqui no se corresponderian con las células
parasol. A diferencia de las células parasol que se arborizan exclusivamente dentro de un
solo I6bulo del CH, la mayoria de las fibras de gc se arborizan en el I6bulo vertical, el 16bulo
medial | y el lI6bulo medial Il (Figura 4.1 D y E), aunque las imagenes de con tincién de
hematoxilina-eosina revelaron diferentes manojos de fibras paralelas en el pedunculo (Figura
4.3 D), lo que podria sugerir la presencia de distintos tipos neuronales dentro del CH que,
similar a algunos mushroom bodies, arboricen diferencialmente en los distintos l6ébulos
pudiendo resultar en regiones de procesamiento diferenciales (Farris 2005). Ademas,
grandes somas, como se espera para las células parasol (McKinzie, Benton et al. 2003), se
encuentran cerca del grupo CH-gc y no presentan inmunoreactividad para p-CaMKlla (Figura
4.1 Hy Figura 4.7 B).

Las impregnaciones de Golgi también revelaron en los I6bulos mediales
especializaciones compatibles con sitios post-sinapticos denominados claw (Figura 4.1 F).
Estas especializaciones han sido descritas como parte del repertorio que presentan las
células de Kenyon de los MB y se asemejan a los elementos intrinsecos descriptos también
en CHs de cangrejos ermitafios (Strausfeld, Sinakevitch et al. 2009; Wolff, Harzsch et al.
2012; Wolff y Strausfeld 2015). Las células Kenyon con especializaciones claw de los MBs
(también llamadas clase Il o y) (Farris 2005) estan altamente conservadas entre las especies
de insectos y se propone que representan un tipo celular ancestral (Farris 2005). La
presencia de especializaciones tipo claw en los l6bulos mediales de N. granulata sugiere
areas de entrada de informacién. Apoyando el concepto de multimodalidad de CHs, estos
I6bulos reciben procesos neuronales de neuronas BLG2 (Figura 4.1 G), neuronas que
poseen arborizaciones a lo largo de toda la l6bula, que incrementan sus tasas de disparo

frente a la estimulaciébn mecanica y visual del animal, integran informacion visual binocular y
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reducen sus respuestas al EVP durante las sesiones de entrenamiento y testeo (Tomsic,
Beron de Astrada et al. 2003; Sztarker y Tomsic 2004; Medan, Oliva et al. 2007). La cantidad
de elementos BLG2 no se conoce con certeza, pero se ha propuesto que habria una Gnica
BLG2 por I6bula (Medan, Oliva et al. 2007). La interaccién entre las BLG2 y los elementos
intrinsecos de CHs en los lébulos mediales puede constituir un lugar donde los estimulos
visuales se integran con otras modalidades sensoriales similares a lo que ocurre en los MB
de Drosophila, donde las memorias asociativas se procesan en un circuito centralizado que
recibe entradas visuales y olfativas (Vogt, Schnaitmann et al. 2014; Farris y Van Dyke 2015;
Vogt, Aso et al. 2016).

Otra concordancia que apoya la homologia entre MBs y CHs es la neurogénesis
adulta (Hansen y Schmidt 2004; Peszano 2005; Cayre, Scotto-Lomassese et al. 2007; Wolff
y Strausfeld 2016). EI marcado positivo con BrdU en el grupo CH-gc (Figura 4.5) es
consistente con las descripciones de la neurogénesis adulta en otros cangrejos y en
cangrejos de rio en un grupo llamado cluster A (Blaustein, Derby et al. 1988; Sullivan y Beltz
2005; Schmidt 2007). Curiosamente, un centro cerebral que genera nuevas neuronas
durante la vida adulta es s6lo una de varias similitudes entre los MB y el hipocampo. En el
hipocampo, nuevas células granulares afiaden fibras musgosas (mossy fibers) en paralelo al
conjunto existente durante la vida adulta. En MBs y CHs (si bien en algunas especies no se
ha reportado este fenémeno, parece estar conservado en diferentes phyla y depender
ampliamente de las dinamicas de vida particulares de cada especie), las gc proporcionan
nuevas fibras paralelas a sus neuropilos en estadios adultos (Schmidt 2007; Sullivan, Benton
et al. 2007; Wolff y Strausfeld 2016). Varios afios después de los estudios fundacionales que
compararon los MBs y las estructuras corticales de los vertebrados sobre bases anatomicas
y fisiologicas (Strausfeld, Hansen et al. 1998), el notable trabajo de Tomer et al. (Tomer,
Denes et al. 2010) agreg6 un apoyo invaluable a la hipétesis de un origen comun de estos
centros cerebrales superiores de integracion. Por la comparacion detallada de la topografia
molecular global del anlagen (i.e., primordio, o el &rea embrionaria capaz de formar una
estructura) cerebral, el perfil de expresién de varios genes en subregiones especificas del
prosencéfalo durante el desarrollo y la "huella molecular" de telencéfalo vertebrado vy tipos de
neuronas de los MB de anélidos, mostraron que el pallium de los vertebrados y los MB de
anélidos muy probablemente evolucionaron a partir del mismo centro cerebral asociativo
sensorial cuya organizacion general ya estaba presente en su ancestro bilateral (Tomer,
Denes et al. 2010). Esta conclusién concuerda con la opinién de que la arquitectura de las
arquicortezas encontrada en todos los vertebrados podria haber estado presente en el
cerebro urbilateriano, el ancestro comun de los animales bilaterales. El giro dentado del

hipocampo, formado por una sola capa de neuronas principales, se parece en su estructura a
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la de los MBs: somas densamente empaquetados y baséfilos de las gc que envian procesos
paralelos interceptados por redes aferentes y eferentes (Strausfeld, Hansen et al. 1998).
Estudios recientes de Wolff y Strausfeld (Wolff, Harzsch et al. 2012; Wolff y Strausfeld 2015;
Wolff y Strausfeld 2016) sostienen que son varios los items anatémicos que apoyan una
correspondencia genealdgica. Estos elementos incluyen, por ejemplo, cada cuerpo celular
intrinseco posee una extensibn que es un proceso largo donde siempre hay
especializaciones pre- y postsinapticas a lo largo de su longitud, la interseccién del conjunto
de dichos procesos por dominios secuenciales de terminales aferentes y dendritas eferentes
formando una matriz aproximadamente ortogonal, y la presencia de interneuronas
recurrentes dentro del conjunto. Segun los autores, esta organizacion del patron de CH y
MBs de artrépodos es similar a la estructura del hipocampo de mamiferos, donde los cuerpos
celulares intrinsecos - la capa células granulares- envian axones paralelos que forman una
matriz ortogonal donde interactdan tanto con interneuronas locales como con aferentes de la
corteza entorrinal, y se proyectan luego hacia el subiculo y de vuelta a la corteza entorrinal
(Wolff y Strausfeld 2016). De forma notable, en estructuras de arquicortezas de vertebrados,
en MB y en CHs, varios genes ortlogos cuyas proteinas desempefian un papel critico en la
plasticidad asociada con procesos de memoria (incluyendo CaMKIl) muestran patrones de
expresion similares (Wolff y Strausfeld 2016). Como se vera, en el siguiente capitulo se puso
a prueba la similitud propuesta en las funciones (es decir, los procesos de memoria de alto
orden) de MBs y CHs (Kenyon 1896; Hanstrom 1925; Sandeman, Kenning et al. 2014), una
caracteristica que afiade evidencia funcional a la hipotesis de homologia (Papini 2002;
Strausfeld y Hirth 2013; Wolff y Strausfeld 2016).

4.4.2 Comentarios acerca de la nomenclatura

Sobre la base de la estructura de los elementos intrinsecos de CHs descritos aqui (es
decir, la presencia de pequefios cuerpos basofilos que proyectan fibras paralelas que
constituyen el peddnculo con bifurcaciones que originan los lébulos vertical y mediales), la
nomenclatura propuesta se toma de la utilizada para los MB sin calices descriptos en
algunos insectos. La nomenclatura también ha tenido en cuenta estudios clasicos (Blaustein,
Derby et al. 1988; Sandeman, Kenning et al. 2014) que describieron un CH bilobulado,
neuropilo | y Il (aqui, l6bulos mediales | y 1) y su clUster asociado, clister A o cliuster HB (del
inglés hemiellipsoid bodies). Los CHs de los cangrejos ermitafios (Decapoda, Coenobita) son
un ejemplo de la organizacion diversa de estos neuropilos en los crustaceos, con estructuras
cap-and-core que no se pudo encontrar en cangrejos verdaderos como N. granulata
(Decapoda, Brachyura), posiblemente debido a sus diferentes estilos de vida (Sullivan y Beltz
2001; Wolff, Harzsch et al. 2012). En N. granulata no se logré tefiir (tinciones con Alexa-

dextranos) retrégradamente desde los I6bulos olfatorios al protocerebro lateral, tal vez debido
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a la distancia y a la organizacion muy compacta de los tractos protocerebrales. La vision del
I6bulo vertical como parte integral de los elementos intrinsecos del CH, en consonancia con
el hallazgo de actividad sincronizada entre los I6bulos CH que se describird mas adelante en
el siguiente capitulo, sugiere la presente nomenclatura. Ciertamente, los nombres lébulos
verticales y mediales no reflejan la postura de la naturaleza de los pedunculos épticos en
este cangrejo semiterrestre con 0jos moviles (Sztarker, Strausfeld et al. 2005). Los I6bulos
vertical y mediales de los CHs de N. granulata parecen ser los pedunculos glomerulares
(mediales y laterales) descriptos en el cangrejo verdadero Carcinus maenas (Decapoda,
Brachyura) por Hanstrom (Hanstrom 1925), neuropilos que se propusieron como homélogos
de los calices de los MB (Hanstrém 1925). De hecho, el grupo lateral (en este caso, los
I6bulos mediales) se considero en ese estudio seminal como mas intimamente conectado
con los ganglios visuales y, en consecuencia, altamente desarrollado en decdpodos con ojos
normales. Cabe destacar que los MB que carecen de calices se correlacionan con especies
acuaticas (al menos en su estadios juveniles) y generalmente la pérdida del caliz esta
asociada a una reduccién o perdida de los l6bulos antenales (Farris 2005; Strausfeld,
Sinakevitch et al. 2009), mientras que los decapodos como N. granulata tienen grandes
I6bulos olfativos (Sandeman, Kenning et al. 2014). Sin embargo, existe la posibilidad de que
el aqui llamado I6bulo vertical se corresponda con el céliz de algunos MB, pero por el
momento no se hallaron evidencias que dieran preferencia a esta interpretacion. Si bien se
han descripto ingresos y egresos de informacion tanto en los calices como en los l6bulos del
MB (Farris 2005; Strausfeld, Sinakevitch et al. 2009), seria esperable encontrar una mayor
densidad de entradas en el correspondiente cdliz. En resumen, a pesar de que todavia se
esta lejos de entender completamente el circuito de informacion dentro del CH de N.
granulata, los resultados actuales permiten comparar su estructura basica con la descripta en

otras especies relacionadas.
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5.1 Introduccién

El desarrollo de la técnica de imaging in vivo descripta anteriormente en esta Tesis
(Capitulo 3) sentd las bases técnicas para poder realizar registros neuronales que en
conjunto con experimentos comportamentales y la identificacion y descripcion
neuroanatémica de los CHs de N. granulata (Capitulo 4) permitieran examinar trazas de
memorias asociativas en los CH de crustaceos. Si bien la participacion de los CH en
procesos de memoria ha sido ampliamente propuesta (Hanstrom 1925; Mellon 2000;
Strausfeld, Sinakevitch et al. 2009; Wolff, Harzsch et al. 2012; Sandeman, Kenning et al.
2014; Wolff y Strausfeld 2016), esta evidencia aun estaba ausente. En particular, en este
capitulo se evalué si, como se espera de centros de memoria de orden superior (Mizunami,
Yokohari et al. 2004; Menzel 2012) y ha sido propuesto en el paradigma de memoria de N.
granulata (Sztarker y Tomsic 2011; Tomsic y Romano 2013), la actividad de cuerpos
hemielipsoides refleja el vinculo entre un elemento aprendido y el contexto con el que se ha

asociado.

5.2 Experimentos comportamentales

5.2.1 Materiales y métodos

Durante los experimentos el actémetro fue iluminado usando dos fuentes de luz
alternativas: desde arriba durante los ensayos de entrenamiento y desde abajo durante los
intervalos entre ensayos (153 s) (Figura 5.1 A, i). La alternancia entre las dos fuentes de luz
proporciona una presentacion fasica y controlada del contexto de entrenamiento (CTX)
durante los experimentos (Pérez-Cuesta, Hepp et al. 2007; Fustifana, Carbo Tano et al.
2013).

Protocolo de entrenamiento y testeo de memoria

Los protocolos experimentales involucraron a pares de grupos de cangrejos. Cada
par consisti6 en un grupo entrenado al EVP (TR) y un grupo no entrenado (UN) que sélo
recibié un ensayo con el EVP que fue simultaneo con el primer ensayo de entrenamiento del
grupo TR. Este ensayo se utilizd para controlar la homogeneidad en la respuesta de escape

entre los grupos al inicio de los experimentos.

Sesion de entrenamiento
El entrenamiento consistio en 15 ensayos EVP separados por intervalos de 153 s
(tiempo total = 42 min) después de un periodo de adaptacion de 10 minutos durante el cual

los animales no recibieron EVP y que se iluminé desde abajo. Cada ensayo de
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entrenamiento EVP consistié en un periodo de 27 s de iluminacion desde arriba en la que se
presento6 el EVP durante los ultimos 9 s (Fustifiana, Carbo Tano et al. 2013) (Figura 5.1 A, ).
Cuando se termind la sesion, los animales de los grupos TR y UN fueron colocados

inmediatamente en contenedores individuales hasta la sesién de testeo.

Sesion de testeo

Para evaluar la memoria a corto término, 25 min después del final del entrenamiento,
los animales fueron reinstalados en el actdmetro durante 5 min y la expresién de memoria
fue entonces probada durante un ensayo EVP (tiempo total después del final del
entrenamiento=0,5 h). Una vez terminada la sesion, los animales fueron colocados
inmediatamente en contenedores individuales hasta la siguiente sesion de testeo 24 h
después. La expresion de memoria se revela en la sesién de testeo como una respuesta de

escape significativamente mas baja del grupo TR en comparacién con el grupo UN.

Especificidad del contexto

Para evaluar la especificidad de memoria del contexto se realizé una modificacion en
el protocolo de entrenamiento. Basicamente, lo que se hizo fue una modificacion ad hoc en el
contenedor de actometro durante la sesion de entrenamiento. En el contexto A, el
contenedor estandar consistié en un contenedor de plastico naranja descripto en el Capitulo
2,2.2.1). En el contexto B, se utilizé un recipiente de plastico cilindrico (15 cm de didmetro y
15 cm de altura) con paredes a rayas blancas y negras. El contexto B estaba dispuesto para
encajar dentro del actémetro, por lo que las vibraciones provocadas por la actividad motora
del animal no se podian registrar adecuadamente. En consecuencia, el contexto A es el
unico en el que se puede medir la actividad del cangrejo. Por lo tanto, los experimentos
fueron disefiados de tal manera que la sesién de testeo se produce siempre en el contexto A.
Este método impone una limitacion en los disefios experimentales, porque la presentacion
del contexto no puede ser contrabalanceada. Esta estrategia ha sido utilizada con éxito en
trabajos previos, demostrando que los animales reconocen los distintos contenedores como
contextos diferentes (Pedreira y Maldonado 2003; Frenkel, Maldonado et al. 2005; Suarez,
Smal et al. 2010; Fustifiana, Carbo Tano et al. 2013).

5.2.2 Andlisis estadistico

Para las pruebas estadisticas, se realizaron pruebas de Kolmogorov-Smirnov para
verificar que los datos ajustaran a distribuciones normales. Para todas las pruebas
estadisticas, la significancia se midié frente a un valor de a de 0,05. No se utilizaron métodos
estadisticos para predeterminar el tamafio de la muestra; los tamafios de las muestras son

similares a los tamafios de muestra reportados en otros trabajos en este paradigma
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(Pedreira, Romano et al. 1998; Berén de Astrada, Bengochea et al. 2013; Tomsic y Romano

2013). Los cangrejos de las cubas colectivas fueron tomados al azar sin un método definido.

Criterio de retencion de la memoria

Los valores de respuesta de escape resultantes de la integracion de 9 s que durd
cada ensayo del entrenamiento con el EVP (Figura 4.5 A, i) fueron transformados por
logaritmo en base 2 (log2) para obtener una distribucion de datos normal. La sesién de
entrenamiento se analiz6 con un ANOVA de medidas repetidas de una via usando ensayos
como el factor intra sujeto. En los casos en que se viold el supuesto de esfericidad se utilizé
una correccion de Greenhouse-Geisser o de Huynh-Feldt de acuerdo al valor de épsilon
(e<0,75 0 £€>=0,75 respectivamente) (Girden 1992). Los animales que no respondieron en el
primer ensayo EVP o murieron antes del final de todas las sesiones del experimento fueron
excluidos del analisis. El analisis estadistico de la expresion de memoria se evalud
centrdndose en los resultados del ensayo de testeo y buscando diferencias estadisticas entre
los niveles de respuesta de los grupos TR y UN. En este paradigma, se dice que el grupo TR
expresa memoria cuando su respuesta de escape durante el ensayo de testeo es inferior a la
respuesta de escape de su respectivo grupo UN, que ha tenido exactamente la misma
manipulacion y tratamiento, con la excepcion del propio entrenamiento (Pedreira, Romano et
al. 1998; Tomsic y Romano 2013). Cuando se compararon dos pares de grupos UN-TR (es
decir, cuatro grupos), se utilizd una prueba ANOVA Welch de una via para varianzas
desiguales, seguida de comparaciones post hoc de Games-Howell. Los datos mostrados en

las figuras corresponden a la media + error estandar.

5.2.3 Resultados

Memoria en N. granulata y contexto dependencia

Un protocolo de entrenamiento tal como el utilizado regularmente en N. granulata, y
gue fue utilizado en el Capitulo 3 de esta Tesis, produce una disminucion en la respuesta de
escape que, en el corto término, no es especifica al contexto de entrenamiento (Suarez,
Smal et al. 2010) y presenta inespecificidad al estimulo (Romano, Lozada et al. 1991). Sin
embargo, un objetivo de este capitulo fue evaluar si la actividad de los CH puede reflejar la
especificidad del contexto durante los experimentos de imaging de calcio, en los cuales los
testeos se realizan en el corto término. Por lo tanto, en el presente experimento, se cambio a
una version ligeramente diferente del protocolo de entrenamiento que aumente la fuerza
asociativa entre el EVP y el contexto (Fustifiana, Carbo Tano et al. 2013). Aqui, se probo si
este protocolo proporciona memoria a corto término que, al igual que la memoria a largo

término, sea especifica del contexto. La Figura 5.1 A, i muestra un esquema del
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procedimiento experimental. El dispositivo experimental, el actébmetro y la estimulacion con el
EVP fue igual que en los protocolos anteriormente descriptos (Capitulo 3). La diferencia en
este caso consisti6 en que el actébmetro se iluminé desde arriba durante los ensayos de
entrenamiento y desde abajo durante los intervalos entre ensayos (153 s) (Figura 5.1, Ai), de
manera que este cambio de iluminacién funcion6 a modo de un cambio de contexto
anticipadamente a la presentacion del EVP (Fustifiana, Carbo Tano et al. 2013).
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Figura 5.1 Experimentos comportamentales y memoria en el cangrejo N. granulata, contexto
especificidad. (A, i) Esquema de un ensayo EVP. Un cangrejo esta dentro del actbmetro que
se ilumina desde abajo durante el intervalo entre-ensayos (ITl) durante 153 s. Durante el
ensayo EVP, el actometro se ilumina desde arriba durante 27 s. Durante los ultimos 9 s, el
EVP se mueve dos veces en una excursion de 90° en el sentido de las agujas del reloj y en
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sentido antihorario desde la posicién inicial. (A, ii) Esquema que muestra los diferentes
grupos de cangrejos. El TR recibe 15 ensayos EVP, mientras que el UN recibe el EVP una
vez, soOlo en el primero de los 15 ensayos. UN-dCTX y TR-dCTX son entrenados con el
mismo protocolo que UN-TR pero en un contexto diferente (actobmetros con paredes a rayas).
En las sesiones de TEST, 0,5y 24 h después, los cuatro grupos reciben un ensayo EVP en
el actometro sin rayas. Por lo tanto, los cangrejos UN-TR son testeados en el mismo
contexto en el que fueron entrenados, mientras que los cangrejos UN-TR-dCTX son
testeados en un contexto diferente del entrenamiento. (B, Izquierda) Respuesta de escape
(log2-transformada) al EVP a lo largo de los 15 ensayos espaciados de la sesion de
entrenamiento. (B, Derecha) Durante los testeos de retencién de memoria de 0,5y 24 h mas
tarde, los cangrejos exhibieron memoria cuando se probaron en el mismo contexto de
entrenamiento (TR o UN), pero no cuando el contexto de testeo fue diferente al
entrenamiento (TR-dCTX o UN-dCTX). Para cada grupo, n=28. Ensayo post hoc de Games-
Howell: *p<0,05, **p<0,01. Los graficos muestran la respuesta de escape media (log2-
transformada) + error estandar.

El experimento consisti6 en dos pares de grupos, con cada par que comprende un
grupo no entrenado (UN) y un grupo entrenado (TR) de animales. Durante la sesién de
entrenamiento, el grupo TR recibié 15 ensayos con el EVP, mientras que el grupo UN recibié
s6lo un ensayo con el EVP. Se realizaron dos sesiones de evaluacién con los mismos
animales: a corto término (0,5 h después de terminado el entrenamiento) y a largo término
(24 h después del entrenamiento). Para evaluar la especificidad de contexto de la memoria,
el par de grupos UN-TR fue entrenado y testeado en el mismo contexto del entrenamiento y
el par UN-TR diferente contexto (dCTX) fue testeado en un contexto diferente del utilizado
durante el entrenamiento (Figura 5.1, A ii). No se encontr6 ninguna diferencia en el primer
ensayo de entrenamiento entre los grupos TR y UN (prueba de t de Welch: UN vs. TR:
[39,89]=1,04; p=0,30, n=28-28), y se evidencié un efecto de ensayo significativo para el
ensayo TR durante el entrenamiento (Figura 5.1 B, Izquierda) (ANOVA medidas repetidas:
TR: F[7,60; 205,31]=9,55; p<0,001; £€=0,54; n=28). Durante la sesion de testeo de memoria a
corto término (0,5 h), los cangrejos expresaron la memoria cuando la evaluacion se realizo
en el contexto de entrenamiento (UN vs. TR), pero no cuando se llevé a cabo en un contexto
diferente del utilizado durante el entrenamiento (Figura 5.1 B, derecha) (ANOVA de una via
Test de Welch: F[3; 57,23]=4,13; p=0,01; comparaciones post hoc de Games-Howell: UN-TR:
q[38,76]=4,53; p<0,016; UN-dCTX-TR-dCTX: q[49,71]=-0,86; p>0,05; TR-TR-dCTX:
q[31,62]=-5,02; p<0,007; UN-UN-dCTX: ([48,84]=0,54; p>0,05). Como se esperaba
(Fustinana, Carbo Tano et al. 2013), la memoria a largo término (24 h) evaluada en los
mismos grupos de animales mostré resultados similares (Figura 5.1 B, Derecha) (ANOVA de
una via Test de Welch: F[3; 58,76]=3,27; p=0,027; comparaciones post hoc de Games-
Howell: UN-TR: q[40,27]=-4,38; p<0,0195; UN-dCTX-TR-dCTX: q[51,69]=-0,086; p>0,05; TR-
TR-dCTX: q[43,30]=-3,91; p <0,042; UN-UN-dCTX: ¢[52,23]=0,39; p>0,05). Por lo tanto, el

uso de un protocolo de entrenamiento en el cual un cambio en la iluminacion del contexto de
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entrenamiento anticipa el EVP por unos pocos segundos hizo que la expresion de memoria

sea especifica del contexto tanto a corto como a largo término.

5.3 Cambios en la actividad neuronal, experimentos de imaging de calcio

5.3.1 Materiales y métodos

Protocolo de estimulacion

Se realizé una sesion de entrenamiento bajo las condiciones de registro de actividad
neuronal por imaging de calcio. El protocolo de entrenamiento consta de 15 ensayos con el
EVP; cada ensayo con la misma estructura descrita anteriormente en los experimentos de
comportamiento (Figura 5.1 B, ii). Cuando finaliz6 la sesion de entrenamiento, se apagé la
iluminacién interior del setup, con el objetivo de simular la retirada de los animales del
recipiente (Perez-Cuesta y Maldonado 2009). Para la sesion de testeo, 25 minutos después
del final de la sesibn de entrenamiento, se encendié la iluminacion desde debajo del
recipiente; 5 min mas tarde, un ensayo con el EVP se ejecutd como un ensayo de testeo. Se
realizaron mediciones de actividad evocada por un estimulo mecénico (MEC) antes del inicio
del entrenamiento (MecPRE) y después del testeo (MECpost) con el objeto de controlar
cambios en la actividad de calcio inespecificos o relacionados con el transcurso de tiempo.
Para la evaluar la contexto-especificidad de la memoria, las paredes blancas que rodeaban
el animal fueron cambiadas por paredes con un patrén de rayas blancas y negras verticales

para la sesion de evaluacion.

Adquisicion y analisis de datos de imagenes de calcio
Los registros de imaging fueron realizados con un objetivo de inmersién en agua 10X,
apertura numérica (NA) 0,30 (Nikon). La tasa de adquisicion de imagenes fue de 5 Hz y la

duracion de cada registro fue de 40 segundos (200 imégenes).

Para la visualizacion del patron espacial de la sefal de calcio, se generaron imagenes
codificadas en escala de falsos-colores (codigo de colores physics de FlJl/imaged) que
representan la suma del %AF/F dentro de las areas de interés (AQIs) a lo largo de todos los

cuadros durante la estimulacion EVP o MEC.

Las areas de interés (AOIs) correspondientes a los lébulos vertical y mediales del CH
para cada cangrejo fueron creadas semi-automaticamente utilizando Fiji. Las imagenes
filtradas (5 x 5, mediana) que representan el %AF/F promedio durante los primeros 2 s
después del inicio del estimulo se binarizaron estableciendo un umbral de 3-5 desvios

estandar por encima de la linea de base. Se aplicé un nuevo filtro mediano (radio = 2
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pixeles) sobre la imagen binarizada que mostraba pixeles activos durante la estimulacion con
la cual se cre6 una mascara, que resulté de considerar cada pixel que estaba activo en al
menos un ensayo. Las dos AOls, lébulo vertical y I6bulos mediales, fueron delimitadas a
mano en la mascara sobre la base de la inspeccion morfolégica de las imagenes de
fluorescencia originales. EI cambio de actividad entre los ensayos se calculé promediando

los valores %AF/F de todos los pixeles dentro de los AOls.

5.3.2 Analisis estadistico

Para el céalculo de las respuestas neuronales de calcio en cada AOI, se calcul6 la
suma de valores de %AF/F positivos durante el EVP (cuadros 116-161) o MEC (cuadros 26-
55) para cada ensayo. De forma similar a las tasas de actividad definidas en otros trabajos
(Hussaini y Menzel 2013), se definié un indice de sefal de calcio (ISC) como el cambio en la

respuesta de calcio del ensayo 01 al ensayo "n" dividido por la respuesta total al calcio:

ISC = respuesta ensayo n — respuesta ensayo 01

respuesta ensayon + respuesta ensayo 01

Un ISC negativo representa una respuesta reducida (-1 para una reduccién completa
de la respuesta), un ISC positivo una respuesta aumentada, y ISC= 0 que no hay cambio en
la respuesta del ensayo 1 al ensayo n. Se excluyeron los animales cuyos CH no mostraron
respuestas de calcio a los primeros EVP y MEC. Para el analisis de ISC, se realizaron
ANOVAs de una via y se realiz6 una prueba post hoc Tukey HSD para comparar entre los
grupos. La homogeneidad de variancias se evalué mediante la prueba de Levene. El bloque
de ensayos de entrenamiento final (ensayos 13-15) (Figura 5.4) se calculé como el promedio
del ISC de los tres dltimos ensayos del entrenamiento que estaban disponibles. Los datos
mostrados en las figuras corresponden a la media de ISC + error estdndar. Para el analisis
de correlaciones de las sefiales de calcio en los l6bulos verticales y mediales no inducidas, la

regresion lineal y andlisis de covarianza (Figura 5.5) se realizaron en QtiPlot. De acuerdo con

QtiPlot, covarianza (desplazamiento)=[LV (t) — LV].[LM(t + desplazamiento) — LM]; siendo
LV=%AF/F en lébulo vertical y LM=%AF/F en los I6bulos mediales para un ndmero de
puntos N, la funcion se calcula entre -N/2 y N/2. El espectro de frecuencias se calcul6 en Fiji.
Los andlisis se realizaron utilizando Excel (Microsoft) con plugins de analisis (RealStatistics,
Excel Resource Pack, version 4.3, www.realstatistics.com), Fiji, QtiPlot (www.qtiplot.com) y
STATISTICA 8.0 (StatSoft, Inc.).

5.3.3 Resultados
Para examinar cambios en la actividad neuronal de los CHs relacionados con
procesos de memoria se realizaron experimentos de imaging de calcio in vivo. Para ello, se

realizé una pequefia abertura en el peddnculo 6ptico izquierdo del cangrejo del lado opuesto
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al mostrado en el Capitulo 3 (Procedimientos de preparacion del cangrejo y tincién para
imagenes de calcio, pagina 27), permitiendo el acceso visual al protocerebro lateral orientado
de tal manera que se lograra el acceso al CH. Cristales del colorante sensor de calcio
CalciumGreen-1 dextrano 3000 MW fueron insertados en el cuello del pedinculo del CH. El
colorante fue internalizado por las células globulares y transportado a lo largo de las
neuronas a los lébulos del CH. La Figura 5.2 Ai muestra un diagrama del protocerebro
lateral, en el que se muestra el sitio de aplicacion del colorante; una vista de la preparacion
se muestra en la Figura 5.2 Aii. La Figura 5.2 A iii muestra un ejemplo de una superposicion
de imagenes obtenidas con un microscopio confocal del protocerebro lateral incubado con
anticuerpos contra sinapsina. La mancha verde intensa corresponde a la posiciéon en la que
se inserto el colorante-sensor de calcio; multiples somas y algunos procesos de las neuronas
del CH que estaban tefiidas con el colorante todavia pueden verse después de la fijacion de
tejido. Durante los experimentos de registros de imaging in vivo, se registraron las sefiales de
calcio de los I6bulos vertical y mediales. Todos los registros se obtuvieron a partir del CH del
pedunculo optico izquierdo, mientras un protocolo de entrenamiento similar al descripto para
los experimentos de comportamiento se llevé a cabo estimulando al animal a través de su ojo
derecho. Un ensayo de evaluacion se realiz6 0,5 horas después del final del protocolo de
entrenamiento. Como control de la preparacion durante el experimento, y al igual que en el
Capitulo 3, se utiliz6 el estimulo mecénico (MEC) al principio (MECpre) y al final de los
experimentos de (MECpost) en todos los grupos experimentales. La Figura 5.2 B
esquematiza el protocolo de entrenamiento (i) y momento de los estimulos: EVP (ii) y MEC
(iii). Los registros se realizaron durante cada estimulacion y durante ensayos sin estimulacion
en los grupos no entrenados al EVP. Las sefiales de calcio se calcularon como cambios a
partir de la fluorescencia basal como %AF/F, donde F representa la fluorescencia basal y AF
representa la diferencia entre la fluorescencia basal y la fluorescencia medida durante la
ventana temporal de interés (Seccién 2.2.2 Analisis de datos de imagenes de calcio pag. 30

y Seccion 5.3.1 Adquisicion y andlisis de datos de imagenes de calcio pag. 92).
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Figura 5.2 Preparaciéon in vivo de imagenes de calcio y actividad neuronal en el CH del
cangrejo. (A) Preparacién para experimentos de registro de imagenes de calcio. (i) Diagrama
del protocerebro lateral mostrando el sitio donde los cristales de colorante de calcio fueron
insertados con un capilar de vidrio. Una celula globular completa y algunos somas del CH
dibujados en verde representan las células llenas con el colorante. La linea punteada
describe aproximadamente el area registrada durante los experimentos. (i) Imagen de la
preparacion bajo lupa. La mancha roja corresponde a los cristales de CalciumGreen-1, que
se ven rojos bajo luz blanca. Barra de escala: 100 um. (iii) Imagen confocal mostrando
inmunorreactividad a sinapsina (SYN) y la marca con CalciumGreen-1. Barra de escala: 200
um. (B) Protocolo de entrenamiento y esquema de los ensayos de estimulacion. (i) El
protocolo de entrenamiento consta de 15 ensayos EVP seguidos de un testeo a corto término
0,5 h mas tarde. Antes del entrenamiento se realiza un ensayo con MEC (pre) y otro después
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del testeo (post) como estimulo de control. (i) EVP consiste en una pantalla que se mueve
hacia adelante y hacia atras 90° sobre el animal (triAngulos negros). El ensayo consiste en
una presentacion desfasada entre el contexto y el EVP. La linea de tiempo representa toda la
extension de cada evento de grabacién (40 s), incluyendo los 27 s en los cuales la
iluminacion cambia de abajo a arriba, y el EVP hacia el final de este periodo. Linea oscura,
iluminacién desde abajo; Linea blanca, iluminacién desde arriba. (iii) MEC consiste en dos
pulsos de 1 s de nitrdgeno en la parte posterior dorsal del caparazén del cangrejo (el
rectangulo negro indica la sincronizacién del MEC). (C) Ejemplos de dindmica de calcio.
Arriba, imagenes superpuestas en escala de falsos colores sobre las imagenes originales
para las areas LV y LMs que muestran respuestas de calcio como la suma del cambio en la
fluorescencia (suma %AF/F) durante la estimulacion para los ensayos de entrenamiento 1, 6,
15, testeo y MEC. El resplandor blanco corresponde a saturacion de intensidad donde el
colorante fue insertado. Barra de escala: 200 ym. Abajo, curso temporal de la dinamica del
calcio como %AF/F durante los ensayos correspondientes a la imagen de la fila superior. El
area sombreada muestra la ventana de tiempo considerada para la suma de la actividad
obtenida por el estimulo y utilizada para el calculo del ISC. Los nimeros en negro y verde
muestran el ISC para cada ensayo y cada lébulo. MECpre/post, MEC pre-entrenamiento o
post-testeo. (i) Ejemplo de cangrejo no entrenado con el EVP, UN. (ii) Ejemplo de cangrejo
entrenado, TR. (iii) Ejemplo de cangrejo entrenado y testeado en un contexto diferente, TR-
dCTX.

Tanto el EVP como el MEC desencadenaron sefales transitorias de calcio en el
I6bulo vertical y en los mediales (Figura 5.2 C). Para el analisis, las respuestas de calcio se
cuantificaron como la suma del %AF/F obtenido para cada cuadro durante la estimulaciéon
con el EVP o MEC (Figura 5.2 C, area sombreada bajo las curvas). Para analizar los
cambios relativos en comparacion con el primer ensayo al EVP (equivalente a un ensayo pre
entrenamiento) aqui se calculé un indice de sefial de calcio (ISC) (ver Materiales y métodos
en este mismo capitulo) (ensayo 1) o MEC (MECpre): ISC = -1 corresponde a un reduccion
completa de la respuesta, ISC = 0 corresponde a ningin cambio, y un ISC positivo
corresponde a un aumento en la respuesta. Al igual que en los experimentos de
comportamiento, se realizaron cuatro grupos en los experimentos de registros de imagenes:
UN (Figura 5.2 C i, ejemplo representativo), TR (Figura 5.2 C ii, ejemplo representativo), UN-
dCTX y cangrejos TR- dCTX (Fig. 4.4 C ii, ejemplo representativo). Cabe destacar que los
cangrejos UN muestran ISC negativos durante los ensayos 2 al 15 porque no reciben la

estimulacion con el EVP a lo largo de esos ensayos.

Los grupos entrenados, TR y TR-dCTX, mostraron respuestas en los l6bulos
mediales y vertical evocadas por el EVP. Las respuestas disminuyeron durante los ensayos
con un perfil similar, resultando en ISC negativos al final de las sesiones de entrenamiento
(Figura 5.3 A y B, Izquierda). Notar que el grupo UN muestra un ISC mayor a -1 en los
ensayos 6 y 15 debido a la actividad no inducida por el EVP. Por otra parte, durante los
ultimos ensayos de las sesiones de entrenamiento, los animales entrenados (TR y TR-dCTX)

mostraron un ISC indistinguible de la actividad basal de animales no estimulados (UN y UN-
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dCTX) (Figura 5.4) (promedio ensayos 13-15, ANOVA de una via: l6bulos mediales:

F[3;21]=1,01; p=0,40; I6bulo vertical: F[3;21]=2,64; p=0,076).
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Figura 5.3 Plasticidad dependiente del contexto en los cuerpos hemielipsoides. (A) ISC en el
CH obtenidos con el EVP durante el entrenamiento y los testeos correspondientes a los
I6bulos mediales (UN, TR, UN-dCTX y TR-dCTX: n=5, n=8, n=6 y n=6, respectivamente). (B)
Igual que A para el lébulo vertical (UN, TR, UN-dCTX y TR-dCTX: n=5, n=9, n=6 y n=5
respectivamente). (C) MECpost. Se muestran los ISC para los I6bulos mediales y vertical.
ANOVA de una via, prueba de HSD de Tukey: **p<0,001, **p<0,01, *p<0,05. Los circulos
representan animales individuales. ISC = -1 corresponde a una reduccién completa de la
respuesta, ISC = 0 corresponde a ningan cambio, y un ISC positivo corresponde a un
aumento en la respuesta. Los graficos muestran la media de ISC + error estandar.

A Lbébulos mediales B Lébulo vertical

0.2 -
0 |
-0.2 .
(_fnj 0.4 | I
0.6 | |
RS (SRS
3K 53

Final del entrenamiento
(promedio ensayos 13-15)

Figura 5.4 Actividad en el CH durante el bloque final de ensayos de entrenamiento. Se
muestra un ISC correspondiente a los tres Gltimos ensayos de entrenamiento para los cuatro
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grupos experimentales. Los animales UN no son estimulados con el EVP. En el analisis por
ANOVA de una via no se encontraron diferencias entre los grupos en los lébulos mediales
(A) o en el I6bulo vertical (B). Los circulos representan animales individuales.

Los lébulos mediales, en un testeo a corto término realizado 0,5 h después del final
del entrenamiento (Figura 5.3 A, Testeo), mostraron respuestas disminuidas al EVP cuando
el testeo se realizo en el contexto de entrenamiento (UN vs. TR) pero no cuando el testeo se
llevo a cabo en un contexto diferente del utilizado durante el entrenamiento (UN-dCTX vs.
TR-dCTX) (ANOVA de una via: F[3;21]=18,77; p=0,000004; Prueba de Tukey, HSD, grupos
de mismo contexto: UN vs. TR: p=0,00018, grupos de cambio de contexto: UN-dCTX frente a
TR-dCTX: p=0,112; UNs: UN frente a UN-dCTX: p= 0,99; TRs: TR frente a TRACTX:
p=0,005).

En cuanto a la actividad medida en el I6bulo vertical, el testeo a 0,5 h mostré un perfil
similar (Figura 5.3 B) (ANOVA de una via: F[3,21]=3,58; p=0,03). Sin embargo, es evidente
gue la disminucién de la actividad provocada por el entrenamiento con EVP fue menos
pronunciada en este caso (Tukey HSD: UN vs. TR: p=0,025; UN-dCTX frente a TR-dCTX:
p=0,99; UN vs. UN-dCTX: p=0,65; TR frente a TR-dCTX: p=0,29).

Es importante destacar que el cambio dependiente del entrenamiento en las
respuestas neuronales medidas en los CHs fue especifico para el EVP ya que las respuestas
obtenidas por el MEC antes y después de la sesion de entrenamiento no mostraron
diferencias en ninguno de los grupos (Figura 5.3 C): el ISC para MEC no fue diferente de
cero, y no hubo diferencias entre los grupos (MECpost, prueba de t: I6bulos mediales y
I6bulo vertical para todos los grupos: p>0,32; ANOVA de una via, lébulos mediales:
F[3;21]=0,65; p=0,59; I6bulo vertical: F[3;21]=0,48; p=0,70).

En resumen, los experimentos de imagenes de calcio muestran que el entrenamiento
induce cambios plasticos en la actividad neuronal en los CHs del cangrejo, una disminucion
de las respuestas obtenidas por el EVP que es contexto-especifica y se correlaciona en el

corto término con los componentes asociativos de la memoria.

5.4 Discusion

Estos resultados de imaging de calcio in vivo indican que los CH reflejan cambios
especificos del estimulo durante el entrenamiento que duran al menos hasta un testeo a
corto término 0,5 h después del entrenamiento. Ademas, la plasticidad podria apoyar el
desarrollo de una traza asociativa contexto-especifica que se refleja en el comportamiento

tanto a corto como a largo término.
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5.4.1 Dinamicas de calcio en los cuerpos hemielipsoides

Registros ex vivo y decenas de estudios neuroanatomicos realizados en otros
decdpodos muestran que los CH tienen entradas sensoriales multimodales (Yagodin, Collin
et al. 1999; Sandeman, Kenning et al. 2014). En los experimentos realizados en este
capitulo, se encontro, al igual que en la médula terminal (ver Capitulo 3), las sefiales de
calcio en los CHs in vivo son inducidas por estimulacién tanto mecanica como visual. Las
entradas neuronales especificas al CHs que conducen a las respuestas de estimulos
mecanicos Yy visuales todavia necesitan ser exploradas. Las neuronas gigantes de la lébula,
cuyos procesos invaden los lébulos mediales (Figura 4.1 G) y responden a estimulos
mecanicos y visuales, son algunos de los candidatos promisorios para este papel En
consecuencia, y al igual que en los MB de algunos insectos, se encontraron posibles sitios
postsinapticos en las células intrinsecas de los I6bulos mediales (Figura 4.1 F)(Farris 2005;
Wolff, Harzsch et al. 2012; Wolff y Strausfeld 2015). Es necesario recordar aqui que las
estimulaciones fueron realizadas en el ojo contralateral al correspondiente CH registrado, por
lo que el CH debe recibir también, directa o indirectamente a través de relevos, informacion
proveniente de los ganglios visuales contralaterales. Ademas, de notar aqui, que el estimulo
mecéanico es disparado en la parte posterior del caparazon dorsal, lo que aporta mas

evidencia a que el CH integra informacion multimodal proveniente de diferentes areas.

Las sefiales de calcio, tanto las espontaneas como las estimuladas en los lébulos
verticales y mediales mostraron estar sincronizadas y altamente correlacionadas (Figura 5.5).
Este hallazgo se esperaba sobre la base de las impregnaciones de Golgi que muestran la
estructura bifurcada de los elementos intrinsecos de la CH (Capitulo 4, Figura 4.1 C-E) y de
estudios de imagen funcional en las ramas axonales de las neuronas de los MB (Wang,
Mamiya et al. 2008). Sin embargo, también se encontraron sefiales de calcio espontaneas
posiblemente diferenciales entre ambos I6bulos del CH (Figura 5.2 C y Figura 5.5, flechas
sobre las curvas en ambas figuras). Esta observacion podria representar entradas distintas
en los diferentes l6bulos o inhibiciones intra-lobulares diferenciales segun lo propuesto para
este tipo de circuitos neuronales. La participacién diferencial de los lébulos vertical y
mediales en la actividad suscitada por diferentes estimulos también es esperable, ya que es
lo que sucede en los MBs (Davis 2011; Menzel 2014; Vogt, Aso et al. 2016). Se necesitaria
una microscopia de dos fotones o una resolucion mayor de registro dentro de cada lébulo
para arrojar luz sobre esta propiedad de los CHs de N. granulata. Por otra parte, la actividad
CH presenté componentes de oscilacion lentos (Figura 5.5), lo que esta de acuerdo con las
oscilaciones que se han descrito en MBs de insectos y en CHs (Jiang, Campusano et al.
2005; Placais, Trannoy et al. 2012; Mellon 2016).
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Figura 5.5 Actividad espontanea en los cuerpos hemielipsoides. Ejemplos de animales
entrenados que muestran transitorios de calcio en ausencia de estimulos explicitos.
Izquierda, imagenes del area registrada mostrando el AOI del I6bulo vertical (LV) y los
I6bulos mediales (LMs) de los cuales se obtuvo el %AF/F. Barra de escala: 200 um. Derecha,
%AF/F registrado en ausencia de estimulacion explicita, correlacién y correlacion cruzada, y
espectro de frecuencia para las sefiales obtenidas en los I6bulos vertical y mediales de los
CHs. D, dorsal; freq, frecuencia; L, lateral; Me, medial; V, ventral.

5.4.2 Plasticidad neuronal relacionada con la memoria en los cuerpos
hemielipsoides de N. granulata

Los CHs de crustaceos se propusieron durante mucho tiempo como centros de
integracién de orden superior que desempefian un papel en los procesos de memoria. Los
resultados presentados en esta Tesis representan la primera evidencia fisiol6gica in vivo que
apoya esa vision (Blaustein, Derby et al. 1988; McKinzie, Benton et al. 2003; Wolff, Harzsch
et al. 2012; Sandeman, Kenning et al. 2014; Wolff y Strausfeld 2016).

Los cambios observados en la actividad neuronal de los CH correlacionaron con la
memoria contexto-especifica observada en el comportamiento (Figura 5.1, pag. 90). Aqui, la
memoria ha mostrado ser contexto-especifica no sélo en el largo término como es de esperar
de acuerdo a resultados previos (Tomsic, Pedreira et al. 1998; Sztarker y Tomsic 2011;
Fustifiana, Carbo Tano et al. 2013) sino también en el corto término. Se ha descripto que,
luego de entrenamientos fuertes, la caida en la respuesta de escape en el corto término es
inespecifica para el contexto (Suarez, Smal et al. 2010), un efecto que es mediado por
sistemas opioides (Romano, Lozada et al. 1991). Sin embargo, dichos resultados se
obtuvieron con otra variante del paradigma de entrenamiento. Aqui, se utiliz6 un paradigma
de asociacion mas fuerte, mediante la anticipacion contingente del contexto de

entrenamiento con el EVP (Figura 5.1) (Fustifiana, Carbo Tano et al. 2013). Es posible que
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esta caracteristica del protocolo resulte en una atenuacion de los procesos mediados por
opioide que son contingentes con la disminucion de la respuesta de escape en el corto
término (Romano, Lozada et al. 1991), por lo que seria posible revelar, ya en el corto
término, la contexto-especificidad de la memoria que de otra manera podria estar

enmascarada por procesos inespecificos.

Las sefales de calcio desencadenadas en el CH por el EVP disminuyeron en los
I6bulos mediales y vertical durante el entrenamiento. Esta disminucion persistié al menos
hasta una evaluacién a corto término, 0,5 h después del entrenamiento. La disminucién del
indice ISC fue menos pronunciada en el lébulo vertical que en los lébulos mediales,
diferencia que no puede explicarse por una disparidad de la sefial inicial de calcio frente el
estimulo de entrenamiento (ensayo EVP 1 de los animales entrenados sumatoria %AF/F;
media £ error estandar: l6bulos mediales 46,38 + 21,21 %AF/F; Iobulo vertical 41,12 + 17,60
%AF/F; prueba de t para muestras dependientes: t[12]=0,77; p=0,45). La menor disminucion
en las sefiales de calcio del I6bulo vertical podria reflejar, como en los MBs (Davis 2011),
diferencias de las distintas regiones de entrada/salida del CH durante el desarrollo de estos

procesos de memoria.

La interpretacion de que los cambios en la actividad del CH fueron inducidos por el
entrenamiento mas que por una disminucion inespecifica dependiente del tiempo en las
sefales, tales como modificaciones en la distribucién del colorante, fotoblanqueo o
fototoxicidad, se apoya en el hecho de que no hubo cambios entre las respuestas evocadas
por el MEC pre y post entrenamiento. Mas aln, este punto de vista también es apoyado tanto
por la falta de cambios en los animales UN como por la recuperacion de las sefiales de calcio
obtenidas en respuesta al EVP en los cangrejos que fueron evaluados en un contexto

diferente al utilizado durante el entrenamiento (Figura 5.3).
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6.1 Persistencia, recuperaciéon y expresion de la memoria

En esta Tesis se evalud, en el cangrejo Neohelice granulata, la presencia de trazas
de memorias persistentes a través de la actividad neuronal evaluada como incrementos
relativos en la fluorescencia por calcio. Esto es, cambios en la actividad neuronal inducidos
por una experiencia que reflejaron el desarrollo de memorias independientemente que estas
se expresen o0 no en el largo término (Capitulo 3). La estrategia aqui desarrollada permite
evidenciar memorias independientemente de su expresion y aporta nuevas visiones a los
estudios que abordan la busqueda de trazas de memoria. La busqueda de trazas de la
memoria en base a la correlacion de actividad neuronal con el comportamiento sin considerar
que la memoria puede persistir y recuperarse a un estado activo sin ser expresada en el
comportamiento (Ryan, Roy et al. 2015), puede dificultar las interpretaciones sobre la
actividad neuronal relacionada con el desarrollo de memorias. Asi, podrian ser descartadas
trazas que sin correlacionar con cambios comportamentales, de hecho si correlacionan con
la reactivacion de trazas de memoria persistentes o, por el otro lado, podria encontrarse
actividad neuronal correlacionada con los procesos de expresidbn comportamental pero no

con la reactivacion de la memoria en si.

Los procesos de memoria y sus correlatos neuronales se han examinado
generalmente con la premisa de que la recuperacion (retrieval) y la expresion de la memoria
son conceptos intercambiables. Sin embargo, como se ha propuesto (Delorenzi, Maza et al.
2014), los resultados de esta Tesis (Capitulo 3) proporcionan mas pruebas de la existencia
de memorias que pueden ser recuperadas/reactivadas aunque no sean expresadas en el
comportamiento. El disefio de los experimentos de reconsolidacion fue fundamental para
poner en luz la reactivacion de las memorias no expresadas, como se hizo en los
experimentos de comportamiento de la Figura 3.2 y fueron realizados originalmente por
(Frenkel, Maldonado et al. 2005). Lo que se evalud en la sesion de testeo en el tercer dia de
estos experimentos fue si una memoria que no se expresé en el segundo dia, pudo ser re-
activada y el uso de su informacién evidenciado por la presentacion de un recordatorio
sorpresivo que, como consecuencia, inicia un proceso de labilizacion y reconsolidacién
(Delorenzi, Maza et al. 2014). Esta estrategia permitié diferenciar memorias consolidadas
pero no expresadas de memorias que aparentemente estan ausentes (Figura 3.4). La prueba
de que estas memorias fueron recuperadas es que su expresion en el largo término pudo ser
modulada  especificamente durante un proceso de labilizacibn-reconsolidacion
desencadenado por una sorpresa o error de prediccion (Misanin, Miller et al. 1968; Lewis
1979; Przybyslawski y Sara 1997; Sara 2000; Rodriguez-Ortiz, Balderas et al. 2012; Pedreira
y Romano 2013).
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6.1.1 El efecto sorpresa y la reconsolidacibn como estrategia para revelar
recuperacion de representaciones internas

Si bien algunas condiciones paramétricas necesarias para labilizar-reconsolidar
memorias reactivadas han sido descriptas, cudles son los procesos fisioldgicos involucrados
para iniciar, o no, la labilizacion es un desafio que se ha comenzado a abordar
recientemente. La aproximacion comportamental usada aqui en el Capitulo 3 permite
abordar tanto trazas de memoria que se reactivan y se expresan como aquellas que se
reactivan pero no se expresan, ofreciendo una herramienta Unica en los estudios de la
reconsolidacion y de los mecanismos que dan acceso a la modulacion de la expresion de

memorias en el largo término.

Esta aproximacion experimental tiene su base en el desencadenado de un proceso
de reconsolidacién como consecuencia de un efecto sorpresivo o por un error de prediccion
(mismatch) (Rescorla 1972; Pedreira, Perez-Cuesta et al. 2004; Frenkel, Maldonado et al.
2005; Fernandez, Boccia et al. 2016; Wagner 2016). Como se ha mencionado en la
introduccion, el efecto sorpresa sugiere la presencia de una representacion interna activa ya
gue es necesaria la puesta a prueba de una prediccién (que es generada por un sistema
emulador) con la percepcién de lo que realmente ocurrié. Se insiste aqui en el hecho del
efecto sorpresa por la intencién de exponer las diferencias con las interpretaciones clasicas
de las reapariciones comportamentales de memorias que parecian olvidadas.
Esencialmente, estos fenébmenos ha sido interpretados principalmente por dos visiones: las
trazas de memoria son “débiles” o residuales por lo que no pueden tomar control del
comportamiento a menos que exista un reentrenamiento que refuerce las trazas o, la
segunda visién, la memorias no se reactivan a menos que se presente un recordatorio clave
porque las llamadas trazas de recuperacion (retrieval links) han sido afectadas
negativamente (Nader y Wang 2006). El efecto sorpresa sugiere, sin embargo, que la
informacion de la memoria pudo ser recuperada/reactivada en condiciones de un
recordatorio incompleto para evaluar un fallo en las expectativas de acuerdo a una
experiencia pasada. Asi, en N. granulata no se observan los efectos de los agentes
interferentes 0 mejoradores de la memoria administrados después de la activacién de la
memoria de largo término si el recordatorio se refuerza mediante la presentacion del EVP (es
decir, se cumplen las expectativas en la sesion de recordatorio) (Pedreira y Romano 2013).
Una condicién sorpresiva con respecto a las condiciones del entrenamiento (terminacion de
la sesidn de recordatorio sin el refuerzo previsto) es necesaria para observar el efecto
potenciador como consecuencia de la privacion de agua después de la reactivacion de la
memoria (Frenkel, Maldonado et al. 2005). Concordantemente, cuando el recordatorio se

refuerza, cumpliendo asi las expectativas de memoria, la traza de la memoria no se vuelve
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labil y por lo tanto no se observa mejoria en el largo término como consecuencia de un
evento modulador (Frenkel, Maldonado et al. 2005; Delorenzi, Maza et al. 2014). Estos
resultados proporcionan la evidencia esencial de que la mejora de la memoria no puede
explicarse como la suma de trazas de memoria sub-umbral o la recuperacion de fallas en la
reactivacion de la traza de memoria (Gold 2006; Squire 2006; Hardt, Wang et al. 2009;
Caffaro, Suarez et al. 2012). Al utilizar esta estrategia, se han revalidado en esta Tesis
resultados previos utilizando diferentes condiciones experimentales, mostrando que tanto el
entrenamiento débil como el agente escopolamina (0,1 pg/g) administrado antes de un
entrenamiento fuerte permiten la formacion de una memoria de largo término (Figura 3.2 y
Figura 3.3) que no se expresa, pero que puede recuperarse y reconsolidarse (Caffaro,
Suarez et al. 2012). En contraste, y como se mostré anteriormente con cicloheximida,
actinomicina y escopolamina 5,0 pg/g (Frenkel, Maldonado et al. 2005; Frenkel, Suarez et al.
2010; Caffaro, Suarez et al. 2012), aqui se encontrd que la administracion del bloqueador del
receptor de NMDA, MK-801, interfiere con la formacidon de una traza de memoria que sea
reactivable (Experimento 3, Figura 3.4). En conclusion, los resultados obtenidos en el
Capitulo 3 muestran que los mecanismos implicados en la persistencia de la memoria y los
mecanismos implicados en la expresion a largo término de la memoria podrian ser
farmacologicamente separados. Esta vision puede explicar, por ejemplo, resultados recientes
gue muestran que la memaria de largo término puede persistir encubiertamente después de
su aparente eliminacién por algunos tratamientos anti mnemaonicos (Chen, Cai et al. 2014;
Ryan, Roy et al. 2015).

6.1.2 El hipocampo y el error de prediccion

El hipocampo ha mostrado estar involucrado de manera critica en aprendizaje y
evocacibn de memorias asociativas, incluyendo memorias de secuencias, contextos,
distribuciones espaciales y memorias episédicas (Lisman, Buzsaki et al. 2017). Ha sido
propuesto, también, como con la capacidad de ser un sistema comparador entre lo que
ocurre y lo que se espera de acuerdo a representaciones internas reactivadas (Lisman
1999), por lo que seria un sistema neuronal central en la evaluacion del error de prediccion.
Este sistema tendria la propiedad de desplazarse hacia un estado de codificacion de nueva
informacién en caso de que las condiciones actuales no concuerden con la prediccién
resultante de experiencias pasadas (Meeter, Murre et al. 2004; Forcato, Bavassi et al. 2016;
Schroyens, Beckers et al. 2017). En este sentido, se ha propuesto que un recordatorio
dispararia en el hipocampo una reactivacion de la secuencia de los eventos aprendidos en
las regiones del giro dentado y CA3, generando una salida hacia la region CA1 y permitiendo
al organismo anticipar lo que potencialmente pasara de acuerdo a memorias reactivadas.

Esquematicamente, CAl actuaria como comparador entre la prediccion enviada por los
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elementos de CA3 y la entrada sensorial proveniente desde la corteza entorrinal (Lisman
1999; Kumaran y Maguire 2006). En este sentido se ha obtenido evidencia en humanos y
roedores a favor de un rol del hipocampo en la evaluacion de errores de prediccion (Honey,
Watt et al. 1998; Fyhn, Molden et al. 2002; Kumaran y Maguire 2006; Forcato, Bavassi et al.
2016).

Dados los resultados obtenidos en esta Tesis en favor de un correlato de la actividad
neuronal del cuerpo hemielipsoide con el componente contextual de la memoria y su posible
homologia con la arquicorteza de vertebrados (Capitulo 1 Seccion 1.6 , Capitulo 4, Capitulo
5 y ver siguiente seccién) es posible postular que, asi como sucede en el hipocampo de
vertebrados, la actividad en los cuerpos pedunculados y en el cuerpo hemielipsoide sean

también centrales en la deteccion de errores de prediccion de tipo asociativos.

6.2 El rol funcional de los cuerpos hemielipsoides y un origen comun
paralos centros de memoria de alta integracion

Como se menciond en la introduccion, los sistemas nerviosos de invertebrados y
vertebrados comparten elementos involucrados en la plasticidad sinaptica (Kandel 2001;
Glanzman 2010; Kandel, Dudai et al. 2014)). Si bien los primeros y fundacionales estudios en
Aplysia sp. mostraron mecanismos de plasticidad presinapticos (por una mayor liberacion de
vesiculas como consecuencia de una cascada dependiente de AMPc y PKA por ejemplo) y
su contraparte en vertebrados mostraron que los mecanismos en las sinapsis del hipocampo
eran postsinapticos (a través de la modulacion del trafico de receptores AMPA en la
membrana postsinaptica mediada por receptores NMDA), resultados mas recientes sugieren
gue tanto en invertebrados y vertebrados los procesos de plasticidad sindptica serian mixtos,
es decir con una posible induccion de la potenciacion en la postsinapsis, y una expresion de
la potenciacion pre y/o postsinaptica (Glanzman 2010). Estos resultados han llevado a
proponer un modelo de plasticidad sinaptica conservado, concluyendo que los sistemas
nerviosos de invertebrados y vertebrados no sélo comparten los mecanismos basicos de
propagacion de potenciales de accion y de comunicacién sinaptica, sino también aquellos
gue alteran la fuerza de las sinapsis (Glanzman 2010). No sélo los mecanismos moleculares
involucrados en la plasticidad neuronal parecen estar evolutivamente conservados, también
las dinAmicas y procesos de memoria resultan llamativamente similares entre vertebrados e
invertebrados (e.g., fases de consolidacién y reconsolidacion, sus dindmicas) (Pedreira y
Romano 2013; Delorenzi, Maza et al. 2014; Kandel, Dudai et al. 2014). Tedricamente, esto
podria deberse a que la organizacién basica de los circuitos de alta integracion del ancestro

comun de los animales bilaterales ha sido una solucién eficiente para el procesamiento de
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diferentes tipos de informacion y la organizacion de memorias que se ha conservado a lo

largo de la evolucion (Wolff y Strausfeld 2016).

En esta Tesis, se ha mostrado evidencia a favor de un rol funcional en la integracion
de informacion durante la formacién de memorias de los cuerpos hemielipsoides del cangrejo
(Capitulo 5), neuropilo de crustaceos propuesto con un origen comudn con las arquicortezas
de vertebrados (i.e, hipocampo) y con los mushroom bodies de insectos (Tomer, Denes et al.
2010; Wolff y Strausfeld 2016).

Los mushroom bodies de insectos son una estructura clave para los procesos de
memoria. Sus neuronas intrinsecas son necesarias para las memorias asociativas, incluidas
las visuales, donde se propone gue su participacion en los procesos de memoria es esencial
para la vinculacion de elementos especificos dentro de los marcos contextuales donde
ocurren los eventos (Mizunami, Weibrecht et al. 1998; Liu, Wolf et al. 1999; Strausfeld,
Sinakevitch et al. 2009; Menzel 2014; Vogt, Schnaitmann et al. 2014). Como se mencioné
anteriormente, en N. granulata, las neuronas gigantes de la I6bula juegan un papel en la
memoria del EVP a corto y largo término. Sin embargo, las mismas muestran una reduccion
en las respuestas al EVP que es independientemente del contexto (Sztarker y Tomsic 2011).
Ese resultado no deja de sorprender ante el hecho de que se sabe que la memoria, tal como
es evaluada en el comportamiento del animal, si es contexto-dependiente. En este
escenario, los cuerpos hemielipsoides parecen ser los candidatos naturales para vincular el
EVP con el contexto. Dado que las neuronas gigantes de la I6bula disminuyen su respuesta
el EVP independientemente de la congruencia con los contextos de entrenamiento (Sztarker
y Tomsic 2011), es posible entonces que la actividad de las células globulares del CH integre
de hecho mdltiples informaciones contextuales, determinando asi una respuesta rio abajo
que, finalmente, guia la respuesta comportamental. En esta Tesis, se describe que el
protocolo de entrenamiento usado produce la expresion de memoria especifica del contexto
ya en el corto término (Figura 5.1). EI mismo protocolo de entrenamiento en los experimentos
de imaging de calcio, mostré que la sefial de calcio en respuesta al EVP se recuper6 en
animales entrenados cuando el contexto se modificé entre entrenamiento y testeo (Figura
5.3).

Los cuerpos hemielipsoides de Neohelice granulata y los cuerpos reniformes de
estomatdpodos

Recientemente, durante las preparacion del manuscrito de la presente Tesis, ha sido
publicado un trabajo realizado por G. Wolff y colaboradores en donde se ha descripto la
morfologia del cuerpo hemielipsoide de dos especies de estomatépodos (conocidos como

langostas mantis), Gonodactylus smithii y Neogonodactylus oerstedii (Wolff, Thoen et al.
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2017). Alli se describe al cuerpo hemielipsoide de estomatépodos como del tipo mushroom
bodies de insectos y se realiza una enumeracién de sus caracteristicas neuroanatoémicas
claves para identificar este tipo de estructuras. En ese trabajo, ademas de la estructura tipo
mushroom bodies se ha descrito otro neuropilo dentro del protocerebro lateral de
estomatdépodos, denominado cuerpo reniforme, que comparte caracteristicas con los
mushroom bodies y como se plantea: “De manera superficial, el cuerpo reniforme sugiere ser
un centro del tipo mushroom bodies debido al arreglo paralelo de los procesos que forman su
pedestal” (traduccién del autor, (Wolff, Thoen et al. 2017)). Incluso, en sus primeras
descripciones ha sido mencionado como intimamente relacionado al cuerpo hemielipsoide en
estomatdépodo (Bellonci 1882), teniendo proyecciones hacia el cuerpo hemielipsoide y
estando el clister de somas de las células del cuerpo reniforme asociado a las células

globulares del cuerpo hemielipsoide (Bellonci 1882; Wolff, Thoen et al. 2017).

La compleja estructura de los cuerpos hemielipsoides de estomatépoda no ha podido
ser hallada en cangrejo verdaderos como N. granulata. El hecho de la presencia de una
estructura tipo mushroom bodies coexistiendo con la estructura “mas simple” del cuerpo
reniforme en estomatopodos, que se describe con una disposicion espacial similar a la de los
cuerpos hemielipsoides de N. granulata, llevé a los autores a la conclusién de que los
considerados clasicamente cuerpos hemielipsoides de cangrejos verdaderos (Brachyura)
(Hanstréom 1925; Sullivan y Beltz 2004; Krieger, Sombke et al. 2012; Krieger, Braun et al.
2015) corresponderian entonces a cuerpos reniformes como los que ellos han descrito en
estomatdpoda. Si bien se proponen criterios para la identificacion de centros tipo mushroom
bodies, la identificacion de los cuerpos reniformes no muestra por el momento criterios
intrinsecos claros. En este sentido, en N. granulata, puede sefialarse una estructura
adyacente y relacionada al cuerpo hemielipsoide descripto en esta Tesis que podria ser, tal
vez, compatible con el cuerpo reniforme de estomatopodos (Figura 4.4, pag. 77). La
proyeccion de fibras paralelas desde un clister de pequefias células basoéfilas cercanas a la
I6bula arboriza, al menos, en un neuropilo arriionado posiblemente compuesto de varios
I6bulos que también, como el cuerpo reniforme de estomatépodos (Thoen 2015) presentan

subestructuras similares a microglomérulos.

Esta visién ha llevado a proponer a los autores (Wolff, Thoen et al. 2017) que los
morfolégicamente diversos cuerpos hemielipsoides de crustdceos (Sullivan y Beltz 2004), se
corresponden en realidad con célices de mushroom bodies muy divergentes. Ademas se
sugiere alli que eumalocostraca presenta una reduccién o una perdida completa de las
estructuras tipo-mushroom bodies, que va acompafada de una gran diversificacion de
neuropilos histéricamente llamados cuerpos hemielipsoides y llegando a ser una estructura

muy reducida, para nada notable o sobresaliente, en cangrejos verdaderos.
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En Wolff 2017, se plantea entonces que los mushroom bodies de estomatépodos y de
insectos satisfacen tres pruebas cruciales de homologia fenotipica: similitud, la exclusién de
estructuras que compitan sugiriendo una misma interpretacion y la coexistencia de otras
homologias. Segun estos autores, los cuerpos hemielipsoides de N. granulata descriptos en
esta Tesis (y por extension es posible pensar también los descriptos histéricamente en otros
cangrejos (Hanstrom 1925; Schmidt 1997; Schmidt y Harzsch 1999; Hansen y Schmidt 2004;
Krieger, Braun et al. 2015), se excluyen como homélogos de los mushroom bodies ‘“porque
en estomatépodos coexisten [los cuerpos reniformes] con el mushroom body” (traduccion del
autor, (Wolff, Thoen et al. 2017)). Sin embargo, parece dificil descartar por las mismas tres
razones al cuerpo hemielipsoide de N. granulata aqui descripto: la estructura presentada es
similar a la de mushroom bodies sin cdlices de algunos insectos, aqui no se ha descripto
hasta el momento otra estructura que compita en similitud y ubicacién topoldgica (aunque
coexiste un neuropilo compatible con el cuerpo reniforme como se menciond mas arriba) y
existen otras estructuras en el cerebro que han sido descriptas como homélogas de insectos
ubicadas con similar topologia (por ejemplo, ganglio visuales ldmina, médula, I6bula y lobula
plate)(Sztarker, Strausfeld et al. 2005; Bengochea, Beron de Astrada et al. 2017).

Si bien no es posible descartar la hipotesis presentada en (Wolff, Thoen et al. 2017),
los cuerpos hemielipsoides de N. granulata (y de otros cangrejos verdaderos (Krieger, Braun
et al. 2015)) parecen satisfacer varios de las caracteristicas por ellos propuestas para
incorporarlos a estructuras del tipo mushroom bodies: (1) cluster denso de pequefias células
basotfilas de las que proyecta un pedunculo de fibras paralelas, (2) presencia de I6bulos
distales, (3) presencia de estructuras tipo microglomérulos, (4) presencia de
especializaciones tipo claw tipicas de células de Kenyon, (5) inervaciones aminérgicas
(comunicacién personal Dr. Fernando Locatelli), (6) expresiéon elevada de proteinas
requeridas en procesos de memoria (CaMKIla como se muestra aqui en la Figura 4.7, pag.
80, y como se muestra en (Wolff, Thoen et al. 2017) para el caso de cangrejo verdadero
Hemigrapsus nudus, la subunidad catalitica de PKA -DCO0-). Ademas de estas
caracteristicas, la presencia de (7) neurogénesis adulta (ver mas adelante) (Schmidt y
Harzsch 1999; Hansen y Schmidt 2004; Peszano 2005; Schmidt 2014) es una caracteristica
clave que apoya esta vision.

Independientemente de la identidad de la estructura descripta aqui en N. granulata,
debe sefialarse su posible correlacién funcional con aquella esperada para centros de alta
integracién tipo mushroom bodies, en donde se observd en esta Tesis actividad relacionada

al desarrollo de una memoria dependiente del contexto.
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Neurogénesis adulta

La generacion de nuevas neuronas ha sido sefialada como una caracteristica comun
entre los mushroom bodies de algunos insectos, en los cuerpos hemielipsoides y en el
hipocampo de vertebrados (Wolff y Strausfeld 2016). La neurogénesis adulta puede ser un
componente central en el rol funcional del cuerpo hemielipsoide. Se ha propuesto en
crustdceos que un aumento en la neurogénesis de interneuronas del sistema olfatorio
acompafa al crecimiento por mudas y a la incorporacién de nuevos receptores en el sistema
nervioso periférico por lo que un mayor niumero de neuronas a nivel central ayudaria al
procesamiento de esta nueva informacion (Schmidt 2014). Sin embargo, se ha mostrado en
crusticeos que la neurogénesis adulta a nivel central en las zonas proliferativas asociadas a
los l6bulos olfatorios y al cuerpo hemielipsoide puede continuar en animales que cesan sus
mudas e incorporacion de receptores periféricos, en donde la proliferacion presenta ciclos
estacionales y decrece en relacion al aumento de tamafio (y por lo tanto edad) sélo en los
I6bulos olfatorios pero no en el cuerpo hemielipsoide (Hansen y Schmidt 2004; Sullivan y
Beltz 2005). La incorporacion de nuevas neuronas puede ser un componente importante en
el rol funcional de estas estructuras, no sélo en el sentido de que provee mas elementos al
sistema, sino que también permite aumentar la variedad de elementos con diferentes
propiedades funcionales (e.g., excitabilidad, menor inhibicién, plasticidad sinaptica). Por
ejemplo, las neuronas del giro dentado del hipocampo han mostrado tener hiperexcitabilidad,
menor conexién con interneuronas inhibitorias recurrentes y mayor plasticidad, por lo que
serian reclutadas mas facilmente durante la formacién de nuevas trazas en comparacion con
neuronas maduras (Becker 2017). En humanos y roedores, aprendizajes espaciales y
memorias asociativas han mostrado variar en asociacion con el nivel de neurogénesis,
sugiriendo que las nuevas neuronas son requeridas en numerosos eventos con alta
interferencia, ya sea por estimulos sucediendo en contextos diferentes o en eventos
similares sucedido en contextos diferentes separados en el tiempo (Becker 2017). Como fue
propuesto, las neuronas generadas en el hipocampo adulto (una de las dos regiones junto
con el bulbo olfatorio que generan nuevas neuronas durante la vida de roedores y humanos)
tendrian un rol en los procesos de discriminacion o separaciéon de patrones (pattern
separation). Con discriminacion de patrones se hace referencia a un tipo de codificacién
neuronal en donde patrones aferentes superpuestos son codificados como patrones menos
superpuestos, por lo que se lo considera un proceso que permitiria distinguir entre dos
experiencias que si bien comparten muchas caracteristicas, deben ser diferenciadas como
eventos distintos. La hiperexcitabilidad de las nuevas neuronas inmaduras ha sido propuesta
como parte de este mecanismo, ya que de manera indirecta puede reclutar una mayor
inhibiciébn de las neuronas maduras, disminuyendo asi la interferencia entre trazas de la

memoria (para una revision critica ver (Becker 2017)).
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Discusién general - El rol funcional de los cuerpos hemielipsoides y un origen comun para los
centros de memoria de alta integracion

El propuesto sistema hipocampal de deteccion de sorpresalerror de prediccion (ver
seccién anterior) también ha sido postulado en algunos modelos como un posible
mecanismo por el que se controla el reclutamiento de la nuevas neuronas para la formacion
de nuevas trazas, siendo el error de prediccion el controlador de la actividad de las neuronas
del giro dentado y guiando al sistema entre dos estados diferentes, recuperacion de

memorias o formacion de nuevos engramas (Becker 2017).

La neurogénesis adulta es un mecanismo altamente plastico y, por lo general,
altamente restringido dentro de los sistemas nerviosos centrales. El hecho de que este
proceso se encuentre limitado principalmente a dos estructuras en invertebrados y
vertebrados (neuropilos olfatorios y cuerpos hemielipsoides/mushroom bodies o bulbos
olfatorios e hipocampo respectivamente) (Cayre, Strambi et al. 1996; Schmidt 1997; Hansen
y Schmidt 2004; Sullivan y Beltz 2005; Sullivan, Benton et al. 2007; Sullivan, Sandeman et al.
2007; Schmidt 2014; Becker 2017) aporta otra caracteristica a favor de la hipo6tesis de un
origen comun de estas areas y sugiere que la generacién de nuevas neuronas tiene alto

valor adaptativo para las funciones de estos sistemas.

Los resultados presentados en esta Tesis constituirian la primera evidencia funcional
a favor de un papel de los cuerpo hemielipsoides en los procesos de memoria que, de
manera similar a los mushroom bodies de insectos (Liu, Wolf et al. 1999; Strausfeld,
Sinakevitch et al. 2009; Menzel 2014), muestran cambios neuronales correlacionados con
una asociacion especifica del estimulo con el contexto en donde de la informacién adquirida.
Estos hallazgos estan de acuerdo con la funcién histéricamente propuesta para los cuerpo
hemielipsoides (Sandeman, Kenning et al. 2014).

Las arquicortezas de vertebrados (i.e., el hipocampo) y los mushroom bodies son
estructuras claves en los procesos de memoria y donde se postula que en sus neuronas
intrinsecas se forman representaciones internas de largo término, donde se categorizan
estimulos con respecto a sus funciones como sefial y contexto (McKenzie, Frank et al. 2014;
Menzel 2014). Los resultados aqui expuestos agregan datos funcionales para respaldar la
incorporaciéon de los cuerpo hemielipsoides de crustdceos en este grupo, siendo éste otro
elemento central en al apoyo de la hipétesis de un origen comun de los centros de memoria

de alto orden en animales bilaterales (Tomer, Denes et al. 2010; Wolff y Strausfeld 2016).
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