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ABSTRACT 

 

Role of mTORC1 pathway on memory retrieval 

The ability to recall past events is essential for several adaptive behaviours. Memory retrieval 

refers to the access to stored information and its expression in the brain. Understanding how 

stored information emerges is a main question in the neurobiology of memory that is now 

increasingly gaining attention. However, molecular mechanisms underlying memory retrieval, 

including involvement of protein synthesis, are to date poorly described. 

Mammalian (mechanistic) target of rapamycin complex 1 (mTORC1), a central regulator of 

protein synthesis, has been implicated in synaptic plasticity and is required for memory 

formation. Using inhibitory avoidance (IA), we first evaluated the role of mTORC1 in memory 

retrieval. Infusion of a selective mTORC1 inhibitor, rapamycin, into the dorsal hippocampus 

15 or 40 minutes but not 3 hours before testing at 24 hours reversibly disrupted memory 

expression even in animals that had already expressed IA memory. Emetine, a general protein 

synthesis inhibitor, provoked a similar impairment. mTORC1 inhibition did not interfere with 

short-term memory retrieval, while its infusion before test at 7 or 14 but not at 28 days after 

training impaired memory expression. mTORC1 blockade in retrosplenial cortex, another 

structure required for IA memory, also impaired memory retention. In addition, pretest 

intrahippocampal rapamycin infusion impaired object location memory retrieval. 

Then, taking into account these results, we decided to evaluate the potential mechanisms by 

which mTORC1 signaling pathway participates in memory retrieval. As mTORC1 is necessary 

during consolidation to increase AMPA receptors (AMPAR) GluA1 subunits levels at the 

synapse, we assessed if a similar mechanism accounts for memory retrieval. 
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Intrahippocampal infusion of GluA1 antisense but not GluA1 missense oligonucleotides 3 

hours before testing impaired memory retention at 48 hours after training in the IA task. The 

same result was observed upon delivery of GluA2 antisense oligonucleotides 3 hours before 

test, thus showing the requeriment of GluA1 and GluA2 AMPAR subunits for memory 

retrieval. This memory impairment induced by GluA2 antisense oligonucleotides infusion 3 

hours before retrieval was reverted by infusion of GluA23ɣ, a peptide that selectively 

interferes with the endocytosis of GluA2-containing AMPAR, 1 hour before testing at 48 hours 

in the IA task. We repeated this experiment for GluA1 ASO and surprinsingly this time AMPAR 

endocytosis blockade was not sufficient to compensate the GluA1 synthesis inhibition. We 

next studied the role of GluA-subunit trafficking during memory recall and its relationship 

with mTORC1 pathway. We performed a double infusion experiment in which we first infused 

GluA23ɣ 1 hour prior testing and then rapamycin 30 minutes before testing at 48 hours after 

training in the IA task. We found that GluA23ɣ prevented memory impairment caused by 

mTORC1 inactivation. Our work indicates that GluA1 and GluA2 AMPAR subunits de novo 

synthesis is required for memory retrieval and suggests that mTORC1 regulates AMPAR 

trafficking during retrieval. Finally, we tested whether mTORC1 inactivation impacts the 

recruitment of AMPAR subunits using Western Blots to measure AMPAR subunits levels after 

testing in the IA task under rapamycin infusion prior test. We found a GluA2 levels increase 

and a GluA1 decrease at the post synaptic density close in time to memory retrieval while 

GluA2 levels remain intact at the synaptic plasma membrane fraction (SPM) and the GluA1 

decrease persist also at the SPM. No changes in these AMPAR subunits were found in the 

total homogenate fractions. 

Altoghether, our findings support the idea that ongoing protein synthesis mediated by 

activation of mTORC1 pathway is necessary for long term memory retrieval. Also, our results 
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highlight the role of mTORC1 as a key determinant of memory retrieval that impacts on the 

expression of different AMPAR subunits. 

Key words: memory-retrieval-mTORC1-hippocampus-AMPA receptors-protein synthesis. 
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RESUMEN 

 

Rol de la vía de mTORC1 en la evocación de la memoria 

La habilidad para recordar eventos pasados es esencial para numerosos comportamientos 

adaptativos. La evocación de la memoria es un proceso complejo que involucra la reactivación 

de la información previamente adquirida desde un estado latente a un estado que permite su 

expresión. Entender cómo la información guardada en el cerebro se expresa es una pregunta 

central de la neurobiología de la memoria. Sin embargo, la información sobre mecanismos 

moleculares que subyacen la evocación, incluyendo el requerimiento de síntesis proteica, es 

escasa y fragmentaria. 

El complejo mTORC1, un regulador clave de la síntesis proteica, ha sido implicado en procesos 

de plasticidad sináptica y su requerimiento ha sido reportado para la formación de la 

memoria. Utilizando la tarea de evitación inhibitoria (EI), evaluamos el rol de mTORC1 en la 

evocación de la memoria de largo término. La infusión de rapamicina, un inhibidor selectivo 

de mTORC1, en el hipocampo dorsal 15 o 40 minutos, pero no 3 horas antes del testeo 

realizado a 24 horas bloqueó reversiblemente la expresión de la memoria incluso en animales 

que previamente habían expresado memoria. La infusión de emetina, un inhibidor general de 

la síntesis proteica, provocó un bloqueo similar de la expresión de la memoria. La inhibición 

de mTORC1 no interfirió con la expresión de una memoria de corto término y en cambio, sí 

afectó una memoria de largo término testeada a los 7 o 14 días, pero no a los 28 días. El 

bloqueo de la vía de mTORC1 en la corteza retrosplenial, otra estructura involucrada en la 

memoria de la tarea de EI también bloqueó la retención de la memoria. Además, la infusión 
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de rapamicina afectó la evocación de una memoria asociada a una tarea con distinta valencia, 

como el reconocimiento espacial de objetos. 

Luego, teniendo en cuenta estos resultados, decidimos evaluar los potenciales mecanismos a 

través de los cuales la vía de mTORC1 participa en la evocación de la memoria. Considerando 

que mTORC1 es necesario durante la consolidación para incrementar los niveles de la 

subunidad GluA1 de los receptores AMPA en la sinapsis, primero evaluamos si existían 

mecanismos similares subyacentes a la evocación de la memoria. La infusión intrahipocampal 

de oligonucleoótidos antisentido para GluA1, pero no de oligonucleótidos sin sentido para 

GluA1 3 horas del testeo llevado a cabo 48 horas posteriores al entrenamiento de la tarea de 

EI bloqueó la expresión de la memoria. El mismo resultado fue obtenido luego de la infusión 

de oligonucleótidos antisentido para GluA2 3 horas antes del testeo, evidenciando el 

requerimiento tanto de la subunidad GluA1 como de la subunidad GluA2 de los receptores 

AMPA para la evocación de la memoria. Este bloqueo de la expresión de la memoria inducido 

por la infusión de los oligonucleótidos antisentido para GluA2 pudo ser revertido por la 

infusión de GluA23ɣ, un péptido que interfiere selectivamente con la endocitosis de los 

receptores AMPA, 1 hora antes del testeo llevado a cabo a las 48 horas posteriores al 

entrenamiento. Luego repetimos este experimento de doble infusión para GluA1(infusión de 

los oligonucleótidos antisentido de GluA1 3 horas previas al testeo seguido por infusión del 

péptido 1 hora antes del testeo llevado a cabo 48 horas luego del entrenamiento) pero esta 

vez el bloqueo de la endocitosis no fue suficiente para compensar la inhibición de la síntesis 

de GluA1. Después decidimos estudiar el rol del tráfico de las subunidades GluA de los 

receptores AMPA durante la evocación de la memoria y su relación con la vía de mTORC1.Para 

ello realizamos un experimento de doble infusión intrahipocampal en el cual primero 

realizamos una infusión del péptido GluA23ɣ 1 hora antes del testeo en la tarea de EI, seguida 
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por una infusión de rapamicina 30 minutos antes del testeo que se llevó a cabo 48 horas 

posteriores al entrenamiento. Observamos que en este caso GluA23ɣ previno el bloqueo de 

la expresión de la memoria inducido por la inactivación de la vía de mTORC1. En resumen, 

nuestro trabajo indica que tanto la síntesis de novo de la subunidad GluA1 como de la 

subunidad GluA2 de los receptores AMPA es requerida para la evocación de la memoria y 

sugiere que la vía de mTORC1 podría regular el tráfico de los receptores AMPA durante la 

evocación. Finalmente, testeamos si la inactivación de la vía de mTORC1 afecta los niveles de 

las subunidades GluA1 y GluA2 de los receptores AMPA usando Western Blot. Realizamos 

experimentos en lo que infundimos vehículo o rapamicina a los animales 30 minutos antes 

del testeo llevado a cabo 48 horas posteriores al entrenamiento en la tarea de EI y se extrajo 

el hipocampo inmediatamente después de la evocación. Evaluando la fracción de densidad 

postsinátptica, enriquecida en membrana postsináptica, encontramos un aumento en los 

niveles de GluA2 y una caída de GluA1. En la fracción correspondiente a los sitios 

extrasinápticos (SPM) no encontramos cambios para GluA2 mientras que la caída en los 

niveles de GluA1 se mantuvo. Para el homogenato total no encontramos cambios en los 

niveles de expresión de ninguna de estas subunidades. 

Nuestros resultados apoyan la idea de que la síntesis proteica mediada por la activación de la 

vía de mTORC1 es necesaria para la evocación de la memoria de largo término. Además, 

nuestros hallazgos apuntan a mTORC1 como un regulador clave de la evocación de la 

memoria que impacta en la expresión de diferentes subunidades de los receptores AMPA. 

Palabras clave: evocación-memoria-mTORC1-receptores AMPA-síntesis proteica-hipocampo. 
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CS: Estímulo condicionado, del inglés conditioned stimulus 

DOR: Densidad óptica relativa 

EI: Evitación Inhibitoria 

Ho/ Ho total: Homogenato total 

Hp: Hipocampo 

LTD: Depresión de largo término, del inglés long term depression 

LTM: Lóbulo temporal medial 

LTP: Potenciación de largo término, del inglés long term potentiation 

MCT: memoria de corto término 

MLT: memoria de largo término 

MSO: oligonucléotidos sin sentido, del inglés missense oligonucleotides 

mTOR: blanco de acción de la rapamicina en mamíferos/ mecanístico, del inglés, 

mammalian/ mechanistic target of rapamycin 

NMDAR: receptor de ácido N-metil-D-aspártico 

PSD: Densidad postsináptica, del inglés postsynaptic density 

PSI: inhibidor de la síntesis proteica, del inglés protein synthesis inhibitor 

Rapa: Rapamicina 

REO: Reconocimiento espacial de objetos 
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RSC: Corteza retrosplenial, del inglés retrosplenial cortex 

SPM: Membrana plasmática sináptica, del inglés synaptic plasma membrane 

TR: Entrenamiento 

TS: Testeo 

Veh: vehículo 

US: Estímulo incondicionado, del inglés unconditioned stimulus 
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INTRODUCCIÓN 

 

“Los famas para conservar sus recuerdos proceden a embalsamarlos en la siguiente forma: Luego de fijado el 

recuerdo con pelos y señales, lo envuelven de pies a cabeza en una sábana negra y lo colocan parado contra la 

pared de la sala, con un cartelito que dice: ‘Excursión a Quilmes’, o ‘Frank Sinatra’. Los cronopios, en cambio, 

esos seres desordenados y tibios, dejan los recuerdos sueltos por la casa, entre alegres gritos, y ellos andan por 

el medio y cuando pasa corriendo uno, lo acarician con suavidad y le dicen: ‘No vayas a lastimarte’, y también: 

‘Cuidado con los escalones’. Es por eso que las casas de los famas son ordenadas y silenciosas, mientras que en 

la de los cronopios hay gran bulla y puertas que golpean. Los vecinos se quejan siempre de los cronopios, y los 

famas mueven la cabeza comprensivamente y van a ver si las etiquetas están todas en su sitio.” 

Conservación de los recuerdos, Historias de Cronopios y Famas, Julio Cortázar 

  

 

 

 

 

 

 

 

"Tampoco la memoria es comprensible sin un acercamiento matemático. El dato fundamental radica en la 

relación numérica entre el tiempo de la vida vivida y el tiempo de la vida almacenada en la memoria. Nunca 

hemos intentado calcular esta relación y, por otra parte, no disponemos de ningún medio técnico para hacerlo; 

no obstante, sin grandes riesgos de equivocarme, puedo suponer que la memoria no conserva sino una 

millonésima, una milmillonésima, o sea una parcela muy ínfima, de la vida vivida. Esto también forma parte de 

la esencia misma del hombre. Si alguien pudiera conservar en su memoria todo lo que ha vivido, si pudiera evocar 

cuando quisiera cualquier fragmento de su pasado, no tendría nada que ver con un ser humano: ni sus amores, 

ni sus amistades, ni sus odios, ni su facultad de perdonar o de vengarse se parecerían a los nuestros.” 

La Ignorancia, Milan Kundera 
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Aprendizaje y memoria 

  

El aprendizaje y la memoria constituyen el medio principal de adaptación de los seres vivos 

a las modificaciones inciertas de su medio ambiente: sin ellos sólo seríamos capaces de 

ejecutar reflejos simples y comportamientos estereotipados. 

El aprendizaje se refiere a los cambios en el sistema nervioso producidos por la experiencia 

que pueden ser duraderos y se manifiestan en el comportamiento. La memoria es un proceso 

de múltiples etapas en el cual la información del ambiente es codificada, almacenada y 

consolidada en circuitos neuronales y posteriormente evocada (Atkinson y Shiffrin, 1968; 

Baddeley, 2013). Como puede apreciarse aprendizaje y memoria son dos conceptos muy 

relacionados: la formación de una memoria y su retención en el tiempo requieren de una 

experiencia de aprendizaje en donde se adquiere la información. Es decir, no hay memoria 

sin aprendizaje (salvo en situaciones experimentales artificiales, Vetere y col, 2019). 

Es importante destacar que actualmente entendemos a la memoria como un proceso que 

ocurre en el cerebro que involucra cambios constantes y relativamente permanentes en los 

circuitos neuronales que procesan la información. La memoria es entonces un fenómeno 

dinámico y en continua evolución, pero no siempre se la concibió así: antiguas concepciones 

la definían como un lugar de almacenamiento o como una entidad fija en alguna región 

delimitada del cerebro. 

¿Cómo podemos estudiar aprendizaje y memoria en un organismo? Si bien los cambios en 

el comportamiento antes y después de una situación de aprendizaje son observables y 

cuantificables, no se puede medir aprendizaje o memoria en forma directa. La determinación 
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de si se ha adquirido o no la información sólo puede ser inferida en forma indirecta a través 

de cambios en el comportamiento (Cahill y col,2001). 

Además, el aprendizaje y la memoria son propiedades básicas del sistema nervioso. El 

entendimiento de los mecanismos cerebrales del aprendizaje y la memoria requiere la 

identificación de los eventos subyacentes y procesos que ocurren en múltiples niveles de 

complejidad: desde el nivel molecular, sináptico y celular hasta el de ensamble de neuronas, 

sistemas cerebrales y comportamiento (Tonegawa y col, 2003). En otras palabras, se puede 

estudiar cómo una memoria se manifiesta a través del comportamiento, cómo esta 

información se halla codificada en circuitos neuronales, cómo las neuronas cambian sus 

conexiones y sus propiedades reactivas para formar o modificar estos circuitos, y cómo estas 

conexiones son mantenidas en el tiempo, así como también qué vías de señalización y 

proteínas están implicadas en la memoria. Dados estos múltiples niveles de estudio posibles, 

para el análisis de la memoria y sus mecanismos biológicos se utiliza una gran variedad de 

modelos animales (desde insectos y crustáceos hasta roedores y primates) y de abordajes 

(farmacológico, comportamental, bioquímico, molecular, celular, electrofisiológico, etc). En 

esta tesis utilizamos una combinación de abordajes comportamentales, farmacológicos y 

bioquímicos. En este tipo de estudios, típicamente, se somete a los individuos a una sesión 

de entrenamiento en la que estos aprenden una tarea que produce un cambio en el 

comportamiento. Luego, se evalúa comportamentalmente si los animales retienen la 

memoria adquirida en el entrenamiento. Durante el intervalo entre la adquisición y la 

evaluación de la memoria, se pueden aplicar distintas intervenciones y tratamientos para 

estudiar los mecanismos celulares y moleculares que subyacen su adquisición, 

almacenamiento y evocación. Los abordajes in vivo más utilizados incluyen la administración 
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de fármacos que inhiben específicamente alguna función enzimática, transmisión sináptica, 

vías de señalización celular, biosíntesis de macromoléculas, etc.; estimulaciones y registros 

electrofisiológicos en neuronas o poblaciones de neuronas particulares; lesiones discretas en 

determinadas regiones del cerebro; o simples manipulaciones comportamentales. En cuanto 

a los abordajes farmacológicos, en esta tesis se implantaron cánulas bilateralmente en el 

hipocampo dorsal para administrar drogas localmente (esta cirugía de implantación se realiza 

antes de los ensayos comportamentales). Asimismo, el empleo de distintos métodos 

bioquímicos de detección de moléculas específicas en tejidos de animales entrenados en 

alguna tarea permite el establecimiento de correlaciones neurales, celulares y moleculares 

con la memoria formada. En particular, en esta tesis se utilizó la técnica de Western Blott para 

medir los niveles de distintas proteínas involucradas en los procesos de memoria en estudio. 

Clasificaciones de la memoria 

 

Uno de los criterios más utilizados para clasificar la memoria es el tiempo de duración de 

las mismas. En primer lugar, la memoria más breve es la memoria de trabajo, que utilizamos 

para entender la realidad que nos rodea que guarda en detalle y durante pocos segundos 

informaciones recién percibidas. Luego, se pueden distinguir las memorias de corto término 

(MCT) que se extienden hasta 2 o 3 horas luego del aprendizaje de las memorias de largo 

término (MLT) que duran desde varias horas a días o incluso semanas, meses, años o toda 

una vida (MLT persistentes) (Ver Fig. I.1). Una distinción fundamental con la MCT es que la 

MLT requiere síntesis proteica (Quevedo y col, 2004). 
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Figura I.1. Curso temporal de las memorias. Desde el momento del aprendizaje se gatillan procesos que pueden dan 

lugar a memorias de corto plazo (MCT), que duran de segundos a horas, o memorias de largo plazo (MLT), que duran 

de varias horas a días e incluso memorias de largo plazo persistentes (MLT persistentes), que duran de semanas, meses 

a años o toda la vida. El esquema muestra el nivel de retención de cada uno de estos tipos de memoria en función del 

tiempo en escala logarítmica. Se aprecia que las MCT y las MLT decaen con el tiempo, mientras que las MLT 

persistentes se hacen más fuertes.  Modificado de McGaugh, 2000. 

 

Otra clasificación se basa en cómo el sujeto guarda y evoca la información aprendida. Así, 

se pueden dividir en memorias declarativas o explícitas y las no declarativas, implícitas o de 

procedimiento. Las primeras (explícitas) involucran hechos o conceptos, dependen del lóbulo 

temporal medial y presentan una recuperación consciente por el sujeto que en humanos 

puede por ende expresarse mediante el lenguaje (de ahí el nombre “declarativas”). A su vez, 

las memorias declarativas incluyen aquellas que corresponden al conocimiento general de 

objetos, palabras, significados, hechos y personas (memorias semánticas) y aquellas 

relacionadas con eventos ocurridos en un tiempo y lugar específicos (memorias episódicas) 

(Squire y col, 2004). Las memorias implícitas corresponden a habilidades, aprendizajes 
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motores y asociaciones dependientes de otras estructuras cerebrales y que son, en general, 

adquiridas y recuperadas en un nivel inconsciente (Dudai, 2002). Dentro de las memorias no 

declarativas se puede diferenciar entre aquellas que implican un aprendizaje asociativo de 

aquellas no asociativas. En el primer caso, el sujeto presenta una respuesta refleja 

inconsciente ante un estímulo particular (condicionamiento clásico) o mediante la asociación 

de una conducta con un estímulo (condicionamiento operante). Las memorias no asociativas 

son adquiridas cuando la presentación reiterada de un estímulo produce un cambio 

comportamental en la respuesta al mismo, como es el caso de la habituación (disminución de 

la respuesta ante un estímulo repetido) y la sensibilización (aumento inespecífico de la 

intensidad o probabilidad de respuesta por la exposición repetida a un estímulo) (Squire, 

2008). 

Otro de los criterios usados para agrupar las memorias es la modalidad o valencia del 

estímulo que las gatilla. La valencia de una memoria está relacionada con el componente 

emocional y el significado biológico que tiene para el sujeto el estímulo presente durante el 

aprendizaje. Podemos distinguir así memorias aversivas, apetitivas, etc. Se observa que ante 

la presentación de un estímulo positivo los animales exhiben comportamientos de 

aproximación mientras que ante la presentación de un estímulo nocivo o molesto el animal 

tiene un comportamiento que implica una respuesta de escape o evitación. 

 

Memorias aversivas 

 

Las memorias aversivas o también llamadas memorias de miedo implican un componente 

negativo (miedo, dolor, malestar) para el sujeto que las experimenta. Al evocar ese evento, 
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el sujeto modifica su conducta para evitar ese tipo de sensación displacentera. En esta tesis 

se utilizó la tarea de evitación inhibitoria que genera una memoria aversiva, donde el 

componente negativo de la experiencia es la molestia causada por un shock eléctrico durante 

el entrenamiento. 

Las memorias aversivas han sido ampliamente estudiadas en los últimos años usando 

principalmente dos procedimientos de condicionamiento clásico (condicionamiento 

contextual y condicionamiento de miedo a un tono) y uno instrumental (evitación inhibitoria 

de un solo entrenamiento) (Izquierdo y col, 2016). Los modelos de aprendizaje de miedo, 

particularmente el de evitación inhibitoria, han sido muy útiles para el análisis de los 

mecanismos bioquímicos de la consolidación de la memoria. 

 La memoria de miedo se forma en el hipocampo (condicionamiento contextual y evitación 

inhibitoria), en la amígdala basolateral (evitación inhibitoria) y en la amígdala lateral 

(condicionamiento a un tono) (Lorenzini y col, 1996; Cahill y col, 1999; Fanselow y LeDoux, 

1999; Izquierdo y col, 2016). Los circuitos que codifican estas memorias involucran además a 

las cortezas entorrinal, prefrontal ventromedial pre e infralímbica, la corteza retrosplenial, el 

subnúcleo central de la amígdala y algunas regiones del sistema límbico (Izquierdo y Medina, 

1993; Izquierdo y Medina, 1997; Corcoran y col, 2011; Zhang y col, 2014; Pierson y col, 2015; 

Weeden y col, 2015).  

En modelos animales de roedores, el aprendizaje aversivo es usualmente estudiado por 

una asociación clásica (Pavloviana) o instrumental entre el ambiente o los cambios en el 

ambiente (estímulo condicionado) y el estímulo aversivo (en general uno o más shock/s 

eléctrico/s en las patas, estímulo incondicionado) (Maren, 2001; Kim y Jung, 2006). Este tipo 

de aprendizaje representa las diversas situaciones en humanos en las cuales un estímulo 
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inicialmente neutro se vuelve amenazante a través del pareamiento con otros estímulos y 

genera miedo, una emoción humana que guía muchas de nuestras conductas y que es crítica 

para la supervivencia. 

El miedo es considerado un estado consciente que implica componentes asociativos como 

no asociativos causado por la exposición a una amenaza real o imaginaria que tiene un gran 

valor adaptativo (Costanzi y col, 2011). Sin embargo, el miedo humano no es necesariamente 

idéntico a las sensaciones experimentadas por otros animales expuestos a amenazas 

comparables (LeDoux, 2014).  

Sistemas de memoria: lóbulo temporal medial y rol del hipocampo 

 

En términos biológicos, un sistema de memoria es definido como un conjunto de regiones 

interconectadas anatómicamente, que procesan un tipo particular de información y su 

almacenamiento (Kim y Baxter, 2001). 

Un sistema de memoria anatómicamente definido es el lóbulo temporal medial (LTM), que 

incluye la formación hipocampal − el hipocampo, el subículum y la corteza entorrinal − y 

cortezas adyacentes − perirrinal y postrrinal− (Amaral y Witter, 1995; Squire y Zola, 1996; 

Kandel y col, 1996; Burwell y Amaral, 1998). 

La formación hipocampal es uno de los componentes más importantes dentro de las 

estructuras del LTM involucrados en la formación de las memorias (McGaugh 2000). En la 

rata, el término formación hipocampal comprende seis regiones citoarquitectónicamente 

diferentes e incluye el hipocampo propiamente dicho (el cual se divide en tres regiones CA1, 

CA2 y CA3 y abarca también al giro dentado (GD)), y el subiculum (S), el presubiculum (PrS), 
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el parasubiculum (PaS) y la corteza entorrinal (CE) (todas estas estructuras extrahipocampales 

también son agrupadas y se denominan como corteza parahipocampal). En resumen, toda la 

formación hipocampal se encuentra altamente conectada, recibiendo información sensorial, 

propioceptiva y moduladora de distintas áreas del cerebro, y enviando información hacia 

diferentes regiones del cerebro.  

En especial, existe hoy un amplio consenso acerca de que el hipocampo es esencial para la 

representación espacial y contextual del ambiente y para la capacidad de recordar eventos 

específicos y correspondientes a lo que llamamos "memoria episódica" (Tulving, 1972; 

Izquierdo y col, 1993; Bechara y col, 1995; Eichenbaum y col. 1996).  El hipocampo sostiene 

estas representaciones al proporcionar un marco espacial y temporal para relacionar 

experiencias, creando un "mapa cognitivo" del mundo experimentado por el organismo. 

También se ha demostrado que aprendizajes de tipo aversivos dependen de manera crucial 

de la integridad del lóbulo temporal medial, y en especial de la formación hipocampal para la 

formación de una MLT (Izquierdo y Medina 1997; Moser y Moser 1998; Ogrën y Stiedl 2015). 

En el paradigma de evitación inhibitoria, por ejemplo, los animales aprenden a evadir su 

comportamiento innato de exploración del ambiente porque lo asocian con la llegada de un 

shock eléctrico y se ha demostrado la participación del hipocampo en esta tarea (Izquierdo y 

col, 1997; Moncada y col, 2011; Giovaninni 2015). El rol crítico del hipocampo también fue 

observado en condicionamientos de miedo al contexto (Phillips y LeDoux 1992; Kim y 

Fanselow 1992; LaBar y Phelps 2005). 

Numerosos trabajos que evalúan el impacto de lesiones o la administración de fármacos 

en modelos animales (Milner y col, 1998; Frankland y Bontempi, 2005) indican que la 

disrupción de la integridad hipocampal altera mayoritariamente la formación de memorias 
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recientes sobre las remotas.  Este gradiente temporal de amnesia, es actualmente explicado 

a través de la consolidación a nivel de sistemas (McClelland, 1995; Squire y col, 1995). Esta 

teoría postula que una vez consolidadas, las memorias se independizan de la función 

hipocampal, volviéndose dependientes de la corteza cerebral (Scoville y Milner, 1957; 

Winocur, 1990: Squire y Alvarez, 1995). Sin embargo, algunos estudios demostraron la 

existencia de amnesias recientes y retrógradas sin gradiente temporal. Debido al fuerte 

componente espacial y al detalle implicado en estas memorias, algunos autores propusieron 

que el papel del hipocampo en algunos tipos de memoria no es limitado en el tiempo 

(Moscovitch y Nadel, 1998). Hallazgos similares fueron obtenidos utilizando abordajes con 

optogenética (Goshen y col, 2011). 

El hipocampo dorsal, que es la subdivisión del hipocampo más extensamente estudiada en 

procesos de memoria (Fanselow y Dong, 2010; Strange y col, 2014) no parece estar conectado 

fuertemente a las cortezas anteriores. Por lo tanto, es probable que la información del 

hipocampo se transfiera a estas áreas de manera indirecta, a través de las cortezas 

posteriores que son los blancos predominantes dorsohipocampales (Cenquizca y Swanson, 

2007). A diferencia de las cortezas anteriores que están preferencialmente implicadas en el 

procesamiento de memorias remotas, las cortezas posteriores son requeridas tanto para 

memorias recientes como remotas y, además, se ha reportado que su rol en memorias 

recientes no es redundante con el del hipocampo (Burwell y col, 2004). Entre las cortezas 

posteriores, la corteza entorrinal ha sido el foco de la investigación experimental, teórica y 

computacional de memorias episódicas (Gluck y col, 2003; Kesner y Rolls, 2015; Du y col, 

2006). Sin embargo, existe evidencia creciente que indica que otras cortezas posteriores 

además de proporcionar información sensorial también participan en procesos de memoria 
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(Todd y Bucci, 2015).  En este sentido, existen fuertes evidencias de la contribución de la 

corteza retrosplenial (RSC) en el procesamiento de memoria (Vann y Aggleton, 2002; Burwell 

y col, 2004; Corcoran y col, 2011; Keene y Bucci, 2008; Keene y Bucci, 2009; Katche y col, 2013) 

La corteza retrosplenial (RSC) se localiza en la interfaz entre regiones corticales sensoriales 

y la formación hipocampal (van Groen y Wyss, 1990; von Groen y Wyss, 1992; von Groen y 

Wyss, 2003; Sugar y col, 2011; van Strien y col, 2009). Sus conexiones recíprocas con estas 

estructuras sugieren que se encuentra bien posicionada como para participar de procesos 

que ocurren luego de la codificación de información, como el almacenamiento y la evocación 

de la memoria. Consistentes con esta idea, experimentos farmacológicos de inactivación de 

la RSC llevados a cabo un día después del entrenamiento tanto en una tarea de miedo 

contextual (Corcoran y col, 2011) como en la tarea de evitación inhibitoria (Katche y col, 2013) 

afectaron la expresión de la memoria. Estos efectos también se observaron varias semanas 

después del entrenamiento inicial, sugiriendo una participación prolongada de la RSC en la 

evocación de la memoria (Corcoran y col, 2011; Katche y col, 2013). Teniendo en cuenta estos 

antecedentes, en la presente tesis hemos decidido llevar a cabo experimentos en esta 

estructura, para extender algunos resultados obtenidos en el hipocampo. 

Etapas de la memoria 

 

Para poder estudiar la memoria, se debe tener en cuenta que no se trata de un proceso 

único, sino que está integrado por un conjunto de etapas o fases dinámicas relativamente 

independientes, con diferentes requerimientos, mecanismos, y cinéticas. 

 Para que se forme una memoria de algún evento, primero es necesaria la adquisición de 

la información, durante la cual la experiencia se codifica internamente en los circuitos 
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neuronales. Luego, la memoria atraviesa una etapa de consolidación en la que se guarda en 

un sistema de almacenamiento de largo término a través de modificaciones bioquímicas y 

morfológicas de las sinapsis. 

La idea de que las memorias atraviesan una etapa de consolidación surgió a partir de un 

estudio realizado por Muller y Pilzecker (1900) en humanos. Ellos encontraron que la 

memoria de cierta información A se perdía si otra información B era aprendida luego de haber 

adquirido la información A. Basados en estos resultados, concluyeron que la traza de memoria 

se forma gradualmente con el tiempo después de la adquisición y propusieron la hipótesis de 

preservación o consolidación de las memorias. Ésta sugiere que el proceso que subyace la 

formación de nuevas memorias persiste inicialmente en un estado lábil que se estabiliza y 

consolida con el tiempo. 

Experimentos posteriores demostraron que la administración de drogas que inhiben la 

transcripción o la traducción después de un aprendizaje impiden la formación de la MLT 

(Agranoff, 1965) aunque no de la MCT (Schafe y col, 1999; McGaugh, 2000). Esta evidencia 

apoya la idea de que la síntesis de nuevos ARNms y proteínas es necesaria para la 

consolidación de una MLT (Davis y Squire, 1984; Igaz y col, 2002; Rossato y col, 2007) y que 

luego del aprendizaje de una tarea pueden formarse memorias de corto o largo plazo, pero 

con requerimientos distintos (Izquierdo y col, 1998). 

Al referirse a la fase de consolidación existen dos distinciones. La consolidación sináptica o 

celular implica procesos que dependen de expresión génica para la formación de una MLT en 

un circuito neural mientras que la consolidación de sistemas alude a la lenta reorganización 

post adquisición de circuitos cerebrales para sostener la MLT en forma remota. 
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Finalmente, para poder recordar, existe un mecanismo que permite recuperar la traza de 

memoria que se formó: la evocación. Ante la presentación de un estímulo que funciona como 

recordatorio, la memoria es susceptible de activarse y así guiar el comportamiento (Sara, 

2000).  En particular, en esta tesis se abordará el estudio de la fase de evocación de la 

memoria. Es importante resaltar que existen circunstancias en las que la memoria podría ser 

evocada, produciéndose una activación de la misma, pero sin que la memoria se exprese 

comportamentalmente, dando lugar a la diferenciación entre evocación y expresión 

(Delorenzi y col, 2014). 

Además, la misma evocación de un recuerdo puede modificar ese recuerdo: una memoria 

puede ser alterada o transformada cuando es evocada. Luego de la evocación de una 

memoria, dos fases distintas pueden tener lugar: la extinción, que implica un disminución en 

la retención de la memoria original, debido a la evocación explícita no reforzada y que en los 

hechos se trata de un nuevo aprendizaje (Berman y Dudai, 2001; Vianna y col, 2002) y la 

reconsolidación, que implica una nueva etapa de labilidad de la memoria debida a una 

evocación explícita de la misma (Misanin y col, 1968; Nader y col, 2000; Sara y col, 2000 ; 

Debiec y col, 2002; Pedreira y col, 2002) (Ver Fig.I.2). 

 

Figura I.2. Etapas en el procesamiento de la memoria. El aprendizaje tiene lugar durante la etapa inicial de 

adquisición. Luego, la memoria atraviesa un período de consolidación donde se estabiliza la traza mnésica adquirida. 

La evocación de la memoria se refiere a la activación de la traza mnésica que codifica para la memoria adquirida y 

consolidada. La evocación, dependiendo de distintas variables, puede desencadenar al menos dos procesos: la 

reconsolidación o la extinción. 
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Existen distintas aproximaciones al estudio de las diferentes etapas de la memoria. Los 

estudios que utilizan lesiones permanentes o manipulaciones de expresión génica no 

permiten distinguir sin ambigüedad entre distintas etapas de la memoria. Esto se debe a que, 

dependiendo del curso temporal de las manipulaciones, más de una etapa de la memoria 

puede ser afectada. Así, muchas veces resulta difícil discriminar experimentalmente los 

efectos en los mecanismos moleculares de la codificación de la memoria de aquellos 

responsables de la evocación. Sin embargo, estos problemas se pueden evitar utilizando 

abordajes farmacológicos que ofrecen mayor especificidad temporal porque el tratamiento 

puede ser aplicado en una ventana temporal corta y en un lugar preciso del cerebro (Abel y 

Lattal, 2001). Por ello, en esta tesis hemos elegido el uso de microinfusiones de drogas en 

sitios y regiones específicos poco antes de la sesión de testeo (correspondiente con la 

evocación) que ayudan a dilucidar los requerimientos de la evocación de la memoria. 

 

Evocación 

 

Si volvemos a revisar las definiciones de memoria, nos encontramos con que sólo es 

posible evaluarla midiendo su evocación (James y col, 1890); se asume que la evocación es 

función de la memoria, y ésta del aprendizaje. Por tanto, la evocación es una etapa 

fundamental del procesamiento de la memoria. 

Sin embargo, y a pesar de su importancia para abordar cualquier proceso de memoria, ha 

sido la etapa menos estudiada históricamente. Esto puede deberse en parte a que las 

amnesias retrógradas, los fenómenos de pérdida de memoria de los eventos que ocurrieron 

antes de ciertas lesiones o patologías cerebrales, han sido por muchos años atribuidas 
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exclusivamente a defectos en la consolidación de la memoria (McGaugh 1966; David y Squire 

1984; Dudai y Morris, 2000). Esta idea ha ganado sustento gracias a estudios con variaciones 

sistemáticas entre el intervalo temporal entre la experiencia o el entrenamiento y el daño 

cerebral que revelaban un gradiente temporal de la amnesia retrógrada.  Sin embargo, 

algunos autores han desafiado esta visión predominante basados en casos de pacientes con 

gradientes de amnesia largos y uniformes. Así, estos trabajos han postulado que las amnesias 

retrógradas también pueden reflejar la incapacidad del sistema de memoria para acceder a 

la traza, es decir, un problema en la evocación de la memoria (Warrington y Weiskrantz, 

1968). Posteriormente, otros autores han desarrollado un protocolo con lesiones parciales 

del hipocampo que les permitió demostrar que algunas fallas en la memoria en la tarea del 

laberinto acuático se deben, al menos en parte, a problemas de evocación (de Hoz y col, 

2004).  Además, recientemente ha resurgido en la literatura la idea de que ciertos fenómenos 

de amnesia, como los observados en estadios tempranos de Alzheimer, pueden ser debidos 

más a problemas de evocación que a problemas de guardado (Roy y col, 2016).  En este 

contexto, el estudio de la evocación y las vías implicadas en este proceso han adquirido 

lentamente mayor relevancia. 

La evocación se refiere al acceso a la información aprendida inducido por claves sensoriales 

o internas e implica la reactivación rápida de la memoria que permanece en un estado 

inactivo (Morris y col, 2003; Eichenbaum, 2004; Frankland y Bontempi, 2005; Tayler y col, 

2013). Se desencadena por el restablecimiento total o parcial del CS, US, otros estímulos o 

recuerdos relacionados y, al menos en los humanos, a menudo por un acto de voluntad. La 

evocación no es simplemente el resultado (readout) del acceso a la información almacenada, 

en cambio, representa un proceso activo que puede ser estudiado separadamente de la 
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adquisición y la consolidación con los cuales comparte mecanismos similares (Davis y Squire, 

1984; Kandel, 2001; López y col, 2015). Así, los eventos complejos que subyacen la evocación 

de la memoria no son estáticos: los datos neurobiológicos indican que los procesos que 

acceden y activan redes neuronales implicadas en la memoria son dinámicos y pueden 

resultar en cambios dramáticos en la información almacenada (Nader, 2003). 

Tradicionalmente, se ha considerado que la evocación depende del hipocampo (Eldridge y 

col, 2000; Corcoran y Maren, 2001; Anderson y col, 2004). Sin embargo, se ha demostrado 

que la expresión de la memoria para una tarea tan simple como la EI de un solo 

entrenamiento requiere la intervención simultánea de varias regiones del cerebro, incluido el 

hipocampo, las cortezas entorrinal, posterior parietal y cingulada anterior, y la amígdala 

basolateral (Barros y col, 2003). En el hipocampo, así como en todas las áreas corticales 

examinadas, el funcionamiento de los sistemas de señalización PKA y ERK y la activación de 

los receptores metabotrópicos de glutamato (mGluR) son necesarios para la recuperación de 

la memoria (Barros y col, 2000; Barros y col, 2003; Izquierdo y col, 2001). Los mGluR son 

necesarios junto con los receptores AMPA en el hipocampo y la corteza entorrinal, y también 

son necesarios los receptores NMDA en la corteza cingulada parietal y anterior y en la corteza 

retrosplenial en la evocación (Barros y col, 2000; Corcoran y col, 2011). En la amígdala, existen 

trabajos que señalan la necesidad de receptores AMPA, pero no de receptores mGluR o 

NMDA ni de las vías de señalización de PKA o ERK para la expresión de la memoria (Barros y 

col, 2000; Izquierdo y col, 2001). Esto sugiere que la amígdala juega un papel modulador en 

la evocación, pero no participa en los procesos que gatillan la evocación en particular 

(Dominique y col, 2000; Roozendaal, 2002). 
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Sabemos, por nuestra experiencia cotidiana, que la evocación de la memoria está 

influenciada por diversos factores, muchos de ellos emocionales, entre los cuales podemos 

mencionar el estado de ánimo y situaciones de estrés. Todos hemos asistido a presentaciones 

en las cuales el orador se paraliza o tiene “un blanco” en medio de la exposición, de la misma 

manera que vemos estudiantes que se “bloquean” en los exámenes a pesar de haber 

estudiado mucho. 

Para formalizar estas “percepciones” de la vida cotidiana, se puede mencionar que existen 

al menos tres vías de modulación de la evocación. Una comprende los sistemas 

noradrenérgicos, dopaminérgicos, serotoninérgicos y colinérgicos del cerebro que participan 

en la respuesta al estrés, la ansiedad, el miedo o aversión, así como en la regulación del estado 

de ánimo. Por ejemplo, en el hipocampo, corteza entorrinal, corteza parietal posterior y 

corteza cingulada anterior, tanto los receptores β-noradrenérgicos, los colinérgicos, los 

dopaminérgicos tipo D1 y muscarínicos facilitan, mientras que los de serotonina tipo 1A 

dificultan la evocación (Barros y col, 2001). Un segundo tipo de mecanismos involucrado en 

la regulación de la evocación está relacionado con las hormonas. Por ejemplo, se ha descrito 

que la acción de los glucocorticoides en la amígdala inhibe la evocación (Roozendaal y col, 

2002) mientras que la adrenalina, vasopresina, B-endorfinas y adrenocorticotropina (ACTH) 

en dosis bajas han sido reportadas como moduladores positivos de la evocación (Barros y col, 

2002). Por último, la tercera vía de modulación conocida es otra información añadida durante 

el momento de evocación. Se ha estudiado la influencia de la novedad, exponiendo a los 

animales a un nuevo contexto o a un nuevo estímulo entre 0 y 180 minutos previos al testeo 

y se ha observado que mejora la retención de la memoria en una tarea de EI de un solo 
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entrenamiento y en otras tareas (Izquierdo y col, 2001; Izquierdo y col, 2003 y Barros y col, 

2003). 

La evocación es un proceso extremadamente rápido en el cual la traza de memoria inactiva 

se reactiva en segundos. Por eso, no se espera que ocurra ningún cambio particular en vías 

de señalización como PKA, PKC o ERK que requiera mucho tiempo de activación un tiempo 

antes o al momento de la evocación. Muchos de estos cambios se han reportado en el 

hipocampo de rata (Szapiro y col, 2000; Szapiro y col, 2002) y si bien están relacionados y/o 

gatillados por la evocación no pueden atribuirse a la evocación per se ya que se registran una 

vez que la evocación finalizó. Algunos de estos cambios incluyen cambios en PKA, PKC, ERK, 

CamKII (Szapiro y col, 2000; Szapiro y col, 2002). Una de las visiones más aceptadas es que 

estas enzimas influencian el estado de fosforilación de distintos receptores glutamatérgicos 

involucrados en la transmisión sináptica (Micheau y Riedel, 1999; Riedel y col, 2003). Dado 

que la reactivación de la traza durante la evocación es casi instantánea, es lógico pensar, 

entonces, que dependa del mantenimiento de la actividad transitoria de ciertas vías de 

señalización más que en activaciones de las mismas inducidas por estímulos, por más rápidas 

que sean. 

Uno de los dogmas principales de la neurobiología de la memoria indica que la formación 

y/o consolidación de la MLT requiere de síntesis proteica, pero que su expresión no la 

necesita. Este dogma se basa en parte en la escasa información existente sobre los 

requerimientos moleculares de la evocación, que en consecuencia la describieron 

históricamente como una etapa pasiva que era el mero resultado de la recolección de 

información almacenada. Los experimentos preliminares que disponíamos en el laboratorio 

que han servido para comenzar esta tesis iban en contra de ese dogma e indicaban que la 
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evocación de la memoria requiere de síntesis proteica. Además, y teniendo en cuenta 

antecedentes de nuestro laboratorio que indican que la señalización de mTORC1 en el 

hipocampo juega un rol importante en la consolidación de memorias de largo término en la 

tarea de EI, propusimos como hipótesis de trabajo que la evocación de una memoria de largo 

término requiere de síntesis proteica mediada por la vía de mTORC1. 

mTORC1 

 

La “proteína blanco de rapamicina en mamíferos/mecanística” (mTOR) es una proteína 

quinasa serina/treonina multifuncional y altamente conservada que, en los últimos años, ha 

sido reconocida como un integrador crítico de la señalización celular; tanto es así que la 

nomenclatura TOR original de "mamíferos" ha cambiado a TOR "mecanística" (Graber y col, 

2013). mTOR dirige el crecimiento general de todas las células del organismo principalmente 

a través de la homeostasis proteica, controlando tanto la síntesis de proteínas a través de la 

regulación de la traducción del ARNm como la degradación de las proteínas a través de la 

regulación de la autofagia. Además, mTOR es capaz de sensar una gran cantidad de señales 

extracelulares, como oxígeno, estrés, estado de energía o disponibilidad de aminoácidos 

(Laplante y Sabatini, 2012). En las neuronas mTOR está presente en la región sináptica (ver 

Figura I.3) donde modula la síntesis de proteínas localmente traducidas, es regulada río arriba 

de manera actividad dependiente y es crítica para diferentes formas de plasticidad sináptica, 

incluida LTP (Tang y col, 2002). 

mTOR se asocia en dos complejos multiproteicos distintos, mTORC1 y mTORC2 para 

controlar el crecimiento celular, la proliferación y migración (Saxton y Sabatini, 2017). Tanto 

los sustratos de mTOR como los procesos celulares posteriores que afecta son diferentes 
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dependiendo de su asociación como mTORC1 o mTORC2 (Wullschleger y col, 2006). 

Bioquímicamente, mTORC1 y mTORC2 se distinguen por su composición proteica. Ambos 

complejos tienen en común a mLST8 (proteína letal en mamíferos) y DEPTOR (proteína de 

interacción con mTOR con dominio DEP1), ésta última es un inhibidor de mTOR. Ambos 

complejos tienen una proteína característica esencial para el ensamblaje de todo el complejo 

(Raptor para mTORC1 y Rictor para mTORC2) e interacciones específicas con otras proteínas 

reguladoras. En cuanto a su función, resumidamente mTORC1 está involucrado 

principalmente en la regulación del inicio de la traducción “cap”-dependiente (“cap” se refiere 

al nucléotido guanina del extremo 5’ del ARNm modificado que le confiere estabilidad y ayuda 

a que madure el ARNm), mientras que mTORC2 está implicado en modificaciones 

estructurales como rearreglos del citoesqueleto (Jacinto y Hall, 2003; Hay y Sonenberg, 2004). 

En particular, en esta tesis, abordaremos el estudio de mTORC1. 

mTORC1 juega un rol central en el crecimiento celular regulando la síntesis proteica, así 

como también el metabolismo de lípidos, nucleótidos y glucosa (Saxton y Sabatini 2017). El 

rol de mTORC1 en el SNC es muy variado: desde el control de crecimiento, síntesis proteica, 

expresión génica, balance metabólico hasta aprendizaje y memoria (Lipton y Sahin 2014). En 

neuronas, mTORC1 regula la síntesis proteica durante los procesos de memoria y plasticidad 

sináptica de larga duración (Costa-Mattioli y col, 2009; Ran y col, 2009). 

Una vez activado, mTORC1 fosforila y activa a p70S6K (quinasa de S6 de 70 kDa) en 

treonina 308. A su vez, p70S6K fosforila directamente a la proteína 40S ribosomal S6 en las 

serinas 235 y 236, activando tanto la iniciación como la elongación del proceso de traducción 

y el crecimiento celular. Por otro lado, mTORC1 inactiva por fosforilación a 4E-BP (proteína 

de unión al factor eucariótico de iniciación). Existen tres isoformas de 4E-BPs, pero la más 
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predominante en el cerebro de mamíferos es la 4E-BP2 (Banko y col, 2005), como se 

esquematiza en la Figura I.3. 4E-BP2 en su estado no fosforilado, inhibe la traducción del 

ARNm dependiente de “cap” mediante su unión con el factor eucariótico de iniciación a la 

traducción eIF-4E. La fosforilación de 4E-BP2 (por parte de mTORC1) libera a eIF-4E para 

restablecer la traducción dependiente de “cap”, que es particularmente importante para la 

traducción de ARNm con 5’UTRs altamente estructurados (Hara y col, 1997). 

Una de las características fundamentales que diferencian a los complejos de mTOR es su 

dispar sensibilidad al compuesto que, paradójicamente, les da nombre; la rapamicina. 

Mientras que mTORC1 es inhibido por rapamicina, mTORC2 es rapamicina-insensible. Cabe 

destacar que en ciertas líneas celulares se ha observado inhibición de mTORC2 tras 

tratamiento prolongado con rapamicina (Sarbassov, 2006). 
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Figura I.3.  Vías de señalización de mTORC1. La activación de receptores y canales neuronales conduce a la activación 

del complejo mTORC1. La activación de mTORC1 gatilla algunos procesos neuronales como la síntesis proteica 

mientras inhibe otros como la autofagia. mTORC1 regula la actividad de efectores río abajo implicados en la traducción 

como S6K1 y 4EB-P2. La fosforilación de 4E-BP2 dependiente de mTORC1 da como resultado la asociación de eIF4E 

con eIF4G y la formación del complejo eIF4F activo (eIF4E-eIF4A-eIF4G). eIF4F recluta eIF4B y a MnK promoviendo así 

la unión de los ARNms al complejo de pre-iniciación 43S para formar el complejo de iniciación 48S. El complejo eIF4F 

y la cola poliA (la adición de la cola poliA es un proceso que ocurre cuando finaliza la síntesis del ARNm maduro) actúan 

de manera sinérgica junto con la fosforilación de eIF4F dependiente de Mnk para estimular el inicio de la traducción 

cap-dependiente.  Las vías de señalización que activan a mTORC2 y sus efectores río abajo así como sus funciones 

fisiológicas son desconocidas. Las flechas negras indican activación/fosforilación directa, las flechas rosas dobles 

indican asociación/disociación y las líneas azules indican inhibición. Adaptado de Santini y Klann, 2011. 
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Rapamicina  

 

 La rapamicina fue el primer inhibidor de mTOR en ser desarrollado, y fue aislado de la 

bacteria Streptomices hygroscopicus en la isla Rapa Nui en 1965 por una expedición científica 

canadiense. La rapamicina se une a mTOR únicamente cuando ésta está unido a componentes 

del complejo mTORC1. Por esta razón, la rapamicina es un inhibidor alostérico específico de 

mTORC1 (Chiarini y col, 2015). Sin embargo, exposiciones prolongadas o altas 

concentraciones de rapamicina pueden resultar inhibitorias de mTORC2 (Sarbassov y col, 

2006; Efeyan y Sabatini 2010). En la actualidad, la rapamicina está siendo estudiada en 

ensayos clínicos como potencial tratamiento para algunos tipos de cáncer (en particular para 

cáncer de riñón y algunos tipos de cáncer de mama, aunque, en líneas generales, alrededor 

de 60% de los tumores malignos tienen su origen en problemas de la señalización de mTOR), 

es ampliamente utilizada en cardiología (para prevenir restenosis vascular o reducción del 

vaso sanguíneo cuando se coloca un stent)  y en transplantes de órganos (por sus efectos 

inmunosupresores, para prevenir reacciones inmunes en órganos transplantados) (Sarbassov 

y col, 2006). Además, la rapamicina está siendo extensamente evaluada por sus posibles usos 

en patologías asociadas al envejecimiento y para “retrasar” el mismo (Harrison y col, 2009; 

Cao y col, 2011; Liu y Sabatini, 2020). 

Plasticidad sináptica y memoria 

 

La noción de que la memoria se almacena a través de cambios duraderos en el cerebro no 

es nueva: data de los tiempos de Platón y Aristóteles. Sin embargo, su postulación a nivel 

científico se remonta al siglo XX cuando Semon introdujo el concepto de engrama como 
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sustrato neuronal para almacenar y evocar las memorias. Semon propuso que un evento 

vivenciado por un organismo activa una población neuronal específica que experimenta 

cambios químicos y/o físicos persistentes hasta convertirse en un engrama. Reactivaciones 

posteriores del engrama por claves presentes en el momento en que se codificó la experiencia 

inducen la evocación. Por más que hoy se utilice ampliamente el término engrama la relación 

causal entre los cambios duraderos a nivel de engramas y cambios identificables a nivel 

comportamental relacionados con procesos de memoria no está aún hoy validada (Josselyn y 

Tonegawa, 2020). 

Actualmente, sí se considera y acepta que la dinámica de las conexiones entre neuronas 

combinada con alteraciones estructurales y funcionales mediadas por procesos de plasticidad 

proveen los sustratos moleculares del aprendizaje y la memoria (Bazzari y col, 2019). Esta idea 

se corresponde con la hipótesis de plasticidad sináptica y memoria que fuera postulada en 

2002 por Morris y Martin según la cual “la plasticidad sináptica dependiente de actividad es 

inducida en ciertas sinapsis durante la formación de la memoria y es necesaria y suficiente 

para el almacenamiento de la información que subyace al tipo de memoria mediada por la 

región del cerebro donde la plasticidad se observa”. 

En todas estas definiciones, se nombran los términos “plasticidad” y “procesos de 

plasticidad” que refieren a los fenómenos de potenciación de largo término (LTP) y a la 

depresión de largo término (LTD). El fenómeno de LTP fue descubierto utilizando breves 

estimulaciones de alta frecuencia que inducían aumentos duraderos en la eficacia sináptica 

(Bliss y Lomo, 1973). Estos hallazgos se encontraban en consistencia con los postulados de 

Hebb de 1949 que señalaban que tanto un aumento en la fuerza sináptica como en la 

conectividad neuronal eran necesarios para la formación de la memoria. Por otra parte, se ha 
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descrito que la fuerza de la sinapsis puede a su vez ser modulada negativamente en el 

hipocampo mediante patrones de estímulo que generan una LTD (Martin y Morris, 2002) 

proveyendo un mecanismo para evitar que las sinapsis se saturen lo cual es adecuado para el 

funcionamiento de las redes neuronales. Hoy se sabe que las modificaciones dependientes 

de la experiencia implicadas en la formación de la memoria comparten muchos mecanismos 

moleculares con procesos de plasticidad sináptica dependientes de la actividad como el LTP 

y LTD (Martin y Morris, 2002; Izquierdo y col, 2006). 

         La información se codifica y almacena en el cerebro a nivel de sinapsis individuales que 

representan la “unidad celular de las memorias” (Hoeffer y Klann, 2010). Las sinapsis se 

definen como “plásticas” en el sentido de que su eficacia fisiológica (la fuerza sináptica) 

cambia y dura más allá de los eventos que la desencadenan. Estos cambios persistentes y 

dependientes de la actividad sináptica son provocados por la síntesis de novo de proteínas 

(Klann y Sweatt, 2008). 

        En las últimas dos décadas, distintos estudios con enfoques farmacológicos, bioquímicos 

y genéticos han demostrado que se requiere un control preciso de la traducción proteica para 

los procesos de plasticidad sináptica de largo término y formación de memorias de largo 

término. Además, estudios más recientes indican que las alteraciones en el control de la 

traducción constituyen una característica fisiopatológica común de múltiples trastornos 

neurológicos humanos, incluidos trastornos del desarrollo, desórdenes psiquiátricos y 

enfermedades neurodegenerativas (Buffington y col, 2014). Finalmente, los mecanismos de 

control de la traducción son susceptibles a modificación por drogas psicoactivas. Estos 

hallazgos apuntan a un rol central del control de la traducción en la regulación de la función 

sináptica y del comportamiento (Santini y Klann, 2011). 
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La síntesis proteica se regula por distintos factores, entre ellos por la actividad de proteínas 

quinasas, enzimas que transfieren grupos fosfato a las cadenas laterales de aminoácidos 

particulares (serina/treonina o tirosina) de proteínas blanco. Además, los procesos de 

plasticidad en general requieren la actividad de quinasas.  La fosforilación en uno o más sitios 

se cree que altera la conformación de proteínas blanco que impactan en el funcionamiento o 

interacción con otras proteínas. Este es un proceso reversible que permite una señalización 

flexible (Giese y Mizuno, 2013). En esta tesis nos propusimos estudiar el rol en la evocación 

de una quinasa particular, mTOR (en particular, cuando se haya asociada en el complejo 

mTORC1), su función reguladora de la síntesis proteica de novo y sus implicancias en procesos 

de plasticidad asociados a memoria. 

     Debido al vínculo entre mTOR, la síntesis de proteínas, y plasticidad sináptica a largo plazo, 

varios estudios han analizado y demostrado la necesidad de la función intacta de mTOR en 

procesos de LTD y LTP (Huang y col, 2013; Stoica y col, 2011; Tang y col, 2002). A nivel 

molecular, la señalización de mTOR y sus blancos río abajo son conocidos por regular la 

expresión de los receptores AMPA y el número de sinapsis (Ran y col, 2013; Wang y col, 2006). 

Receptores AMPA 

 

Una variedad de factores pre y postsinápticos puede modular la fuerza sináptica, pero está 

muy aceptado que la plasticidad sináptica se expresa predominantemente a través de 

cambios en el número, localización y propiedades de receptores postsinápticos (Henley y 

Wilkinson, 2013). 

El neurotransmisor más prevalente en el cerebro es el glutamato que mayoritariamente 

activa receptores de glutamato tipo AMPA (AMPAR). Los AMPAR consisten en cuatro 



 

44 

subunidades homólogas que forman el poro (GluA1-4) que en general se ensamblan en 

heterómeros. La presencia de GluA2 es de importancia funcional porque le confiere 

impermeabilidad al calcio al canal AMPAR (Isaac y col, 2007). En el área CA1 del hipocampo, 

los heterómeros GluA1/GluA2 y los GluA2/GluA3 representan aproximadamente el 80 y 20% 

respectivamente de la respuesta postsináptica en condiciones basales (Buonarati y col, 2019). 

Los AMPAR son sintetizados en el retículo endoplasmático donde las subunidades se 

ensamblan en su gran mayoría en heterómeros (formados por dímeros de dímeros). El 

ensamblaje del dímero inicial es llevado por los dominios N-terminales que tienen mayor 

afinidad por otros dominios N-terminales de otras subunidades que por las de la misma 

subunidad (Rossmann, 2011). Por ejemplo, el dominio N-terminal de la subunidad GluA1 tiene 

más de 100 veces mayor afinidad por el dominio N-terminal de la subunidad GluA2 que por 

otro dominio N-terminal de GluA1 en un sistema de expresión heteróloga, dando lugar 

predominantemente a receptores heteroméricos. 

La plasticidad de la transmisión sináptica excitatoria está mediada en gran parte por los 

cambios en el contenido de AMPAR en la membrana plasmática postsináptica (Kerchner y 

Nicoll, 2008). Los AMPAR no se encuentran estáticos en la densidad postsináptica (PSD) sino 

que están constantemente siendo intercambiados a través del tráfico (trafficking) entre la 

PSD, la membrana extrasináptica (SPM) y los compartimentos intracelulares (Fig. I.4). La 

expresión dinámica de los AMPAR en la membrana postsináptica está relacionada con la 

inducción y mantenimiento de LTP y LTD y a su vez está involucrada en la regulación de 

procesos de plasticidad sináptica y aprendizaje y memoria (Choquet, 2018; Henley y 

Wilkinson, 2016). La fuerza sináptica, relacionada con el número y organización de AMPAR en 

la PSD resulta de un equilibrio dinámico entre los AMPAR en sub-compartimentos y su 



 

45 

estabilización reversible en la PSD por interacciones con elementos de andamiaje. La 

distribución sináptica de los receptores AMPA involucra el tráfico intracelular, la inserción a 

la membrana plasmática por exocitosis y la difusión lateral (Zhang y col, 2018). En particular, 

la difusión lateral es crucial para mantener una población móvil de AMPAR de membrana que 

pueden ser llevados a la sinapsis y ser reclutados por incrementos en la fuerza sináptica ante 

el estímulo apropiado (Petrini y col, 2009). 

Como ya hemos señalado, dado que los AMPAR facilitan la mayor parte de la 

neurotransmisión excitadora rápida en el cerebro, los cambios en su abundancia en las 

sinapsis pueden fortalecer o debilitar significativamente la transmisión sináptica (Malinow y 

Malenka, 2002). Se piensa que la plasticidad sináptica a largo plazo es un correlato molecular 

y celular del aprendizaje y la memoria al desempeñar un papel crítico en la regulación de 

circuitos neuronales que codifican recuerdos o comportamientos que dependen de la 

experiencia (Mayford y col, 2012; Takeuchi y col, 2013). En particular, las primeras evidencias 

del rol de los AMPAR en la evocación de la memoria fueron aportadas por nuestro grupo y el 

de Davis en memorias aversivas (Bianchin y col, 1993; Kim y col, 1993). Ambos trabajos dan 

cuenta del papel de AMPAR en evocación tanto en el hipocampo como en la amígdala. Años 

más tarde, el grupo de Morris ha señalado el papel de AMPAR en evocación en una tarea 

espacial (Riedel y col, 1999).  

En esta tesis nos centramos en estudiar el rol de la vía de mTORC1 y la regulación que 

ejerce sobre la síntesis proteica local durante la evocación de la memoria de largo término, 

con particular énfasis en la potencial relación de la vía de mTORC1 y la síntesis de distintas 

subunidades del receptor AMPA durante la evocación. 
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Figura I.4. Mecanismos generales implicados en el ciclo de receptores AMPA. La densidad de los receptores AMPA 

en membrana se establece mediante un equilibrio dinámico entre la síntesis (local y no local), transporte a membrana, 

endocitosis, reciclaje endosómico y degradación. Adaptado de Czöndör y Thoumine, 2013. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

HIPÓTESIS 

Se propone como hipótesis de trabajo que la evocación de una memoria de largo término 

requiere de síntesis proteica local, mediada por la vía de mTORC1. 

OBJETIVO GENERAL 

El objetivo general de este trabajo es estudiar el rol de la vía de mTORC1 en la evocación 

de la memoria. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Estudiar el rol de la síntesis proteica controlada por mTORC1 en la expresión de la MLT 

en el hipocampo dorsal de la rata. 

2) Evaluar las características y limitaciones de la amnesia inducida por el bloqueo de la 

vía de mTORC1. 

3) Estudiar el curso temporal de acción de la rapamicina, inhibidor selectivo de la vía de 

mTORC1, sobre la fase de evocación de la memoria.  

4) Evaluar si el fenómeno de bloqueo de la expresión por inhibición de la vía de mTORC1 

depende de la edad de la memoria a ser evocada. 

5) Determinar si el efecto de la rapamicina se puede observar en otras estructuras 

involucradas en la evocación. 

6) Analizar si el fenómeno de bloqueo de la expresión de la memoria por inhibición de la 
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vía de mTORC1 es particular de las memorias aversivas o se puede generalizar a otras 

experiencias como memorias espaciales. 

7) Determinar en particular el rol de la síntesis de novo de distintas subunidades del 

receptor AMPA en la evocación de MLT. 

8) Estudiar la posible relación entre la vía de mTORC1 y la dinámica de los receptores 

AMPA. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Sujetos experimentales  

 

Para todos los experimentos se utilizaron ratas Wistar macho (2-3 meses de edad, peso 

aproximado 200-230 g al inicio de los experimentos) criadas en el bioterio de la Facultad de 

Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Los animales fueron 

mantenidos en grupos de a 3 por jaulas, con agua y comida ad libitum, bajo un ciclo 

luz/oscuridad de 12 horas (encendiéndose la luz a las 7:00 am) a una temperatura constante 

de 22±1°C. Tres días previos al experimento los animales fueron manipulados (handling) 

durante 2 minutos cada día para disminuir el estrés. Para los distintos experimentos todos los 

grupos experimentales se encontraban representados en cada una de las jaulas. Todos los 

procedimientos fueron realizados de acuerdo a las normas internacionales establecidas por 

la “Guía para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio” (CICUAL), tomando los 

recaudos necesarios para reducir al mínimo el número de animales utilizados en cada 

experimento. 

Cirugía  

 

Los animales utilizados para los experimentos farmacológicos con infusión intracerebral de 

drogas fueron sometidos a una cirugía para la implantación bilateral de cánulas guía de calibre 

de 0,7 mm (22G) de 1 cm de longitud. Para el procedimiento quirúrgico las ratas fueron 

anestesiadas con una combinación de 80 mg/kg de ketamina (Holliday) y 5 mg/kg de xilacina 

(Konig) intraperitoneal (i.p.) y colocadas luego en un marco estereotáxico (Figura M.1). Se 

expuso el cráneo y se procedió a nivelarlo (puntos lambda y bregma a la misma altura en el 
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eje dorsoventral).  Las cánulas fueron implantadas bilateralmente (Figura M.1) en la región 

CA1 del hipocampo dorsal utilizando las siguientes coordenadas estereotáxicas (con respecto 

a bregma): anteroposterior (AP): -3,9 mm, lateral (LL): ± 3,0 mm y dorsoventral (DV): -3,0 mm 

(Paxinos y Watson, 1997) (Figura M.3, izquierda).  Para los experimentos que se especifican, 

las cánulas fueron implantadas sobre la región anterior de la corteza retrosplenial utilizando 

las coordenadas estereotáxicas (con respecto a bregma): AP: -3,9 mm, LL: ± 0,5 mm y DV: -

1,8 mm (Figura M.3, derecha). Las cánulas fueron fijadas al cráneo con acrílico dental (Figura 

M.1) y para evitar la obstrucción, se colocaron obturadores (agujas con calibre de 0,3 mm 

(30G) cortadas para quedar del mismo tamaño que las cánulas guía y con un extremo que 

sobresaliera para facilitar su posterior remoción) dentro de cada cánula que permanecieron 

allí hasta el momento de las infusiones. Para los experimentos donde la memoria se testeó a 

28 días, se agregaron dos tornillos para darle más estabilidad al casco.  Terminado el 

procedimiento quirúrgico se les administró a los animales una dosis del analgésico Meloxicam 

(0,2 mg/kg) y de antibiótico Gentamicina (3 mg/kg) de forma subcutánea. Los animales 

permanecieron en sus jaulas para su recuperación post-operatoria al menos durante 5 días, 

antes de comenzar con los experimentos conductuales. 
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Figura M.1. Cirugía de implantación de cánulas guía. Las cánulas fueron implantadas en la región CA1 del hipocampo 

dorsal según las coordenadas AP: -3,90 mm, LL: ± 3,00 mm y DV: -3,00 mm dorsoventral. En las fotografías se muestra 

el procedimiento de implantación de las cánulas y el casco terminado del animal luego de la cirugía. 

 

Infusión de drogas 

 

Las drogas fueron administradas mediante una cánula de infusión (1,1 cm de longitud y 0,3 

mm de calibre (30G)), la cual se insertó en la cánula guía y cuya punta sobresalía 1 mm de la 

cánula guía (Figura M.2). Las agujas de infusión fueron conectadas mediante una manguera 

de polietileno de 0,015” a una microjeringa Hamilton para infundir los volúmenes 

correspondientes de cada droga. La manipulación durante la inyección fue realizada 
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delicadamente para disminuir el estrés de los animales. El procedimiento de microinfusión 

tomó aproximadamente 3 minutos: 1 minuto y medio por lado para permitir la infusión 

gradual de la droga y dejar la aguja un tiempo residual para permitir la correcta difusión y 

evitar el reflujo.  

 

Figura M.2. Infusión de drogas durante los experimentos. Durante la realización de los experimentos se 

administraron drogas insertando la aguja de infusión, la cual estaba conectada a la microjeringa Hamilton, en cada 

cánula.  

  

Drogas 

 

Se utilizó Rapamicina (Rapa, Sigma Aldrich), un inhibidor selectivo de mTORC1, en una 

concentración de 120 nM/µl que fue disuelta en DMSO 0,012%.  Se infundieron 0,5 µl por 

lado en el Hp y en la RSC. Como control se utilizó solución fisiológica (vehículo). 
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Se utilizó Emetina (Eme 50 µg/µl/lado, Sigma Aldrich), un inhibidor general de la síntesis 

proteica que fue disuelto en solución fisiológica. Se infundió 1 µl por lado en el Hp. Como 

control se utilizó solución fisiológica. 

Los oligonucleótidos (Genbiotech S.R.L, Buenos Aires, Argentina) utilizados consistieron en 

secuencias que estaban fosforotiodadas en las tres primeras y últimas bases (“end-capped”). 

Esta modificación fue utilizada porque incrementa la estabilidad y disminuye la toxicidad de 

los compuestos. Se utilizaron oligonucleótidos antisentido (ASO) para GluA1 (GluA1 ASO, 

secuencia: 5’-TAAGCATCACGTAAGGATC-3’), basándonos en el trabajo previo del laboratorio 

(Slipczuk y col, 2009) y ASO para GluA2 (GluA2 ASO, secuencia: 5’-AACCATTTTATCCACTTCACT-

3’) basándonos en diversos trabajos (Wenthold y col, 1992; Friedman y Veliskova, 1999; 

Oguro y col, 1999). Como controles, se utilizaron los respectivos oligonucleótidos sin sentido 

(MSO) para GluA1 (GluA1 MSO, secuencia: 5’-AGCGTATCACAGTATAGAC-3’) y MSO para 

GluA2 (GluA2 MSO, secuencia: 5’-CTAACCTCCAATCTTATTCTA-3’). Tanto los ASO como los 

MSO para GluA1 y GluA2 se infundieron en una concentración de 2nmol/µl, con un volumen 

de 1 µl por lado en el hipocampo. 

Se utilizó GluR23ɣ (Tat-GluR32ɣ, secuencia de extremo N-terminal a C-terminal: H-YGR KKR 

RQR KEG YNV YG-OH, Eurogentec, Anaspec), un péptido que bloquea selectivamente la 

endocitosis de los receptores AMPA que contienen la subunidad GluA2 (Brebner y col, 2005; 

Fox y col, 2007; Van den Oever, 2008; López y col, 2015; Migues y col, 2016) en una 

concentración de 15 pmol/µl disuelto en solución fisiológica. Se infundió 1 µl por lado en el 

hipocampo. Como control se utilizó solución fisiológica. 
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Corroboración de la correcta localización de las cánulas 

 

Una vez finalizados los experimentos fármaco-conductuales se infundió de 1 µl por lado de 

una solución de azul de metileno 4% disuelto en solución fisiológica. Los animales fueron 

decapitados 15 minutos después. Se analizó la localización de las cánulas mediante 

examinación histológica. Solo se utilizaron datos de animales cuyas cánulas se encontraran 

correctamente implantadas (ver Figura M.3, donde se detalla el sitio de infusión correcto 

aproximado para cada estructura). 

 

Figura M.3. Representación esquemática de sitios de infusión de las drogas. Se representan tres planos coronales (-

3,80 mm, -4,30 mm y -4.80 mm del bregma). En gris sombreado se representa el área aproximada de difusión en el 

hipocampo (izquierda) o en la corteza retrosplenial (derecha). Adaptado de (Paxinos y Watson, 2007). 
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Procedimientos conductuales 

 

Tarea de evitación inhibitoria  

 

La memoria de evitación inhibitoria (EI) representa la capacidad de aprender sobre el 

ambiente e inhibir el comportamiento innato de exploración por la llegada de estímulos 

aversivos. En este paradigma las ratas se colocan sobre una pequeña plataforma dentro de 

una caja y cuando descienden para explorar el ambiente reciben un shock eléctrico; de este 

modo cuando son colocadas nuevamente en la plataforma, inhibirán el comportamiento de 

descenso, eludiendo así la llegada del estímulo negativo (Izquierdo y col, 1997; Giovaninni, 

2015). Se eligió esta tarea porque es adquirida en una sola sesión corta de entrenamiento que 

la hace ideal para investigar los mecanismos de evocación sin interferencia de expresión 

previa de comportamientos aprendidos que ocurren en tareas con múltiples sesiones de 

entrenamiento.  

Caja de evitación inhibitoria 

 

La caja de evitación inhibitoria tiene paredes de metal y acrílico de 62,4 cm de largo x 25,4 

cm de ancho x 32,8 cm de alto y el techo es un panel móvil de acrílico (Figura M.4). El piso 

consta de dos grillas desmontables hechas de barras de acero inoxidable paralelas de 0,5 cm 

de diámetro, separadas por 1,5 cm entre sí. Las paredes frontales son de acrílico transparente 

con un grosor de 0,5 cm. En el extremo izquierdo de la caja hay una plataforma de acrílico de 

23,8 cm de largo x 9,5 cm de ancho x 5 cm de alto. 
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Entrenamiento y testeo 

 

Para el entrenamiento (TR) en la tarea de EI las ratas se colocaron sobre la plataforma 

elevada e inmediatamente después de bajar de la misma, los animales recibieron una 

descarga de 0,55 mA en las patas durante 3 segundos. Este entrenamiento genera una 

memoria de largo término (MLT) perdurable (Bekinschtein y col, 2007). En la sesión de testeo 

(TS) el procedimiento fue similar, excepto que la descarga eléctrica fue omitida. En el TS, se 

consideró que las ratas bajaban de la plataforma sólo cuando apoyaban las cuatro patas sobre 

la grilla. Tanto en el TR como en el TS se cuantificó la latencia de las ratas a descender de la 

plataforma y se consideró que los animales habían aprendido la tarea cuando la latencia a 

descender de la plataforma en el TS fue significativamente diferente a la latencia durante el 

TR. Eso es interpretado como una evitación del animal a descender, eludiendo así la llegada 

del estímulo aversivo, e inhibiendo por lo tanto un comportamiento exploratorio innato de 

esta especie en un ambiente novedoso. 

  



 

57 

 

Figura M.4. Caja utilizada en el paradigma de evitación inhibitoria. Se observa una rata sobre la plataforma elevada 

negra situada en el extremo izquierdo de la caja, por encima de la grilla de varillas que conforman el suelo.  

 

Tarea de Reconocimiento espacial de objetos  

 

 En la tarea de reconocimiento espacial de objetos (REO) se evalúa la habilidad de aprender 

y detectar el desplazamiento de un objeto familiar a una ubicación novedosa dentro de un 

contexto.  Este paradigma se basa en la conducta espontánea de los roedores de explorar 

objetos y contextos novedosos cuando estos no parecen ser peligrosos. Si a una rata se le 

presentan objetos conocidos en una posición familiar (ya explorada) o novedosa (no utilizada 

anteriormente), pasará más tiempo explorando el objeto desplazado (nueva posición) en 

relación con aquel que nunca se movió (Dere y col, 2005). 
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Caja de reconocimiento espacial de objetos 

 

Para el desarrollo de estos experimentos se utilizó una caja en la cual se presentaron a los 

roedores objetos modificándose durante la sesión de testeo la localización de uno solo de 

ellos. 

La caja utilizada es de acrílico, con 60 cm de largo x 40 cm de profundidad x 50 cm de altura 

(Figura M.5). La caja tiene una pared frontal transparente mientras que la pared trasera es 

rayada con líneas blancas y negras y las paredes laterales blancas y con diferentes claves 

visuales. La habitación donde tuvo lugar el protocolo estuvo débilmente iluminada gracias a 

la utilización de una cortina móvil que atenuaba la intensidad del tubo de luz. 

 

Figura M.5. Tarea de Reconocimiento Espacial de Objetos. Se observa el contexto con los objetos en la parte izquierda 

de la foto y la rata explorando uno de ellos en la parte derecha de la foto. 

 

Habituación, entrenamiento y testeo 

 

Al inicio del experimento, los animales fueron habituados al contexto vacío por tres días 

consecutivos previos al entrenamiento durante 20 minutos cada día. Las sesiones de 
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habituación se realizaron con el fin de familiarizar a las ratas con los contextos en los cuales 

se realizó el entrenamiento. En el día del entrenamiento (TR REO), dos objetos idénticos (se 

utilizaron en forma aleatoria objetos de vidrio, metal o plástico, todos con dimensiones 

similares para los cuales los animales presentan preferencias similares) se colocaron dentro 

de la caja, cercanos a las dos esquinas adyacentes de la misma. Se dejó a los animales explorar 

la arena por 8 minutos y el tiempo de exploración a cada objeto fue registrado con 

cronómetros manuales. Se consideró que la rata exploraba el objeto cuando orientaba su 

cabeza hacia el objeto con su nariz a una distancia menor o igual a 1 cm del objeto olfateando 

o tocando el mismo con su nariz o patas delanteras. No se consideró que la rata explorara el 

objeto si se sentaba sobre el mismo, o si se trepaba al mismo mirando para arriba o si se 

apoyaba en el mismo, pero con su cabeza direccionada a otro lugar. Se excluyeron de los 

análisis aquellas ratas que durante el TR REO exploraron uno de los objetos más del 65% del 

tiempo total de exploración (es decir el dedicado a ambos objetos), ya que es requisito en 

esta sesión no mostrar preferencias por alguno de los objetos y/o sus localizaciones. Durante 

la sesión de testeo (TS REO), realizada 24 horas después, uno de los objetos fue cambiado a 

una posición nueva y el tiempo de exploración de cada uno de ellos se registró durante 3 

minutos. En el TR REO se excluyeron los animales que presentaran tiempos de exploración 

por objeto menor a 20 segundos mientras que en el TS REO se excluyeron a los animales que 

presentaran tiempos de exploración total de los dos objetos menor a 20 segundos. Los 

resultados se expresan como Índice de Preferencia: (Tn-Tf)/ (Tn+Tf) donde Tn es Tiempo de 

exploración de la posición novedosa y Tf es Tiempo de exploración de la posición familiar. Un 

índice positivo y significativamente distinto de cero indica memoria. Para cada uno de los 

sujetos experimentales, las posiciones de los objetos en el TR REO y su condición de familiar 
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o novedosa durante el TS REO fue balanceada. La caja y los objetos fueron limpiados entre 

ensayos con una solución de alcohol, agua y detergente. 

Tarea de exploración en campo abierto  

El campo abierto es un test utilizado habitualmente en roedores para evaluar actividad 

locomotora y exploratoria (Viola y col, 2000).  

Caja de campo abierto 

 

El dispositivo consiste en una caja con el piso color negro de 50 cm x 50 cm de ancho y 40 

cm de alto dividido en 9 cuadrantes iguales (aprox. 16,7 cm por lado cada uno). Las paredes 

son negras y alcanzan una altura de 40 cm (Figura M.6). 

                            

Figura M.6. Caja de campo abierto. La actividad exploratoria del animal se determinó registrando el número de cruces 

(izquierda) y exploraciones aéreas (derecha) que realizó durante una sesión de 5 minutos. 
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Habituación  

 

Al comienzo del ensayo se colocó a la rata en un cuadrante perimetral y se registró la 

actividad locomotora y exploratoria durante 5 minutos. El registro consistió en medir la 

cantidad de veces que el animal cruza los cuadrantes (cruces) y el número de episodios en los 

que hace exploraciones aéreas (posición vertical que adopta el roedor apoyándose sobre sus 

patas traseras, con la que examina el ambiente). El grado de habituación del animal al campo 

abierto se considera inverso al de exploración. 

Ensayos bioquímicos 

 

En los experimentos en que se indica, se practicó eutanasia de los animales 

inmediatamente después del testeo de la tarea de EI. Se utilizaron dos grupos de animales: 

infundidos con vehículo e infundidos con rapamicina. La eutanasia se realizó por decapitación, 

se extrajo el cerebro y se disecó, congeló y almacenó a -20°C la región dorsal del hipocampo 

hasta su utilización en tiempos cercanos a esa extracción. 

Obtención de fracciones subcelulares  

 

A fin de evaluar los niveles proteicos de interés en el área del hipocampo dorsal que rodea 

el sitio de infusión de una droga, luego de la eutanasia de los animales inmediatamente post-

testeo, se extrajeron los cerebros y se cortaron rebanadas de 5 mm rodeando el área donde 

se localizan las cánulas, y se utilizaron volúmenes de homogeneización acordes al peso de la 

sección (10% peso en volumen). 
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Los hipocampos fueron homogeneizados en buffer de homogeneización a 4 °C [20 mM 

Tris-HCl, pH 7,4, 0,32 M sacarosa, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 10 μg/ml aprotinina, 

15 μg/ml leupeptina, 50 mM fluoruro de sodio (NaF), y 1 mM ortovanadato de sodio 

(Na3VO4)]. La homogeneización del tejido se realizó mediante una serie de 20 subidas y 

bajadas cada una en un homogeneizador de vidrio en hielo. A esta primera fracción celular se 

la denominó homogenato total y se guardaron 80 μl de esta muestra. Luego, se centrifugó la 

muestra remanente a 4°C a 1,16 rcf (unidades de fuerza centrífuga relativa) durante diez 

minutos. Los sedimentos (pellets) se lavaron dos veces en buffer de homogenización y luego 

fueron desechados. El sobrenadante obtenido se centrifugó a 4°C a 14,5 rcf durante media 

hora. El nuevo pellet obtenido fue resuspendido en agua bidestilada (pH 6,8) fría (shock 

osmótico), se incubó durante treinta minutos y posteriormente se sometió la muestra a tres 

series de veinte subidas y bajadas cada una en homogenizador de vidrio en hielo. La muestra 

fue centrifugada a 4°C a 20,26 rcf durante 40 minutos. Del pellet resultante, enriquecido en 

membrana sináptica (esta fracción subcelular es llamada de membrana sináptica, SPM), una 

parte se resuspendió en buffer de resuspensión (Tris-HCl 20 mM, 1 mM PMSF, NaF 20mM, 

EDTA 0,2 mM, o-vanadato de sodio 0,5 mM, 10 μg/ml aprotinina, 15 μg/ml leupeptina, 50 

mM NaF, y 1 mM Na3VO4) para su posterior análisis y otra parte se utilizó para obtener la 

fracción siguiente. Este remanente se resuspendió en un buffer TNE (50 mM Tris-HCl, 1mM 

EDTA, 137 mM NaCl, 1mM PMSF, 0,2mM, o-vanadato de sodio 0,5 mM, 10 μg/ml aprotinina, 

15 μg/ml leupeptina, 50 mM NaF, y 1 mM Na3VO4) que contenía 0,5% de Tritón X-100 y se 

sometió la muestra a una serie de diez subidas y bajadas. Luego se agitaron las muestras 

durante cuarenta minutos a una velocidad de 70 revoluciones por minuto (rpm) en un bloque 

horizontal en frío. Por último, se centrifugaron las muestras durante 1 hora a 20,26 rcf. Se 

obtuvo un pellet que se resuspendió en buffer de resuspensión, homogeinizando con un 
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micro-homogeneizador. Esta última fracción obtenida se denomina PSD (fracción enriquecida 

en membranas postsinápticas). 

Todos los procedimientos fueron realizados en hielo. Las muestras fueron almacenadas a 

-20 ºC hasta su utilización. 

Western Blot 

 

La concentración de proteína de cada fracción se midió mediante el kit (ThermoFisher) de 

ensayo de proteína de BCA (ácido biconconínico, el cual genera una reacción colorimétrica 

detectable a 562 nm). Las muestras de homogenato (7,5 μg de proteína) o de fracciones de 

SPM o de PSD (6 μg de proteína) fueron sometidas, por duplicado, a una electroforesis en 

geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE; geles al 10 %) y, luego, 

las proteínas fueron transferidas electroforéticamente (16 horas, 40 V a 4 ºC) a membranas 

de PVDF. Luego de una preincubación en buffer de bloqueo (20 mM Tris-HCl, pH 7,4, 5 % leche 

en polvo, 150 mM NaCl, 0,05 % v/v Tween 20), estas membranas fueron incubadas durante 

toda la noche a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios: anti-GluA1 (1:1000; Cell 

Signaling); anti GluA2 (1:1000; Cell Signaling) y anti-Actina (1:10000; SCBT). El anticuerpo de 

Actina se utilizó para evaluar los niveles de carga de proteína. Posteriormente, las membranas 

fueron lavadas 5 veces durante 20 minutos en buffer TTBS 1X (20 mM Tris-HCL, pH 7,4, 150 

mM NaCl, 0,05 % v/v Tween 20) y luego incubadas con un anticuerpo secundario anti-conejo 

o anti-cabra acoplados a fosfatasa alcalina (1:40000, SCBT, en ambos casos) durante 1 hora a 

temperatura ambiente (TA). Luego de esta incubación, las membranas fueron nuevamente 

lavadas en buffer TTBS 1X 5 veces durante 20 minutos. Finalmente, se visualizaron los 

complejos antígeno-anticuerpo por un método de fluorescencia utilizando el sustrato ECF (GE 
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Healthcare Life Sciences) y un equipo de medición de fluorescencia (STORM, GE Healthcare 

Life Sciences). El análisis densitométrico de los inmunoblots fue realizado en un sistema de 

análisis de imágenes (ImageQuant). Cada valor obtenido de densidad óptica (de cada banda) 

se normalizó a su correspondiente valor de Actina (control de carga) y luego, los valores 

resultantes fueron a su vez relativizados al promedio del grupo Vehículo. 

Remoción de anticuerpos para re-incubación  

 

Para remover los anticuerpos, las membranas fueron incubadas durante 2 horas en buffer 

de remoción (8 mM Tris-HCl, 7 mM SDS, 0,5 M NaCl, 100 mM Urea, pH 4,5) a 65 ºC con 

agitación en un baño termostático. Luego, las membranas fueron lavadas en agua destilada 5 

veces durante 20 minutos, secadas a temperatura ambiente (TA) y almacenadas a 4 ºC hasta 

su re-incubación con otro anticuerpo.  

Diseño Experimental y Estadística 

 

En todos los experimentos, se contrabalancearon las inyecciones de fármacos y vehículos 

o ASO y MSO entre ensayos, así como las distintas condiciones experimentales. 

Los datos comportamentales fueron analizados mediante un test t de Student no pareado 

cuando se comparaban dos grupos independientes o un test t de Student pareado cuando se 

comparaba el mismo grupo en dos momentos distintos, o un ANOVA de un factor seguido de 

un test de Newman-Keuls de comparaciones múltiples cuando se comparaban tres o más 

grupos independientes. En los gráficos de EI, las barras de los gráficos representan la media ± 

SEM de la latencia del entrenamiento o testeo. En todos los casos, el efecto del 

entrenamiento fue siempre significativo, pero por cuestiones de simplicidad visual los 



 

65 

símbolos indicando diferencias significativas entre las latencias del entrenamiento y el testeo 

fueron omitidos. En los gráficos de REO, las barras representan la media ± SEM del índice de 

discriminación. 

Los valores obtenidos al realizar la medición de los blots en los experimentos bioquímicos 

fueron normalizados al grupo Vehículo y relativizados a los niveles de Actina. El análisis de 

datos se realizó mediante ANOVA de dos factores (considerando los factores tratamiento 

(droga) y membrana). 

El análisis de datos se realizó mediante los programas de GraphPad Prism 6 e Infostat. En 

todos los casos el valor de α fue seteado en 0,05. 
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RESULTADOS 
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CAPITULO 1 

 

 

 

CARACTERIZACIÓN FARMACOLÓGICA CONDUCTUAL DEL BLOQUEO 

DE LA VÍA DE mTORC1 EN LA EVOCACIÓN DE MEMORIAS DE LARGO 

TÉRMINO 
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La síntesis proteica es requerida al momento de la evocación para 

una normal expresión de una memoria de largo término 

 

Como ha sido previamente descrito en la Introducción, durante las últimas décadas, el 

estudio de la memoria ha permitido esclarecer varios de los mecanismos neurales, celulares 

y moleculares de la adquisición y consolidación de la memoria de largo plazo y la de su 

reconsolidación y extinción (McGaugh, 2000; Kandel, 2001; Pedreira y Maldonado, 2003; 

Dudai y Eisenberg, 2004). De esta manera, existe hoy un panorama de cómo, dónde y cuándo 

se establecen las principales etapas del aprendizaje y la memoria. Por el contrario, poco se 

conoce sobre los mecanismos de expresión de la memoria.  La información sobre estructuras 

neurales, receptores y cascadas de señalización involucradas en la evocación de la memoria 

(Kim y col, 1993; Izquierdo y col, 1993; De Quervain y col, 1998, Szapiro y col, 2000; Szapiro y 

col, 2001; Szapiro y col, 2002; Hall y col, 2001; Lopez y col, 2015; Thomas, 2015) es 

fragmentaria e incompleta. 

La síntesis de nuevas proteínas es un requisito clave para los procesos de plasticidad 

sináptica y formación de memorias de largo término. Las proteínas que son sintetizadas 

durante la formación de la memoria se cree que están involucradas en la estabilización y 

fortalecimiento de las modificaciones sinápticas que permiten la persistencia de la memoria. 

Además, tanto la consolidación como la reconsolidación son afectadas por inhibidores 

generales de la síntesis proteica en distintos paradigmas (Flexner y col, 1965; Nader y col, 

2000). Sin embargo, diversos trabajos indican que los mecanismos necesarios para la 

evocación de la memoria no dependerían de la síntesis de proteínas. 
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A pesar de esto, han emergido estudios recientes que sugieren que la síntesis de proteínas 

podría ser importante también durante el proceso de evocación. En particular, se encontró 

que microinfusiones de distintos inhibidores de síntesis proteica (entre ellos rapamicina) en 

la amígdala durante la evocación afectaron la normal retención de la memoria de miedo 

auditiva (López y col, 2015). 

Como hemos señalado en la Introducción, mTOR es una quinasa que se encuentra asociada 

con otras proteínas formando el complejo mTORC1 que tiene un papel clave en la regulación 

de la síntesis proteica.  Existen numerosas evidencias en la literatura sobre la importancia de 

la vía de mTORC1 en procesos de aprendizaje y memoria (Bekinschtein y col, 2007; Slipczuk y 

col, 2009; Gafford y col, 2011; Jobim y col, 2012). Sin embargo, no existe información 

suficiente sobre el rol de esta vía en la evocación de la memoria. Teniendo en cuenta datos 

previos del laboratorio que indican el requerimiento de la actividad de mTORC1 durante la 

consolidación de la memoria en el hipocampo (Slipczuk y col, 2009) y resultados de otros 

autores durante la evocación (López y col, 2015), nos propusimos estudiar el requerimiento 

de la síntesis proteica en el hipocampo durante la evocación en la tarea de evitación 

inhibitoria. 

En particular, nos propusimos estudiar el rol de la vía de mTORC1 durante la evocación de 

la tarea de EI. Esta tarea ha sido ampliamente utilizada en el estudio de la memoria por su 

rápida adquisición y porque permite distinguir entre las distintas etapas de la memoria, 

incluida la evocación (Izquierdo y col, 1997). Para abordar este primer objetivo, bloqueamos 

la actividad de esta vía infundiendo rapamicina en el hipocampo dorsal 15 minutos antes del 

testeo realizado a 24 horas y comparamos el comportamiento con animales infundidos con 

solución fisiológica (vehículo). Como puede verse en la Figura 1.1, los animales infundidos con 
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rapamicina presentaron un bloqueo en la expresión de la memoria con respecto a los 

animales controles infundidos con vehículo (Fig 1.1, Veh vs. Rapa, p=0,007, Prueba t de 

Student no pareada, n=5-6). Sorprendentemente, el efecto de la rapamicina resultó ser 

transitorio ya que se observó una normal expresión de la memoria en el retesteo llevado a 

cabo 5 horas posteriores al primer testeo en animales infundidos con rapamicina (Fig 1.1, 

Rapa vs. reTS, p=0,0071, Prueba t de Student para muestras pareadas, n=6). Esto indica que 

las ratas que presentaban un déficit de la retención de la memoria por haber sido infundidas 

con rapamicina pueden evocar normalmente luego de un tiempo, sugiriendo que la amnesia 

inducida por rapamicina no es debida a un efecto no específico (por ejemplo, lesión) en los 

circuitos hipocampales. Además, el hecho de que el déficit en la retención de la memoria se 

evidencie en el primer test y no en el retest sugiere que la inhibición de la vía de mTORC1 

afecta específicamente la evocación y no el almacenamiento de la memoria. 
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Figura 1.1. El bloqueo de la actividad de la vía de mTORC1 impide la normal expresión de una MLT. La infusión 

intrahipocampal de rapamicina 15 minutos antes del testeo llevado a cabo 24 horas después del entrenamiento en la 

tarea de EI bloquea la expresión de una MLT.  Los animales fueron infundidos con vehículo o rapamicina 15 minutos 

antes del testeo llevado a cabo 24 horas luego del entrenamiento en la tarea de EI. 5 horas posteriores al primer 

testeo, los animales que habían sido infundidos con rapamicina fueron retesteados (reTS). Los datos se expresan como 

la media ± SEM de la latencia del entrenamiento o el testeo. Veh vs. Rapa, p= 0,007, Prueba t de Student no pareada 

n=5-6 y p=0,0071 para Rapa vs. reTS, Prueba t de Student para muestras pareadas, n=6. Asteriscos indican diferencias 

significativas entre grupos. **p<0,01. 

 

 Para confirmar si la regulación de síntesis proteica estaba siendo afectada con la infusión 

de rapamicina, infundimos emetina, un inhibidor general de la síntesis proteica, en el 

hipocampo dorsal 15 minutos antes del testeo en EI llevado a cabo 24 horas luego del 

entrenamiento. Como se observa en la Figura 1.2 los animales infundidos con emetina 
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presentaron un déficit en la retención de la memoria comparados con el grupo vehículo (Fig 

1.2, Veh vs. Eme, p=0,0207, Prueba t de Student no pareada, n=6). En este caso, el efecto de 

la emetina no fue reversible, ya que no se observó una normal expresión de la memoria en el 

retesteo llevado a cabo 5 horas posteriores al primer testeo (Fig 1.2, p>0,05, Eme vs. reTS, 

Prueba t de Student para muestras pareadas, n=6). 

 

 

Figura 1.2. El bloqueo de la síntesis proteica imposibilita la expresión de una MLT. Infusión intrahipocampal de 

emetina 15 minutos previos al testeo realizado 24 horas luego del entrenamiento, bloquea la expresión de la MLT de 

la tarea de EI. Los animales fueron infundidos con vehículo o emetina 15 minutos antes del testeo llevado a cabo 24 

horas luego del entrenamiento en la tarea de EI. 5 horas posteriores al primer testeo, los animales que habían sido 

infundidos con emetina fueron retesteados (reTS). Los datos se expresan como la media ± SEM de la latencia del 

entrenamiento o el testeo. Veh vs. Eme, p=0,0207, Prueba t de Student no pareada, n=6. Asteriscos indican diferencias 

significativas entre grupos. *p<0,05. 
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Estos dos primeros resultados similares obtenidos con dos inhibidores de la síntesis 

proteica distintos apuntan a que el déficit observado en ambos casos en la evocación de la 

memoria se debe específicamente a la inhibición de la síntesis proteica. En suma, estos 

resultados indican que la síntesis proteica continua (ongoing) es requerida para la normal 

expresión de la memoria. 

 

El bloqueo de la vía de mTORC1 impide la evocación de memorias 

previamente expresadas 

 

Luego quisimos estudiar si el efecto de la rapamicina se podía observar también en 

memorias que ya hubieran sido expresadas. Es decir, nos propusimos dilucidar si una 

memoria que había sido evocada en un primer testeo era susceptible de ser afectada en un 

siguiente testeo por el bloqueo de la vía de mTORC1. Para ello, entrenamos a los animales en 

la tarea de EI y testeamos a los animales a las 24 horas sin realizar ninguna infusión. 15 

minutos antes de llevar a cabo un segundo testeo, 24 horas después del primero, infundimos 

vehículo o rapamicina. En este caso los animales infundidos con rapamicina presentaron un 

bloqueo de la expresión de la memoria que fue transitorio, ya que al retestear 5 horas 

después del segundo testeo, los animales presentaban una normal expresión de la memoria 

(Fig 1.3, Veh vs. Rapa p=0,0017, Prueba t de Student, n=8-9 y Rapa vs. reTS, p=0,0018, Prueba 

t de Student para datos pareados, n=9). Con este experimento confirmamos que los animales 

infundidos con rapamicina presentaban una capacidad de aprendizaje y de expresión de la 

memoria normal, que luego se ve alterada por la infusión de rapamicina 15 minutos antes del 

segundo testeo llevado a cabo 24 horas luego del primero. De esta manera podemos 
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reafirmar que el efecto de la rapamicina es específico sobre la expresión de la memoria y 

podemos descartar que los animales infundidos con rapamicina presenten algún tipo de 

déficit locomotor o de otra naturaleza que pueda confundirse con un efecto de déficit de 

memoria. De todas maneras, luego realizamos experimentos controles de locomoción más 

específicos. 

 

Figura 1.3. La actividad de la vía de mTORC1 es requerida para la expresión de memorias que ya han sido expresadas 

previamente. Las ratas fueron entrenadas en la tarea de EI y testeadas por primera vez 24 horas más tarde. 15 minutos 

antes de llevar a cabo un segundo test, 24 horas después del primero, las ratas fueron bilateralmente infundidas con 

vehículo o rapamicina.  5 horas posteriores al primer testeo, los animales que habían sido infundidos con rapamicina 

fueron retesteados (reTS). Los datos se expresan como la media ± SEM de la latencia del entrenamiento o el testeo. 

Veh vs. Rapa, p=0,0017, Prueba t de Student, n=8-9 y p=0,0018 Rapa vs. reTS, Prueba t de Student para datos pareados 

n=9.  Asteriscos indican diferencias significativas entre grupos. **p<0,01. 
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La vía de mTORC1 tiene una ventana temporal de acción específica 

en la evocación de la memoria 

 

Considerando que el tiempo de administración de una droga es importante para evaluar 

su efecto, nos dispusimos a estudiar el curso temporal de acción de la rapamicina sobre la 

expresión de la MLT. En primer lugar, realizamos un experimento corriendo el tiempo de 

infusión de la rapamicina a 40 minutos previos al testeo. En este caso, como a los 15 minutos, 

también se observó un bloqueo en la expresión de la MLT (Fig 1.4, Veh vs. Rapa -40 min, 

p˂0,05, ANOVA de un factor, seguido de comparaciones de Newman-Keuls, n=9). Luego, 

corrimos aún más el tiempo de infusión de la rapamicina a 3 horas previas al testeo. En este 

caso, la inactivación de la vía de mTORC1 no tuvo ningún efecto en la expresión de la memoria, 

lo que indica que la rapamicina posee una ventana temporal de acción restringida (Fig. 1.4, 

Veh vs. Rapa-3h, p>0,05, ANOVA de 1 factor seguido de comparaciones múltiples de 

Newman-Keuls, n=9). Este resultado puede estar relacionado con el hecho de que las 

proteínas necesarias para la evocación puedan tener una tasa de recambio alta (Job y 

Eberwine, 2001) y que una inactivación de esta maquinaria proteica 40 minutos previos al 

testeo aún pueda tener efecto sobre esa tasa rápida de recambio mientras que 3 horas 

previas al testeo no. 
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Figura 1.4. El bloqueo de la actividad de la vía de mTORC1 40 minutos previos al testeo impide la normal expresión 

de una MLT mientras que 3 horas previos no tiene efecto.  Las ratas fueron bilateralmente infundidas con vehículo o 

rapamicina en el hipocampo 3 horas o 40 minutos previos al testeo realizado 24 horas luego del entrenamiento. Los 

datos se expresan como la media ± SEM de la latencia del entrenamiento o el testeo. Veh vs. Rapa -40 min preTs, Rapa 

-3h preTs vs. Rapa-40 min preTs, p<0,05, ANOVA de 1 factor seguido de comparaciones múltiples de Newman-Keuls, 

n=9.   Asteriscos indican diferencias significativas entre grupos. *p<0,05. 

  

La vía de mTORC1 no participa en la evocación de la memoria de 

corto término 

 

Con el objeto de estudiar si el efecto de la rapamicina era dependiente de la edad de la 

memoria a ser evocada, estudiamos en primer lugar la participación de la vía de mTORC1 en 

una memoria de corto término. 
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Como hemos señalado en la Introducción, las memorias se clasifican en cuanto a su 

duración en MCT y MLT (McGaugh, 2000). Las MLT atraviesan un proceso de consolidación 

que requiere cambios plásticos dependientes de síntesis proteica (Izquierdo y col, 2002) 

mientras que las MCT no requieren en su procesamiento de síntesis proteica y son por lo 

tanto insensibles a manipulaciones que afecten la transcripción y/o traducción. 

Para abordar el objetivo de esta sección, realizamos un experimento en el cual infundimos 

la rapamicina 15 minutos antes de un testeo realizado 2 horas después del entrenamiento en 

la tarea de EI. En este caso, como puede apreciarse en la Figura 1.5, la rapamicina no produjo 

ningún efecto. Teniendo en cuenta los resultados previos y este resultado se desprende que 

el efecto amnésico de la rapamicina es específico para la evocación de la memoria de largo y 

no de corto término. Este resultado concuerda con los diferentes requerimientos publicados 

en la literatura en la formación de las memorias de largo y corto término (McGaugh, 2000; 

Kandel, 2001), y extiende estas diferencias a la fase de evocación de estas memorias. 
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Figura 1.5. La vía de mTORC1 no participa en la evocación de la memoria de corto término. Las ratas fueron 

infundidas bilateralmente en el hipocampo dorsal con vehículo o rapamicina 15 minutos antes de un testeo llevado a 

cabo 2 horas luego del entrenamiento.  Los datos se expresan como la media ± SEM de la latencia del entrenamiento 

o el testeo. p>0,05, Prueba t de Student, n=8-9.  

  

La vía de mTORC1 está involucrada en la expresión de memorias 

persistentes cuya evocación depende del hipocampo 

 

Luego, quisimos analizar el efecto del bloqueo de la vía de mTORC1 sobre la evocación de 

memorias persistentes. Para ello, en primer lugar, realizamos otro experimento en el cual 

infundimos rapamicina 15 minutos antes de un testeo realizado 7 días posteriores al 

entrenamiento en EI. 
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Como puede observarse en la Figura 1.6, la infusión de rapamicina impidió la normal 

expresión de una MLT testeada a 7 días (Fig 1.6, Veh vs. Rapa, p=0,0201, Prueba t de Student, 

n=12). Como en el testeo a 24 horas, en el retesteo de las ratas que habían sido infundidas 

con rapamicina 5 horas posteriores al primer testeo se observó una normal expresión de la 

memoria (Fig 1.6, Rapa vs. reTS, p=0,0064, Prueba t de Student para muestras pareadas, 

n=12). 

 

Figura 1.6. La vía de mTORC1 está involucrada en la evocación de una memoria de 7 días. Las ratas fueron infundidas 

bilateralmente en el hipocampo dorsal con vehículo o rapamicina 15 minutos antes de un testeo llevado a cabo 7 días 

luego del entrenamiento en la tarea de EI.  5 horas posteriores al primer testeo, los animales que habían sido 

infundidos con rapamicina fueron retesteados (reTS). Los datos se expresan como la media ± SEM de la latencia del 

entrenamiento o el testeo. Veh vs. Rapa, p=0,0201, Prueba t de Student y Rapa vs. reTS, p=0,0064, Prueba t de Student 

para muestras pareadas, n=12. Asteriscos indican diferencias significativas entre grupos. *p<0,05; **p<0,01. 
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En segundo lugar, analizamos el efecto del bloqueo de la vía de mTORC1 en la evocación 

de una memoria testeada a 14 días.  En este caso, la infusión de rapamicina 15 minutos 

previos al testeo, también impidió la normal expresión de la MLT (Fig 1.7, Veh vs. Rapa, 

p=0,0167, Prueba t de Student, n=5-7). Al igual que los resultados obtenidos a 7 días, en el 

retesteo llevado a cabo 5 horas posteriores al primer testeo a 14 días, hubo una recuperación 

de la normal expresión de la memoria (Fig 1.7, Rapa vs. reTS, p=0,048, Prueba t de Student 

para muestras pareadas, n=5). 
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Figura 1.7. La vía de mTORC1 está involucrada en la evocación de una memoria de 14 días. Las ratas fueron infundidas 

bilateralmente en el hipocampo dorsal con vehículo o rapamicina 15 minutos antes de un testeo llevado a cabo 14 

días luego del entrenamiento en la tarea de EI. 5 horas posteriores al primer testeo, los animales que habían sido 

infundidos con rapamicina fueron retesteados (reTS). Los datos se expresan como la media ± SEM de la latencia del 

entrenamiento o el testeo. Veh vs. Rapa, p=0,0167, Prueba t de Student y Rapa vs. reTS, p=0,048, Prueba t de Student 

para muestras pareadas, n=5.  Asteriscos indican diferencias significativas entre grupos. *p<0,05. 

 

Estos dos resultados están en línea y extienden los resultados previos sobre el 

requerimiento de la actividad de la vía de mTORC1 al momento de la evocación, incluso en 

memorias persistentes de 7 y 14 días respectivamente. 

Según la teoría de consolidación sistémica, la información se codifica inicialmente en el 

hipocampo y la corteza en paralelo. La posterior reactivación del hipocampo instala 

nuevamente la actividad en las regiones corticales y la reactivación sucesiva lleva al 
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fortalecimiento de las conexiones córtico-corticales. De este modo, la nueva traza se va 

integrando gradualmente con las memorias corticales ya existentes y eventualmente se 

vuelve independiente del hipocampo para su evocación (Squire y Alvarez, 1995; McClelland y 

col., 1995; Dudai, 2004; Morris, 2006). En este modelo, las memorias decaen más 

rápidamente en el hipocampo que en la corteza. Varios experimentos han sugerido que la 

disrupción de la función del hipocampo afecta preferentemente las memorias recientes, 

mientras que las remotas se mantienen intactas (Frankland y Bontempi, 2005). 

Coincidentes con esta teoría, datos previos del laboratorio indicaron que la inactivación 

del hipocampo dorsal impide la evocación de memorias recientes, pero no de memorias 

remotas (González y col, 2015). 

A fin de evaluar la participación de la vía de mTORC1 en el hipocampo en memorias de 

largo término en un punto temporal más distante del entrenamiento que los evaluados en los 

experimentos anteriores, infundimos rapamicina 15 minutos antes de un testeo llevado a 

cabo 28 días posteriores al entrenamiento. Como puede apreciarse en la Figura 1.8, no se 

observaron diferencias en este caso entre los grupos control (vehículo) y rapamicina. Este 

resultado y los obtenidos a 7 y 14 días están en concordancia con la teoría de consolidación 

sistémica que postula el requerimiento de la integridad hipocampal para la evocación de 

memorias dentro de un período limitado en el tiempo, e indican que la dependencia de 

síntesis de proteínas en el hipocampo para la evocación de la memoria de evitación inhibitoria 

se da dentro de una ventana temporal limitada de al menos 14 días. 
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Figura 1.8. La disrupción de la vía de mTORC1 cercana al momento de la evocación días no afecta la expresión de 

una memoria de 28 días. Los animales fueron entrenados en la tarea de EI y 15 minutos previos al testeo realizado 28 

días posteriores al entrenamiento, se les infundió bilateralmente en el hipocampo dorsal vehículo o rapamicina. Los 

datos se expresan como la media ± SEM de la latencia del entrenamiento o el testeo. Veh vs. Rapa, p>0,05, Prueba t 

de Student, n=9.   

  

La actividad de la vía de mTORC1 es requerida para la evocación de 

una MLT en la corteza retrosplenial 

 

Luego quisimos estudiar si el efecto del bloqueo de la actividad de mTORC1 en la evocación 

de una MLT se podía extender a otras estructuras cerebrales que también estuvieran 

involucradas en la memoria asociada a la tarea de EI. Una de estas estructuras es la corteza 

retrosplenial, que en la rata representa una de las mayores regiones corticales que se halla 
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interconectada con la formación hipocampal, la región parahipocampal y parte de la corteza 

prefrontal (Kobayashi y Amaral, 2003; Kobayashi y Amaral, 2007). Esta estructura y su rol en 

la memoria de la tarea de EI han sido extensamente estudiadas en el laboratorio (Katche y 

col, 2013). Los datos existentes indican que la activación de la corteza retrosplenial es 

requerida tanto para la formación de la memoria asociada a la tarea de EI como para la 

evocación de memorias recientes y remotas (Katche y col, 2013). Teniendo en cuenta estos 

antecedentes, llevamos a cabo un experimento en el cual infundimos vehículo o rapamicina 

en la corteza retrosplenial 15 minutos previos al testeo llevado a cabo 24 horas posteriores al 

entrenamiento en la tarea de EI. Como puede observarse en la Figura 1.9, la infusión de 

rapamicina en la RSC impidió la normal expresión de la MLT, al igual que en el hipocampo (Fig 

1.9, Veh vs. Rapa, p=0,0084, Prueba t de Student, n=5). En concordancia con los resultados 

obtenidos en hipocampo, un retesteo llevado a cabo 5 horas después del primero, también 

mostró una normal expresión de la MLT en la RSC (Fig 1.9, Rapa vs. reTS, p=0,0282, Prueba 

de t de Student para muestras pareadas, n=5). 

De este último resultado se desprende que el rol de la vía de mTORC1 en la evocación de 

la MLT no se limita a una estructura en particular, el hipocampo, sino que puede ser extendida 

a otras que también participen de la evocación de esa misma memoria. 
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Figura 1.9. El bloqueo de la actividad de la vía de mTORC1 en la corteza retrosplenial impide la normal expresión de 

una MLT. La infusión intrahipocampal de rapamicina 15 minutos antes del testeo llevado a cabo 24h después del 

entrenamiento en la tarea de EI bloquea la expresión de una MLT.  Los animales fueron infundidos en la corteza 

retrosplenial con vehículo o rapamicina 15 minutos antes del testeo llevado a cabo 24 horas luego del entrenamiento 

en la tarea de EI. 5 horas posteriores al primer testeo, los animales que habían sido infundidos con rapamicina fueron 

retesteados (reTS).   Los datos se expresan como la media ± SEM de la latencia del entrenamiento o el testeo. Veh vs. 

Rapa, p=0,0084, Prueba t de Student y Rapa vs. reTS, p=0,0282, Prueba t de Student para muestras pareadas, n=5. 

Asteriscos indican diferencias significativas entre grupos. *p<0.05; **p<0.01. 
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La actividad de la vía de mTORC1 es requerida para la evocación de 

una MLT y no de una MCT en la tarea de reconocimiento espacial de 

objetos 

 

Luego quisimos estudiar si el efecto amnésico del bloqueo de la actividad de mTORC1 en 

la evocación de una MLT estaba relacionado con la valencia de la tarea. Para ello, utilizamos 

el paradigma de reconocimiento espacial de objetos, que es equivalente a la de EI en cuanto 

a dependencia hipocampal, pero sin una carga aversiva. Infundimos vehículo o rapamicina 30 

minutos previos al testeo llevado a cabo 24 horas posteriores al entrenamiento de la tarea de 

REO. Como puede verse en la Figura 1.10, los animales infundidos con rapamicina 

presentaron un bloqueo de la expresión de la memoria de REO comparados con los infundidos 

con vehículo (Veh vs. Rapa, p=0,0214, Prueba t de Student, n=7-8). 
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Figura 1.10. El bloqueo de la actividad de la vía de mTORC1 impide la normal expresión de una MLT asociada a la 

tarea de REO.  Los animales fueron infundidos en el hipocampo con vehículo o rapamicina 30 minutos antes del testeo 

llevado a cabo 24 horas luego del entrenamiento en la tarea de REO.  Los datos se expresan como la media ± SEM del 

índice de discriminación. Veh vs. Rapa, p=0,0214, Prueba t de Student no pareada, n=7-8. Asteriscos indican diferencias 

significativas entre grupos. *p<0,05. 

 

Teniendo en cuenta los resultados en la tarea de EI, decidimos estudiar si el bloqueo de la 

actividad de mTORC1 afectaba una MCT en la tarea de REO. Para ello, infundimos vehículo o 

rapamicina 30 minutos previos al testeo llevado a cabo 90 minutos posteriores al 

entrenamiento de la tarea de REO. Como se observa en la Figura 1.11, no hubo diferencias 

significativas entre los animales infundidos con rapamicina y con vehículo en la expresión de 

una MCT en la tarea de REO. 
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Figura 1.11. La actividad de la vía de mTORC1 no es requerida para la normal expresión de una MCT asociada a la 

tarea de REO.  Los animales fueron infundidos en el hipocampo con vehículo o rapamicina 30 minutos antes del testeo 

llevado a cabo 90 minutos luego del entrenamiento en la tarea de REO.   Los datos se expresan como la media ± SEM 

del índice de discriminación. Veh vs. Rapa, p>0,05, Prueba t de Student, n=9.  

 

En conjunto, estos resultados confirman y extienden los datos obtenidos en la tarea de EI 

y apuntan a un efecto más general de la vía de mTORC1 sobre la MLT que no es exclusivo de 

memorias aversivas. 
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El bloqueo de la expresión de una MLT por inhibición de la vía de 

mTORC1 no se debe a un efecto de dependencia de estado 

 

Muchos autores han sugerido que la retención afectada de la memoria por agentes 

amnésicos se debe a una diferencia del estado interno entre la fase de aprendizaje y la fase 

de retención (testeo). De acuerdo a la hipótesis de dependencia de estado (también llamada 

hipótesis de integración, Gisquet-Verrier, 2015), la evocación se ve afectada cuando alguna 

de las claves que gatillan este proceso no están presentes en el momento del testeo. Basados 

en esta hipótesis, quisimos estudiar si el efecto observado con la rapamicina podía ser 

atribuido a un fenómeno de dependencia de estado, es decir una incongruencia (missmatch) 

entre el estado farmacológico del animal en el que la información fue adquirida y el estado 

en el cual esa información es evocada más que a la consecuencia de una disrupción de los 

mecanismos moleculares necesarios para el proceso de la evocación. Para ello, cuatro grupos 

de ratas recibieron infusiones de vehículo o rapamicina, una administrada inmediatamente 

post-entrenamiento y otra 15 minutos previos al testeo (Veh-Veh, Veh-Rapa, Rapa-Veh y 

Rapa-Rapa). Como puede observarse en la Figura 1.12, la rapamicina afectó la expresión de 

la memoria tanto cuando fue administrada inmediatamente después del entrenamiento 

(grupo Rapa-Veh) como cuando fue administrada 15 minutos antes del testeo (grupo Veh-

Rapa) o cuando fue administrada en ambos tiempos (grupo Rapa-Rapa) (Fig 1.12, p˂0,05, 

ANOVA de un factor seguido de comparaciones de Newman-Keuls, n=7-8). De estos 

resultados se desprende que el efecto evaluado de la rapamicina no se explica por un 

fenómeno de dependencia de estado. 
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Figura 1.12. La infusión intrahipocampal de rapamicina 15 minutos antes del testeo no tiene efectos de dependencia 

de estado. Las ratas fueron infundidas bilateralmente con vehículo o rapamicina en el área CA1 del hipocampo dorsal 

en dos momentos distintos: inmediatamente después del entrenamiento y 15 minutos antes del testeo llevado a cabo 

24 horas posteriores al entrenamiento. Los datos se expresan como la media ± SEM de la latencia del entreamiento o 

el testeo. Letras distintas indican diferencias significativas. p˂0,05, ANOVA de 1 factor, seguido del test post hoc de 

Newman-Keuls, n=7-8. 
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El bloqueo de la vía de mTORC1 no afecta la función locomotora en 

la rata  

 

Los trabajos que estudian la evocación de la memoria se enfrentan al desafío de distinguir 

entre los efectos de una manipulación en la evocación de la memoria de aquellos relacionados 

con el desempeño (performance) de la tarea comportamental. Para descartar cualquier 

efecto deletéreo que pudiera tener la rapamicina sobre el estado locomotor o conducta 

exploratoria de la rata que pudiera estar siendo confundido con un efecto de déficit de 

memoria infundimos vehículo o rapamicina 15 minutos antes del entrenamiento en la tarea 

de exploración de campo abierto. Como puede verse en la Figura 1.13, no encontramos 

diferencias entre los dos grupos en los parámetros de exploración analizados (número de 

exploraciones aéreas y número de cruces). Esto refuerza el efecto específico de la rapamicina 

sobre la memoria del animal y descarta efectos no deseados que pueda tener la droga que 

afecten su desplazamiento durante la sesión de testeo de la tarea de EI. 
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Figura 1.13. El bloqueo de la vía de mTORC1 no afecta la función locomotora ni exploratoria de la rata. Las ratas 

fueron infundidas bilateralmente con vehículo o rapamicina en el área CA1 del hipocampo dorsal 15 minutos antes 

del entrenamiento en la tarea de exploración de campo abierto. Los datos se expresan como la media ± SEM del 

número de exploraciones áreas (A) o del número de cruces (B).  p>0,05, Prueba t de Student. 

 

En resumen, en este capítulo se ha mostrado que la síntesis proteica mediada por la vía de 

mTORC1 es necesaria para la evocación de una MLT y no para MCT en el hipocampo.  La 

expresión de las memorias que ya han sido previamente expresadas también es susceptible 

de ser afectada por la inhibición de la vía de mTORC1, así como también cualquier MLT 

dependiente de hipocampo. El requerimiento de la síntesis proteica mediada por la vía de 

mTORC1 también se observó en otras estructuras involucradas en la evocación de la tarea de 
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EI, como la RSC. Además, hemos extendido los experimentos a memorias no aversivas (de la 

tarea de REO) obteniendo los mismos resultados. Por último, demostramos que existe una 

ventana temporal de acción específica para bloquear la vía de mTORC1 con rapamicina antes 

de la evocación y hemos hallado que este fenómeno no es dependiente de estado y que las 

infusiones con rapamicina no afectan la conducta exploratoria de la rata. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

 

 

REQUERIMIENTO DE LA EXPRESIÓN DE LOS RECEPTORES AMPA 

DURANTE LA EVOCACIÓN DE LA MEMORIA DE LARGO TÉRMINO Y 

SU RELACIÓN CON LA VÍA DE mTORC1 
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La síntesis de novo de las subunidades GluA1 y GluA2 de los 

receptores AMPA es requerida para la evocación de una MLT 

 

Como ha sido abordado en la Introducción, la principal función de la vía de mTORC1 en el 

sistema nervioso es la regulación de la síntesis de proteínas relacionadas con procesos de 

plasticidad sináptica, entre ellas receptores de membrana. En particular, el glutamato es el 

neurotransmisor excitatorio predominante en el cerebro cuya liberación induce respuestas 

postsinápticas en su mayoría mediadas por AMPAR (Buonarati, 2019). Entonces, resulta 

evidente que las neuronas necesitan una regulación fina del número de AMPAR 

especialmente en el contexto de todos los eventos de plasticidad sináptica asociados a estos 

receptores, que a su vez están implicados en funciones cognitivas como memoria y 

aprendizaje (Moretto y Passafaro, 2018). En particular, la regulación del tráfico de AMPAR 

desde y hacia las sinapsis se cree que es un mecanismo clave que subyace la plasticidad 

sináptica glutamatérgica. Los estudios en animales muestran que el tráfico juega un rol 

importante en la plasticidad sináptica impulsada por la experiencia y en la modificación del 

comportamiento.  

La abundancia de los AMPAR en la superficie de las sinapsis excitatorias depende de 

procesos de síntesis de subunidades del receptor y procesos dinámicos de tráfico a través de 

los cuales los AMPAR son constantemente intercambiados entre la densidad postsináptica 

(PSD), la membrana plasmática sináptica (SPM) y los compartimentos intracelulares. Estas 

vías de tráfico involucran difusión lateral en el plano de la membrana plasmática y tráfico 

vesicular entre compartimentos intracelulares y la superficie neuronal. La fuerza sináptica 
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definida por el número y organización de los AMPAR en la PSD resulta de un equilibrio 

dinámico de los AMPAR entre los distintos sub-compartimentos (Humeau y Choquet, 2019).   

La actividad de los AMPAR ha sido ampliamente implicada en procesos de memoria (Riedel 

y col, 1999). En particular, se ha demostrado el requerimiento de la actividad de los AMPAR 

en el hipocampo y en la amígdala para la formación de la memoria de una tarea de EI 

(Izquierdo y col, 1992; Bianchin y col, 1994; Izquierdo y Medina, 1995; Izquierdo y Medina, 

1997; Roesler y col, 1998; Cammarota y col, 2000). Al mismo tiempo, el aprendizaje de la tarea 

de EI induce cambios reversibles en las propiedades de unión de los AMPAR en el hipocampo 

y un incremento en la expresión de la subunidad GluA1 de los AMPAR (Cammarota y col, 1996; 

Cammarota y col, 1998). Además, datos previos del laboratorio indicaban que la traducción 

proteica mediada por la actividad de mTORC1 es necesaria para incrementar los niveles de 

GluA1 en la sinapsis durante la consolidación de la memoria de la tarea de EI (Slipczuk y col, 

2009). Con el objeto de estudiar si la síntesis proteica de novo de la subunidad GluA1 de los 

receptores AMPA era necesaria para la evocación de una memoria de EI, se infundieron 

oligonucleótidos antisentido para la subunidad GluA1 de los receptores AMPA (GluA1 ASO) 

en el hipocampo dorsal 3 horas previo al testeo realizado 48 horas después del entrenamiento 

en la tarea de EI. Como puede verse en la Figura 2.1, el grupo infundido con ASO GluA1 mostró 

un déficit en la evocación de la memoria, comparado con el grupo control infundido con 

oligonucleótidos sin sentido (GluA1 MSO) (Fig 2.1, GluA1 MSO vs. GluA1 ASO, p=0,0158, 

Prueba t de Student, n=7). Este resultado indica la necesidad de la síntesis de GluA1 cercana 

al momento de la evocación. 
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Figura 2.1. La síntesis de novo de la subunidad GluA1 del receptor AMPA es requerida para la evocación de una MLT. 

La infusión intrahipocampal de GluA1 ASO, pero no de GluA1 MSO 3 horas antes de la sesión de testeo llevada a cabo 

48 horas posteriores al entrenamiento en la tarea de EI impide la normal expresión de la memoria. Los datos se 

expresan como la media ± SEM de la latencia del entrenamiento o el testeo. GluA1 MSO vs. GluA1 ASO, p=0,0158, 

Prueba t de Student, n=7. Asteriscos indican diferencias significativas entre grupos. *p<0,05. 

 

Como se ha señalado en la Introducción, la mayoría de los AMPAR en el hipocampo son 

heterómeros formados por subunidades GluA1 y GluA2. A pesar de que el rol de la subunidad 

GluA1 en procesos de memoria y aprendizaje ha sido más extensamente reportado, varios 

trabajos en el último tiempo han señalado la importancia de GluA2 para el mantenimiento de 

memorias establecidas en distintas regiones cerebrales (Migues y col, 2016). Teniendo en 

cuenta estos antecedentes y la conformación de los AMPAR, nos propusimos estudiar el 

requerimiento de la síntesis de novo de la subunidad GluA2 de los receptores AMPA durante 
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la evocación. Para ello, infundimos oligonucleótidos antisentido para la subunidad GluA2 de 

los receptores AMPA (GluA2 ASO) en el hipocampo 3 horas previo al testeo en la tarea de EI, 

realizado 48 horas después del entrenamiento. Como puede verse en la Figura 2.2, el grupo 

infundido con GluA2 ASO también mostró un déficit en la evocación de la memoria como en 

el caso de GluA1 ASO, evidenciado como una menor latencia a descender de la plataforma 

comparado con el grupo GluA2 MSO (Fig 2.2, GluA2 MSO vs. GluA2 ASO, p=0,0071, Prueba t 

de Student, n=9). 

 

Figura 2.2. La síntesis de novo de la subunidad GluA2 del receptor AMPA es requerida para la evocación de una MLT. 

La infusión intrahipocampal de GluA2 ASO, pero no de GluA2 MSO 3 horas antes de la sesión de testeo llevada a cabo 

48 horas posteriores al entrenamiento en la tarea de EI impide la normal expresión de la memoria.  Los datos se 

expresan como la media ± SEM de la latencia del entrenamiento o el testeo. GluA2 MSO vs. GluA2 ASO, p=0,0071, 

Prueba t de Student, n=9. Asteriscos indican diferencias significativas entre grupos. **p<0,01. 
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Estos dos primeros resultados del capítulo dan cuenta de la necesidad de la síntesis de 

ambas subunidades del receptor cercano al momento de la evocación para una normal 

expresión de la MLT. 

La amnesia inducida por bloqueo de la síntesis de novo de GluA2, 

pero no de GluA1, es revertida por la inhibición de endocitosis de 

AMPAR 

 

Teniendo en cuenta estos resultados y los procesos implicados en el ciclo de los AMPAR en 

las neuronas, nos preguntamos, en primer lugar, si era posible revertir el efecto observado 

con la inhibición de la síntesis proteica de novo de la subunidad GluA2. Esta inhibición de la 

síntesis estaría provocando que un número menor de receptores estén presentes en la 

membrana postsináptica al momento de la evocación. Una posible manera de compensar esta 

situación sería impedir que los receptores ya expresados en membrana se endociten. Para 

ello, llevamos a cabo un experimento de doble infusión en el cual infundimos en primer lugar 

los GluA2 MSO o los GluA2 ASO 3 horas antes del testeo (realizado 48 horas posteriores al 

entrenamiento de la tarea de EI) seguido por una infusión de vehículo o GluR23ɣ, un péptido 

que bloquea selectivamente la endocitosis de receptores AMPA que contienen GluA2, o 

vehículo 1 hora antes del testeo. De esta manera, quedaron conformados cuatro grupos 

experimentales: GluA2 MSO/Veh, GluA2 MSO/GluR23ɣ, GluA2 ASO/Veh y GluA2 

ASO/GluR23ɣ. Como puede verse en la Figura 2.3, el grupo GluA2 MSO/Veh presentó una 

expresión normal de la memoria. El grupo GluA2 MSO/GluR23ɣ también mostró una 

expresión normal, evidenciando que el péptido GluR23ɣ no posee per se un efecto sobre la 

evocación de la memoria. El grupo GluA2 ASO/Veh mostró un déficit en la evocación de la 
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memoria (Fig 2.3, GluA2 MSO/Veh vs. GluA2 ASO/Veh, p<0,05, ANOVA de 1 factor seguido de 

comparaciones múltiples de Newman-Keuls, n=5-7) de acuerdo a lo esperado y coincidente 

con los resultados anteriores (Fig. 2.2). La infusión del péptido GluR23ɣ logró revertir el efecto 

amnésico de la infusión del GluA2 ASO (Fig 2.3, GluA2 ASO/GluR23ɣ vs. GluA2 ASO/Veh, 

p<0.001, ANOVA de 1 factor seguido de comparaciones múltiples de Newman-Keuls, n=5-7). 

Este resultado indica que el efecto amnésico del GluA2 ASO estaría mediado efectivamente 

por un cambio en los niveles de GluA2 en la membrana. 

Figura 2.3. El bloqueo de la endocitosis de receptores AMPA revierte el efecto de la inhibición de la síntesis de novo 

de la subunidad GluA2 del receptor AMPA en la evocación de una MLT. Las ratas fueron infundidas en el hipocampo 

dorsal 3 horas previas al testeo realizado 48 horas posteriores al entrenamiento en la tarea de EI con GluA2 MSO o 

GluA2 ASO y luego 1 hora previa al testeo se les administró Veh o GluR23ɣ. Los datos se expresan como la media ± 

SEM de la latencia del entrenamiento o el testeo. Letras distintas indican diferencias significativas.  p<0,05 GluA2 

ASO/Veh vs. GluA2 MSO/Veh, p<0.01 GluA2 ASO/Veh vs. GluA2 MSO/GluR23ɣ y  p<0.001 GluA2 ASO/Veh vs. GluA2 

ASO/GluR23ɣ. ANOVA de 1 factor seguido de comparaciones múltiples de Newman-Keuls, n=5-7. 
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Luego, quisimos evaluar si el bloqueo de la endocitosis de los AMPAR podía también 

revertir el efecto de inhibición de la síntesis de la subunidad GluA1. Para ello, realizamos un 

experimento de doble infusión en el cual infundimos en primer lugar los GluA1 MSO o los 

GluA1 ASO 3 horas antes del testeo (realizado 48 horas posteriores al entrenamiento de la 

tarea de EI) seguido por una infusión de vehículo o GluR23ɣ 1 hora antes del testeo. De esta 

manera, quedaron conformados cuatro grupos experimentales: GluA1 MSO/Veh, GluA1 

MSO/GluR23ɣ, GluA1 ASO/Veh y GluA1 ASO/GluR23ɣ. Nuevamente, el grupo control (GluA1 

MSO/Veh) presentó una normal expresión de la memoria a 48 horas. En este caso, el péptido 

GluR23ɣ tampoco mostró efecto per se en la evocación de la memoria. Como se observó 

también en el experimento de la Figura 2.1, la infusión de ASO GluA1 (seguida por Veh) 

bloqueó la expresión de la memoria. Sorprendentemente, en este caso la infusión del péptido 

GluR23ɣ no revirtió el efecto amnésico causado por el ASO GluA1, indicando que el bloqueo 

de la endocitosis no es suficiente para compensar la falta de síntesis de novo de las 

subunidades GluA1 (Fig 2.4, GluA1 ASO/GluR23ɣ vs. GluA1 ASO/Veh, p>0,05, ANOVA de 1 

factor seguido de comparaciones múltiples de Newman-Keuls, n=6-9). Por lo tanto, la 

subunidad GluA1 pareciera tener un rol diferente a la de la subunidad GluA2 durante la 

expresión de la memoria. 
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Figura 2.4. El bloqueo de la endocitosis de receptores AMPA no revierte el efecto de la inhibición de la síntesis de 

novo de la subunidad GluA1 del receptor AMPA en la evocación de una MLT. Las ratas fueron infundidas en el 

hipocampo dorsal 3 horas previas al testeo realizado 48 horas posteriores al entrenamiento en la tarea de EI con GluA1 

MSO o GluA1 ASO y luego 1 hora previa al testeo se les administró Veh o GluR23ɣ. Los datos se expresan como la 

media ± SEM de la latencia del entrenamiento o el testeo. Letras distintas indican diferencias significativas. p<0,05 

GluA1 MSO/Veh vs. GluA1 ASO/ Veh, p<0.01 GluA1 MSO/Veh vs. GluA1 ASO/GluR23ɣ y p<0,001 GluA1 ASO/Veh vs. 

GluA1 MSO/GluR23ɣ y GluA1 MSO/GluR23ɣ vs. GluA1 ASO/GluR23ɣ. ANOVA de 1 factor seguido de comparaciones 

múltiples de Newman-Keuls, n=6-9. 
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La inhibición de la endocitosis de AMPAR previene el efecto 

amnésico de la rapamicina en la evocación de una MLT 

 

Dado que el péptido GluR23ɣ logró revertir el efecto amnésico provocado por la inhibición 

de la síntesis de novo de la subunidad GluA2 y considerando el rol de la vía de mTORC1 en la 

síntesis proteica, nos preguntamos si el péptido GluR23ɣ podría también impedir el efecto 

amnésico provocado por la rapamicina en la evocación de una MLT. Realizamos un 

experimento de doble infusión en el cual infundimos primero vehículo o el péptido GluR23ɣ 

1 hora antes del testeo (llevado a cabo a las 48 horas) seguido de una infusión de vehículo o 

rapamicina 30 minutos pre-testeo en la tarea de EI. Como se observa en la Figura 2.5, los 

animales infundidos con Veh/Veh mostraron una normal expresión de la memoria al igual que 

los animales infundidos con GluR23ɣ/Veh. Los animales infundidos con Veh/Rapa mostraron 

un déficit en la retención de la memoria. La infusión de GluR23ɣ previno el efecto amnésico 

de la rapamicina (Fig 2.5, GluR23ɣ/Veh vs. Rapa/Veh, p<0,05, ANOVA de 1 factor seguido de 

comparaciones múltiples de Newman-Keuls, n=7-9). Este resultado marca un paralelismo 

entre del efecto de la inhibición de la síntesis de novo de la subunidad GluA2 de los AMPAR y 

el efecto de la inhibición de la vía de mTORC1 en la evocación de una MLT. 
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Figura 2.5. El bloqueo de la endocitosis de receptores AMPA previene el efecto amnésico de la rapamicina en la 

evocación de una MLT. Las ratas fueron infundidas primero con vehículo o GluR23ɣ 1 hora antes del testeo realizado 

48 horas posteriores al entrenamiento en la tarea de EI. Luego, 30 minutos antes del testeo se las infundió con vehículo 

o rapamicina.  Los datos se expresan como la media ± SEM de la latencia del entrenamiento o el testeo. Letras distintas 

indican diferencias significativas. Veh/Rapa vs. Veh/Veh, Veh/Rapa vs. GluR23ɣ/Veh y Veh/Rapa vs.  GluR23ɣ/Rapa, 

p<0,05, ANOVA de 1 factor seguido por comparaciones múltiples de Newman-Keuls, n=7-9. 
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Cambios en la expresión de GluA1 y GluA2 asociados a la inhibición 

de la vía de mTORC1 durante la evocación de una MLT 

 

Con el objetivo de explorar la potencial relación entre la vía de mTORC1 y la síntesis de las 

subunidades de los AMPAR, realizamos un experimento combinando abordajes 

farmacológicos y bioquímicos, para medir los niveles de las distintas subunidades luego de la 

inhibición de la vía de mTORC1 cercana al momento de la evocación de una MLT. Se entrenó 

a los animales en la tarea de EI y luego se infundió vehículo o rapamicina 30 minutos antes de 

un testeo realizado a 48 horas (Fig 2.6). Inmediatamente terminado el testeo, se procedió a 

eutanasiar a los animales y se extrajo el hipocampo dorsal. Luego, se procedió a hacer un 

análisis bioquímico de los niveles de GluA1 y GluA2 en las distintas fracciones subcelulares de 

interés: densidad postsináptica (PSD), membrana plasmática sináptica (SPM) y homogenato 

total. Los resultados en cada caso serán descritos en las siguientes subsecciones.  
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Figura 2.6. Experimento conductual bloqueando la vía de mTORC1 antes de la evocación de una MLT realizado para 

extraer muestras para análisis bioquímicos de los niveles de los receptores AMPAR. Las ratas fueron infundidas con 

vehículo o rapamicina 30 minutos antes del testeo realizado 48 horas posteriores al entrenamiento en la tarea de EI. 

Luego, inmediatamente después de testearlas se procedió a realizar eutanasia para realizar mediciones bioquímicas 

de los niveles de expresión de las distintas subunidades del AMPAR. Los datos se expresan como la media ± SEM de la 

latencia del entrenamiento o el testeo. *, p<0,05, Prueba t de Student, n=6-8. 

 

Disminución en los niveles de GluA1 en la PSD asociada a la inhibición de 

mTORC1 durante la evocación de una MLT 

 

En primer lugar, quisimos determinar si la inhibición de la señalización de mTORC1 en el 

hipocampo tenía algún efecto sobre los niveles de la subunidad GluA1 de los AMPAR en la 

PSD. Como puede apreciarse en la Figura 2.7, se registró una caída en los niveles de GluA1 en 
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la PSD en animales que habían sido infundidos con rapamicina en comparación con el grupo 

vehículo (Fig.2.7, p<0,05, Veh vs Rapa, ANOVA de 2 factores, n=6-8).  
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Figura 2.7. Niveles de GluA1 en la fracción de PSD. Niveles proteicos de GluA1 totales relativos al Veh y a los niveles 

de actina. Abajo se muestran bandas representativas de los western blots correspondientes a Veh (izquierda) y a Rapa 

(derecha) tanto para GluA1 total como para Actina.Los datos se expresan como la media ± SEM de los niveles de GluA1. 

*, p<0,05, Veh vs. Rapa, ANOVA de 2 factores, n=6-8. 
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Incremento en los niveles de GluA2 en la PSD asociado a la inhibición de 

mTORC1 durante la evocación de una MLT 

 

Luego, quisimos estudiar si la inhibición de la vía de mTORC1 inducía alteraciones en los 

niveles de la subunidad GluA2 de los AMPAR en la fracción de PSD. La infusión de rapamicina 

30 minutos antes del testeo en la tarea de EI provocó un incremento en los niveles de de la 

subunidad GluA2 de los AMPAR en la PSD en comparación con los animales infundidos con 

vehículo (Fig 2.8, p<0.05, Veh vs. Rapa, ANOVA de 2 factores, n=10). Este resultado podría 

deberse a un efecto compensatorio en respuesta a la caída de los niveles de GluA1 observados 

en la Figura 2.7. 
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Figura 2.8. Niveles de GluA2 totales en la fracción de PSD. Niveles proteicos (densidad óptica) de GluA2 totales 

relativos al Veh y a los niveles de Actina. Abajo se muestran bandas representativas de los western blots 

correspondientes a Veh (izquierda) y a Rapa (derecha) tanto para GluA2 total como para Actina. Los datos se 

expresan como la media ± SEM de los niveles de GluA2. *, p<0.05, Veh vs. Rapa, ANOVA de 2 factores, n=10.  

 

Disminución en los niveles de GluA1 en la SPM asociada a la inhibición de 

mTORC1 durante la evocación de una MLT 

 

Posteriormente, quisimos evaluar si los niveles de la subunidad GluA1 de los AMPAR 

sufrían modificaciones luego de la inhibición de la vía de mTORC1 durante la evocación en la 

fracción de SPM. Como se ve en la Figura 2.9, los animales infundidos con rapamicina 

presentaron niveles de GluA1 significativamente menores que los infundidos con vehículo en 
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la SPM (Fig.2.9, p<0,05, Veh vs Rapa, ANOVA de 2 factores, n=8). Este resultado es consistente 

con la caída en los niveles de GluA1 en la fracción de la PSD (Fig.2.7).  
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Figura 2.9. Niveles de GluA1 totales en la fracción de SPM. Niveles proteicos de GluA1 totales relativos al Veh y a los 

niveles de Actina. Abajo se muestran bandas representativas de los western blots correspondientes a Veh (izquierda) 

y a Rapa (derecha) tanto para GluA1 total como para Actina.  Los datos se expresan como la media ± SEM de los niveles 

de GluA1. Veh vs. Rapa *, p<0.05, Veh vs. Rapa, ANOVA de 2 factores, n=8. 
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Los niveles de GluA2 en la SPM no se vieron alterados con la inhibición 

de mTORC1 durante la evocación de una MLT 

 

Al analizar si los niveles de la subunidad GluA2 de los AMPAR se alteraban luego de la 

inhibición de la vía de mTORC1 durante la evocación en la fracción de SPM, no encontramos 

diferencias significativas en los niveles proteicos de GluA2 entre el grupo vehículo y 

rapamicina (Fig 2.10, p>0.05, Veh vs. Rapa, ANOVA de 2 factores, n=8). Teniendo en cuenta 

los hallazgos reportados con GluA1, este resultado puede estar asociado a un cambio en los 

niveles de la subunidad GluA1 mucho más marcado que en la subunidad GluA2, donde el 

cambio registrado en la PSD no se observa en la fracción de la SPM. 
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Figura 2.10. Niveles de GluA2 totales en la fracción de SPM. Niveles proteicos de GluA2 totales relativos al Veh y a 

los niveles de Actina. Abajo se muestran bandas representativas de los western blots correspondientes a Veh 

(izquierda) y a Rapa (derecha) tanto para GluA2 total como para Actina. Los datos se expresan como la media ± SEM 

de los niveles de GluA2. Veh vs. Rapa *, p>0.05, Veh vs. Rapa, ANOVA de 2 factores, n=8. 
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Los niveles de GluA1 y GluA2 en el homogenato total permanecieron 

inalterados con la inhibición de mTORC1 durante la evocación de una 

MLT 

 

Por último, procedimos a evaluar los niveles de ambas subunidades (GluA1 y GluA2) de los 

AMPAR en la fracción de homogenato total luego de la inhibición de la vía de mTORC1 durante 

la evocación. Como puede verse tanto en la Figura 2.11 como en la Figura 2.12 los niveles de 

las subunidades no difirieron entre los grupos infundidos con vehículo o rapamicina (p>0.05, 

Veh vs. Rapa, ANOVA de 2 factores, n=9 para GluA1 y n=10-11 para GluA2). 
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Figura 2.11. Niveles de GluA1 totales en la fracción de Ho total. Niveles proteicos de GluA1 totales relativos al 

Veh y a los niveles de actina.  Abajo se muestran bandas representativas de los western blots correspondientes 

a Veh (izquierda) y a Rapa (derecha) tanto para GluA1 total como para Actina. Los datos se expresan como la 

media ± SEM de los niveles de GluA2.p>0.05, Veh vs. Rapa, ANOVA de 2 factores, n=9. 
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Figura 2.12. Niveles de GluA2 totales en la fracción de Ho total. Niveles proteicos de GluA2 totales relativos al 

Veh y a los niveles de Actina. Abajo se muestran bandas representativas de los western blots correspondientes 

a Veh (izquierda) y a Rapa (derecha) tanto para GluA2 total como para Actina. Los datos se expresan como la 

media ± SEM de los niveles de GluA2. p>0.05, Veh vs. Rapa, ANOVA de 2 factores, n=10-11. 

 

En resumen, en este capítulo demostramos en primer lugar, el requerimiento de la síntesis 

de novo tanto de la subunidad GluA1 como de la subunidad GluA2 al momento de la evocación 

de una MLT en una tarea de EI. La amnesia generada por la falta de síntesis de novo de la 

subunidad GluA2 pudo ser revertida con la infusión del péptido GluR23ɣ, que bloquea la 

endocitosis de los AMPAR que contienen GluA2. En contraposición, la amnesia generada por 
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la falta de síntesis de novo de la subunidad GluA1 no pudo ser revertida con la infusión del 

péptido GluR23ɣ, indicando distintos roles de las subunidades GluA1 y GluA2 en la evocación 

de la memoria y sugiriendo que la subunidad GluA1 podría ser la limitante en el ensamblado 

de los AMPAR GluA1/GluA2. Cabe destacar que en ambos experimentos hemos podido 

corroborar que el péptido GluR23ɣ no tiene efecto per se en la evocación de una MLT. De 

manera similar a lo que ocurría con la reversión de la amnesia generada por la falta de síntesis 

de novo de la subunidad GluA2, la amnesia generada por la inhbición de la vía de mTORC1 

pudo ser prevenida por la infusión del péptido GluR23ɣ. Finalmente, evaluamos los niveles 

proteicos de cada subunidad luego de la inhibición de la vía de mTORC1 durante la evocación 

de la MLT. En la fracción de PSD, en animales infundidos con rapamicina registramos una caída 

en los niveles de GluA1 y un incremento en los niveles de GluA2. En la fracción de SPM, la 

caída de GluA1 se mantuvo en los animales infundidos con rapamicina, evidenciando que el 

cambio en esta subunidad podría ser más rotundo o estar afectando a la sinapsis de manera 

más contundente. En cambio, en la fracción de la SPM, los niveles de la subunidad GluA2 no 

se vieron alterados. En la fracción de homogenato total, no observamos diferencias en los 

niveles de ninguna de las subunidades entre los grupos vehículo y rapamicina. 
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DISCUSIÓN 

 

La actividad de mTORC1 es necesaria para la evocación de una MLT 

 

La capacidad de recordar eventos pasados es de gran importancia para nuestra 

singularidad como individuos. En este sentido, la evocación es crítica para estudiar la 

memoria: sin evocación no es posible afirmar que tengamos una memoria determinada. 

En esta tesis nos propusimos comprender el rol de la vía de mTORC1 en la evocación de la 

memoria, así como también explorar la relación de la vía de mTORC1 con los eventos 

moleculares críticos asociados a cambios en los AMPAR subyacentes al proceso de evocación. 

En la primera parte de este trabajo estudiamos los efectos de la administración de rapamicina 

en tiempos cercanos al testeo con un abordaje fármaco-conductual. Encontramos que la 

actividad de mTORC1, a través de su acción sobre la síntesis proteica, es necesaria al 

momento de la evocación y que el efecto amnésico de la rapamicina es transitorio. 

Posteriormente, ahondamos en la caracterización de la amnesia generada por la inhibición de 

la vía de mTORC1, delimitando la ventana temporal de acción de la rapamicina y 

determinando qué tipos de memorias son susceptibles a su efecto. En el segundo capítulo, 

describimos el rol de distintas subunidades de los AMPAR en la evocación, así como su posible 

regulación por mTORC1. Así, reportamos el papel crucial de la síntesis de novo de las 

subunidades GluA1 y GluA2 de los AMPAR al momento de la evocación, postulando su rol 

como posibles mediadores de cambios plásticos que subyacen la evocación de una MLT. 

Complementamos el estudio con técnicas de Western Blot para evaluar los niveles de estas 

subunidades durante el tratamiento amnésico con rapamicina cerca del momento de la 
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evocación y encontramos cambios en los niveles de las subunidades en las fracciones de la 

PSD y la SPM. 

Uno de los principales hallazgos de la presente tesis es que dos inhibidores de la síntesis 

proteica mecanística y estructuralmente distintos infundidos en el hipocampo dorsal antes 

del testeo impidieron la evocación de la memoria de la tarea de EI. Las amnesias generadas 

tanto por un inhibidor de la síntesis proteica general, emetina como por un inhibidor selectivo 

de mTORC1, rapamicina, fueron similares.  Estos resultados son novedosos porque como 

mencionamos en la Introducción, existen en la bibliografía muy pocos trabajos sobre el papel 

de mTORC1 y más específicamente de la síntesis proteica durante la evocación de la memoria. 

El efecto de la rapamicina sobre la evocación de la MLT no puede explicarse por alteraciones 

en la actividad locomotora o exploratoria, ya que la rapamicina no tuvo un efecto perceptible 

sobre la locomoción y la exploración en un campo abierto.   Nuestros resultados son 

consistentes con los reportados por el grupo de Nader (2015) en amígdala en otra tarea 

también aversiva (condicionamiento auditivo de miedo) con la infusión de rapamicina 

realizada también un tiempo muy corto antes de la evocación (López y col, 2015). En 

contraposición, otros autores infundieron rapamicina 15 minutos antes de un testeo realizado 

a las 24 horas en la tarea de evitación inhibitoria tanto en la amígdala como en el hipocampo 

y no encontraron diferencias entre los grupos rapamicina y vehículo (Jobim y col, 2012).  Estas 

diferencias con nuestros resultados pueden ser debidas a la concentración de rapamicina 

utilizada (en este caso, ellos utilizan una dosis 5 veces mayor a la nuestra), al peso distinto de 

las ratas (ellos utilizan la misma cepa que nosotros pero con un peso mayor, que oscila los 

400g, un hecho que tiene sentido con la mayor concentración de la droga administrada), 

distintas condiciones experimentales informadas (aquí la duración del shock es de 2 segundos 
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mientras que en nuestros experimentos es de 3 segundos) u otros detalles que no se informan 

y que puedan alterar a los animales o estresarlos. Por último, otros autores infundieron 

vehículo o rapamicina 30 minutos antes de un testeo realizado 48 horas posteriores al 

entrenamiento en la tarea de condicionamiento auditivo de miedo y no observaron 

diferencias entre los grupos (MacCallum y col, 2014). Sin embargo, aquí las diferencias 

encontradas con nuestros datos pueden deberse a que la infusión de rapamicina era sistémica 

y los animales utilizados eran ratones.  

Dado que nos interesaba caracterizar el rol de la síntesis proteica local y transitoria en el 

procesamiento de la evocación de la memoria, elegimos usar el inhibidor específico de la vía 

de mTORC1, la rapamicina, que además presenta menos efectos inespecíficos que la emetina. 

Otro hallazgo importante radica en el hecho de que un retesteo llevado a cabo 5 horas 

posteriores al primer test mostró una recuperación en la evocación de la memoria de largo 

término en animales que habían sido infundidos con rapamicina 15 minutos antes del primer 

testeo. Este resultado es original ya que existen pocos reportes en la literatura sobre el efecto 

de corto plazo de la rapamicina sobre la memoria en general y menos aún en la evocación. 

Otros autores que trabajaron con la tarea de condicionamiento auditivo de miedo en 

amígdala en ratas también realizaron un retesteo, pero 3 horas posteriores al primero y 

obtuvieron resultados similares (López y col, 2015). En cambio, cuando realizamos un retesteo 

con animales que habían sido infundidos con emetina no vimos una reversión del efecto sobre 

la evocación de la memoria.  Esto puede deberse en parte al efecto irreversible de la emetina 

reportado por algunos autores (Alberini, 2008). Si bien nosotros vemos que la media de la 

latencia en el retesteo es mayor que la media en el testeo, aunque esta diferencia no sea 

significativa, creemos que esa diferencia aparente no tiene relevancia biológica en nuestros 
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datos dado que, al comparar punto a punto, animal por animal, solo 2 animales de 6 pudieron 

volver a evocar de la memoria. 

Confirmamos que incluso memorias que ya habían sido expresadas eran susceptibles al 

efecto del bloqueo de la vía de mTORC1. Esto nos permitió validar que la rapamicina estaba 

actuando sobre una memoria con normal expresión plausible de ser afectada y que los 

resultados observados se deben a que la evocación está siendo bloqueada. 

Luego estudiamos el curso temporal de acción de la rapamicina corriendo el tiempo de 

infusión a puntos más lejanos. Hallamos que existe una ventana temporal de acción acotada 

para el efecto de la rapamicina que llega hasta por lo menos los 40 minutos previos al testeo, 

pero no a las 3 horas antes del testeo donde no observamos ningún efecto conductual sobre 

la evocación de la memoria. Este resultado sugiere que la maquinaria de la vía de mTORC1 es 

necesaria en tiempos cercanos a la evocación para garantizar la síntesis proteica local que de 

lugar a un pool necesario y suficiente de proteínas relacionadas con plasticidad para que la 

evocación tenga lugar. Infundiendo 3 horas antes del testeo, la rapamicina no se encontraría 

más en el sistema al momento de la evocación o aún con la rapamicina remanente en sistema 

el número de ribosomas afectados sería bajo y permitiría niveles de síntesis proteica 

apropiados para que la evocación tenga lugar. 

Encontramos que el efecto amnésico de rapamicina es selectivo para memorias de largo 

término tanto para la tarea de EI como para la de REO dado que la evocación de MCT no se 

vio afectada por las infusiones de rapamicina en el hipocampo dorsal, lo que sugiere que la 

actividad de mTORC1 no es necesaria para la expresión de la memoria cuando se testea en 

tiempos cortos después del entrenamiento. Este resultado es consistente con los trabajos que 

indican que la MCT no depende de la nueva síntesis de proteínas (Quevedo y col, 2004). Es 
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interesante observar que varios experimentos de comportamiento en roedores indican la 

participación de la vía de mTORC1 en la formación, consolidación y reconsolidación de MLT, 

pero no en MCT, confirmando los distintos requerimientos de los dos tipos de memorias en 

cuanto a síntesis de proteínas (Quevedo y col, 2004).  

Al evaluar MLT a tiempos más lejanos del aprendizaje hallamos que infundiendo 

rapamicina antes de un testeo realizado a 7 o 14 días, la retención de estas memorias se veía 

afectada. Sorprendentemente, en cada punto de tiempo testeado, el efecto de la infusión de 

rapamicina en la evocación de la memoria fue transitorio ya que un nuevo testeo llevado a 

cabo 5 horas luego del primero mostró una recuperación completa en la retención de la 

memoria. Este hallazgo respalda la idea de que la infusión de rapamicina en el hipocampo 

dorsal no produjo un daño funcional o anatómico y es coherente con el hecho de que la 

administración de rapamicina 3 horas antes del testeo no tuvo ningún efecto en la expresión 

de la memoria, lo que sugiere además que la rapamicina tiene una acción limitada después 

de su infusión in vivo. 

Contrariamente al efecto amnésico de la rapamicina administrada 15 minutos antes del 

testeo a las 24 horas, 2, 7 o 14 días, la actividad de mTORC1 en el hipocampo no fue requerida 

para la evocación de la memoria de EI cuando los animales se testearon 28 días después del 

entrenamiento, probablemente porque la traza de la memoria no se encuentra en el 

hipocampo dorsal 4 semanas después del entrenamiento de EI. Curiosamente, este punto 

temporal coincide con el período de tiempo en el que el hipocampo se vuelve totalmente 

insensible al efecto amnésico de las infusiones previas de CNQX o muscimol (Bianchin y col, 

1993; González y col, 2015). Nuestros hallazgos actuales usando rapamicina también son 

consistentes con los experimentos que muestran que la interrupción de la función del 
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hipocampo afectó principalmente la MLT reciente sin afectar la MLT remota (Frankland y 

Bontempi, 2005; Squire y Bayley, 2007; Sutherland y col, 2001) aunque un grupo reportó la 

disrupción reversible de la evocación de la memoria remota por una breve inhibición 

optogenética del área CA1 hipocampal (Goshen y col, 2011). 

Además, hemos demostrado que el efecto de rapamicina puede extenderse a una tarea 

con valencia distinta a la de la tarea de EI y no aversiva, como es el caso de la memoria de 

REO, ya que la infusión intrahipocampal de rapamicina antes de la sesión de testeo impidió la 

evocación de una MLT. Estos resultados están en línea con los reportados por otros autores 

con administración i.p de rapamicina 30 minutos antes de un testeo en una tarea de un 

laberinto múltiple en forma de T (multiple T-maze), donde observaron que la evocación se 

veía afectada pero la consolidación estaba intacta (Deli y col, 2012). Sin embargo, 

encontramos en la literatura autores que no reportan diferencias en la evocación de la MLT 

infundiendo rapamicina 15 minutos antes del testeo a 24 horas tanto en la amígdala como en 

el hipocampo en la tarea de reconocimiento novedoso de objetos (NOR) (Jobim y col, 2012). 

Es notable que los mismos autores sí reportan el requerimiento de la vía de mTORC1 en el 

hipocampo y en la amígdala para la consolidación de esa tarea de NOR, pero no así para la 

evocación. Las diferencias entre estos resultados y los nuestros pueden deberse obviamente 

a que la tarea es distinta y puede suceder que el mayor componente espacial de la tarea de 

REO implique más al hipocampo durante la evocación que en la tarea de NOR. De todos 

modos, también cabe la posibilidad que existan diferencias en las condiciones experimentales 

de los laboratorios que estén relacionadas con los distintos resultados no solamente 

obtenidos en la tarea de NOR si no también en la de EI, como ya ha sido previamente 

reportado y discutido.  Es interesante notar que nuestros resultados en la tarea de REO, tanto 
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en la evaluación de MLT como MCT son coincidentes con los resultados obtenidos en la tarea 

de EI. Considerando nuestros hallazgos actuales, el efecto del bloqueo de mTORC1 en la 

expresión de la memoria parece ser independiente de la valencia de la memoria y, por lo 

tanto, el rol de la vía mTORC1 en esta fase de memoria puede generalizarse a varias formas 

de tareas de aprendizaje asociativo. 

Algunos autores han explicado ciertos tipos de amnesias retrógradas teniendo en cuenta 

el estado interno fisiológico del animal que prevalece inmediatamente antes, durante y 

después del entrenamiento como una posible clave interna para el animal importante a la 

hora de la evocación (Millin y col, 2001; Riccio y col, 2003). El agente amnésico podría crear 

un ambiente que no esté presente al momento del testeo y eso podría ser la causa de que el 

animal no logre evocar correctamente. Considerando esta teoría llevamos a cabo un 

experimento para evaluar si los efectos que nosotros observamos con la administración de la 

rapamicina se podían explicar por cambios en el estado interno del animal, pero no 

observamos que fuera el caso de nuestros datos. 

En conclusión, nuestros hallazgos actuales extienden los de López y col (2015), quienes 

demostraron que la anisomicina y la rapamicina administradas en la amígdala antes del testeo 

impidieron la expresión de una memoria de condicionamiento auditivo del miedo. Es 

importante aclarar que demostramos que ninguno de los efectos que observamos en 

nuestros datos puede deberse a un cambio interno en el animal debido a la administración 

de fármacos ni a problemas motores o de exploración. Además, teniendo en cuenta que la 

inhibición de mTORC1 en la corteza retrosplenial antes del testeo afectó la evocación de 

memoria y que la rapamicina también afectó la evocación de una memoria de reconocimiento 
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espacial de objetos, sugerimos que el requerimiento de la vía de mTORC1 en la evocación de 

la memoria es una característica más general de la expresión de memoria en mamíferos. 

¿Cuáles son los reguladores río arriba de la actividad de mTORC1? Los activadores 

extracelulares de la vía mTORC1 con relevancia para la evocación de la memoria incluyen al 

factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) y al glutamato (Takei y col, 2004; Lenz y 

Avruch, 2005; Slipczuk y col, 2009). mTORC1 en las dendritas se activa mediante la acción del 

glutamato en los receptores NMDA para controlar el proceso de LTP (Gong y col, 2006) y la 

activación de los receptores metabotrópicos de glutamato da como resultado la activación de 

las vías ERK y AKT-mTOR que controlan la síntesis de proteínas y los procesos de LTD (Hou y 

Klann, 2004; Banko y col, 2005). Los activadores intracelulares de mTORC1 como ERK 1/2 y 

AKT también tienen importantes efectos moduladores en la expresión de la memoria de EI 

(Szapiro y col, 2002). 

Una visión predominante nos dice que la evocación de la memoria implica la 

reconstrucción de patrones de actividad cerebral producidos durante el aprendizaje inicial 

(Tulving, 1985; Dudai, 2002). En otras palabras, la reactivación de ensambles distribuidos de 

neuronas en diferentes regiones del cerebro que estaban activos durante el aprendizaje inicial 

es necesaria para la expresión posterior de la memoria. Si este es el caso, ¿cómo se generan 

y controlan los patrones de actividad en el hipocampo durante la recuperación? Hace muchos 

años, se sugirió que todos o parte de los mecanismos que ocurrían durante la codificación 

debían restablecerse en el momento de la recuperación para evocar con éxito la memoria 

(Spear, 1973). Los datos farmacológicos y moleculares de la literatura muestran que los 

cambios bioquímicos subyacentes a la consolidación de EI son en parte similares a los de la 

evocación. De hecho, algunos tipos de receptores de glutamato y la actividad de PKA, PKC y 
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MAPK son necesarios tanto para la consolidación como para la evocación, y la modulación 

por receptores de dopamina D1, receptores β-adrenérgicos, receptores 5HT1A y receptores 

muscarínicos colinérgicos es similar en ambos casos (Szapiro y col, 2000; Szapiro y col, 2001; 

Barros y col, 2000; Izquierdo y McGaugh, 2000). Sin embargo, la naturaleza y el requerimiento 

temporal de cada vía de señalización en la consolidación no son iguales a aquellos de la 

evocación en todos los casos. Otros mecanismos clave para la codificación o consolidación de 

las MLT de EI, como aquellos que involucran los receptores NMDA y CaMKII no son en líneas 

generales necesarios para la evocación (Szapiro y col, 2002).  

Además de los cambios en la modulación de la traducción, la inhibición breve de mTORC1 

por rapamicina afecta procesos biológicos como la homeostasis iónica, la regulación del 

potencial de membrana, la regulación de la secreción y el tráfico de vesículas sinápticas (Niere 

y col, 2016). Estos hallazgos sugieren que la inhibición aguda de mTORC1 podría afectar en 

alguna medida la función sináptica y, en consecuencia, perjudicar la evocación de la memoria. 

Finalmente, refiriéndonos a la hipótesis de la cual partimos, estos resultados en su 

conjunto sugieren que la evocación de una memoria de largo término aversiva y no aversiva 

requiere de síntesis proteica local y continua, mediada por la vía de mTORC1 en la rata. Junto 

con el trabajo seminal del grupo de Nader en amígdala, nuestros hallazgos abren nuevas 

líneas de investigación sobre los mecanismos moleculares que subyacen la evocación de la 

memoria. 

En especial, en nuestra hipótesis inicial hicimos hincapié en la síntesis local gobernada por 

mTORC1 ya que algunas proteínas relacionadas con la plasticidad sólo son funcionales si se 

sintetizan localmente. Algunos autores señalan que las proteínas traducidas en las dendritas 

cooperarían con aquellas sintetizadas en el soma celular para inducir la plasticidad sináptica 
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en la sinapsis activada (Jiang y Schuman, 2002). Es necesario avanzar en la descripción de la 

señalización de la vía de mTORC1 y en especial de su maquinaria de regulación local de la 

traducción. Por esta razón, en el segundo capítulo de la tesis nos detuvimos a explorar los 

potenciales vínculos entre la vía de mTORC1 y la síntesis de proteínas relacionadas con 

plasticidad como son los receptores AMPA. 

mTORC1 y su influencia sobre la síntesis global y local en la sinapsis 

 

En las sinapsis, el complemento de proteínas presente es el mejor indicador fenotípico 

tanto del tipo como de la fuerza de la sinapsis. La regulación de las proteínas sinápticas por 

síntesis proteica continua y degradación contribuye a la homeostasis y plasticidad en las 

sinapsis (Hanus y Schuman, 2013; Schanzenbacher y col, 2016; Dorrbaum y col,2018; Hafner 

y col, 2019). Se ha propuesto que una gran parte del pool de proteínas de plasticidad y su 

remodelación asociada se produce localmente dentro de las sinapsis (Martin y Ephrussi, 2009; 

Crispino y col, 2014; Glock y col, 2017; Van Driesche y Martin,2018). Además, dada la rápida 

dinámica de ciertos procesos de plasticidad, podría ocurrir que ciertas proteínas relacionadas 

con la plasticidad sólo sean sintetizadas o deban ser sintetizadas localmente para ser 

funcionales para que su tasa de síntesis sea compatible a escala temporal con los fenómenos 

que ocurren en la sinapsis. 

Estudios en Aplysia indican que para que los cambios estrcuturales y funcionales en la 

sinapsis se estabilizan se requiere además de síntesis proteica en el soma, síntesis proteica 

local en la sinapsis (Martin y col, 1997). Como los ARNm se sintetizan en el soma, hay una 

necesidad de traducción local de algunos ARNm que sugiere que estos ARNm pueden estar 

en un estado “durmiente” en la sinapsis para estar disponibles cuando ésta se active. La 
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pregunta que surge entonces es qué procesos tienen lugar para que se se activen estos 

mensajeros durmientes. Además, existe otra serie de pasos regulatorios que también podrían 

estar involucrados en la regulación de la expresión, como la represión traduccional y el 

transporte, retención y disponibilidad selectiva de ciertos mensajeros. 

Nuestros resultados apuntan a una regulación local de la síntesis proteica por parte de 

mTORC1. En vista de los efectos rápidos que observamos en tiempos muy cercanos a la 

evocación, la síntesis local es un proceso coherente con nuestros hallazgos, aunque no se 

puede descartar y tampoco sería excluyente que mTORC1 regule la síntesis proteica a escala 

más global y no solo local y que ambos eventos actúen de forma sinérgica y coordinada.Esto 

es coherente con algunos reportes en la literatura indicando que las proteínas traducidas en 

las dendritas cooperarían con aquellas sintetizadas en el soma celular para inducir la 

plasticidad sináptica en la sinapsis activada (Jiang y Schuman 2002). De todas maneras, se 

requieren más estudios para poder corroborar la presencia de mTORC1 y sus efectores en las 

cercanías de la sinapsis al momento de la evocación. 

La desregulación de la vía de mTORC1 se encuentra asociada a 

numerosas neuropatologías  

 

En concordancia con nuestros resultados, varios déficits cognitivos han sido reportados en 

ratones deficientes en blancos moleculares de mTORC1, como varias isoformas de S6Ks 

(Antion y col, 2008). Los efectores de mTORC1 son requeridos diferencialmente para distintos 

procesos de aprendizaje y memoria. En particular, S6Ks son necesarias para una regulación 

fina de la síntesis de novo de proteínas relacionada con memoria. 
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Mutaciones en reguladores negativos de la vía de mTORC1 como TSC1, TSC2 y PTEN están 

asociadas con el trastorno del espectro autista. Modelos animales de esta patología con 

pérdida de función de TSC1, TSC2 y PTEN han sido utilizados para investigar el rol de la 

señalización de mTORC1 en estos casos. Se ha demostrado que una actividad neuronal 

aumentada de mTORC1 está asociada con comportamiento de tipo autista, incluyendo 

alteraciones en aprendizaje y memoria, epilepsia y cambios en plasticidad sináptica y 

estructural (Ehninger y col, 2008; Zhou y Parada, 2012). Otros autores reportaron que el 

knockdown de Disc1, un gen implicado en múltiples patologías psiquiátricas, en neuronas del 

giro dentado presenta una señalización de mTORC1 exacerbada y que el tratamiento con 

rapamicina prevenía los déficits comportamentales asociados a este fenotipo (Zhou y col, 

2013). Además, estudios preclínicos de diversas patologías asociadas a una regulación 

anormal de mTORC1 apuntan a que el tratamiento con rapamicina puede revertir varias de 

las características comportamentales y sinápticas en estos modelos de distintas patologías. 

Por ejemplo, el tratamiento prologando con rapamicina en ratones Tsc2+/-  mejora los 

fenotipos asociados a déficits cognitivos y de plasticidad (Auerbach y col, 2011; Ehninger y 

col, 2008). 

También ha sido reportado en la literatura un modelo knock out de Depdc5, que codifica 

para un represor de mTORC1. Los embriones Depdc5 -/- no fueron viables y se registró una 

hiperactivación constitutiva de mTORC1 en sus cerebros. En este caso, el tratamiento prenatal 

con rapamicina rescató este fenotipo (Marsan y col, 2016).  

Tomando en cuenta estos antecedentes y los resultados obtenidos en esta tesis sobre el 

rol de mTORC1 en la evocación de la memoria, consideramos relevante continuar 

profundizando el estudio sobre los mecanismos de acción de este complejo en el hipocampo 
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debido su relación con los procesos de plasticidad que tienen lugar durante el aprendizaje y 

que están relacionados con memoria. En particular, si bien los cambios en la vía de mTORC1 

están relacionados con cambios persistentes en la función neuronal, no está claro aún si la 

señalización de mTORC1 cambia como resultado directo de eventos sinápticos o si esta vía 

forma parte de una respuesta homeostática más global que está implicada en las 

perturbaciones de la fisiología neuronal. 

Una vez definidas las vías de señalización de mTORC1 en neuronas, se requerirá estudiar 

cómo, cuándo y dónde se activan y regulan las proteínas de estas vías en diferentes procesos 

de plasticidad sináptica. Esta información servirá así para entender las bases moleculares que 

subyacen múltiples patologías neurológicas. 

La síntesis de los AMPAR es requerida durante la evocación de una 

MLT  

 

Como ya hemos mencionado, en el cerebro, la eficacia de la transmisión sináptica está 

asociada en gran parte a la regulación dinámica ejercida sobre la incorporación y la remoción 

de ciertos receptores en las sinapsis. Los AMPAR median, en gran parte, la transmisión 

sináptica excitatoria en el sistema nervioso central de los mamíferos (Henley y Wilkinson, 

2016). De hecho, la regulación de su tráfico intracelular constituye uno de los mecanismos 

principales por los cuales se modulan los fenómenos de plasticidad sináptica en las sinapsis 

hipocampales (Choquet, 2018). 

 La localización subcelular de los AMPAR es fundamentalmente postsináptica. Los AMPAR 

activan canales iónicos permeables a Na+ y K+ y en algunos casos a Ca2+, e intervienen 
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principalmente en la transmisión glutamatérgica rápida. Los AMPAR están formados por 

heterotetrámeros de las subunidades GluA1-4, siendo las subunidades GluA2 impermeables 

a Ca2+. Estos receptores se localizan en la membrana postsináptica, tanto en sitios sinápticos 

como extrasinápticos. Intervienen principalmente en generación de la despolarización 

postsináptica rápida y son también muy importantes en fenómenos de plasticidad. La 

variación en el número de AMPAR presentes en la densidad postsináptica, a nivel de la 

inserción/endocitosis, así como difusión lateral entre sitios sinápticos y extrasinápticos, da 

lugar a fenómenos de plasticidad a largo plazo (tanto LTD como LTP) (Granger y col, 2013). 

Como hemos señalado en la Introducción, en especial, los primeros antecedentes 

experimentales sobre el rol de los AMPAR en la evocación de la memoria en el hipocampo y 

en la amígdala fueron aportados en memorias aversivas, tanto por nuestro grupo (Bianchin y 

col, 1993) como por el de Davis (Kim y col, 1993). Años más tarde, el grupo de Morris también 

ha señalado el papel de AMPAR en evocación en una tarea espacial (Riedel y col, 1999).  

En cuanto a la relación entre los AMPAR y la vía de mTORC1, estudios previos han mostrado 

que el tratamiento con rapamicina reduce el número de AMPAR en la sinapsis (Wang y col, 

2006), el número de sinapsis (Weston y col, 2012) y el número de vesículas sinápticas por 

sinapsis (Hernandez y col, 2012). Consistentemente con estos reportes, la hiperactivación de 

mTORC1 aumenta la amplitud de las corrientes postsinápticas excitatorias miniatura, el 

número de AMPAR y la densidad de las espinas (Tang y col, 2014) y estos efectos son 

revertidos por rapamicina. Muchas líneas de evidencia indican que mTORC1 actúa vía 

mecanismos postsinápticos para regular bidireccionalmente la fuerza sináptica 

glutamatérgica evocada. Además, 4E-BP, un efector de la vía de mTORC1, regula la 

transmisión sináptica por represión de la traducción de las subunidades GluA1 y GluA2 de los 
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AMPAR (Ran y col, 2013). Finalmente, nuestro laboratorio ha aportado datos indicando que 

la traducción proteica mediada por la actividad de mTORC1 es necesaria para incrementar los 

niveles de GluA1 en la sinapsis durante la consolidación de la memoria (Slipczuk y col, 2009). 

Teniendo en cuenta todos los antecedentes mencionados, en la presente tesis hemos 

estudiado el requerimiento de la síntesis de las distintas subunidades de los AMPAR al 

momento de la evocación. Hemos demostrado que la síntesis de novo tanto de la subunidad 

GluA1 como de la subunidad GluA2 se requiere para la normal expresión de la MLT de la tarea 

de EI. De manera interesante, mostramos que el déficit en la memoria causado por la infusión 

de GluA2 ASO podía ser revertido por la infusión posterior del péptido GluR23ɣ, que bloquea 

la endocitosis de los AMPAR que contienen la subunidad GluA2. Este resultado era esperado 

ya que razonamos que, inhibiendo la endocitosis, todos los receptores ya expresados en 

membrana iban a permanecer allí y podrían compensar el número de receptores faltantes a 

causa de la inhibición de la síntesis de novo. De esta manera, esperabamos contar con un pool 

estable de AMPAR al momento de la evocación, que garantizase la normal expresión de la 

memoria. De manera similar, y considerando que la mayor parte de los AMPAR hipocampales 

son heterómeros formados por GluA1/GluA2, realizamos un experimento en el que 

infundimos GluA1 ASO seguido de la infusión del péptido GluR23ɣ previo al testeo. En ambas 

situaciones experimentales (bloqueo de síntesis de GluA2 seguido del bloqueo de endocitosis 

o bloqueo de la síntesis de GluA1 seguido de bloqueo de la endocitosis) los factores comunes 

son la falta de la formación del AMPAR GluA1/GluA2 (ya sea por falta de una u otra subunidad) 

y la inhibición de la endocitosis llevada a cabo por el péptido GluR23ɣ, que impide la 

internalización de los AMPAR que contienen GluA2.  Por ello, en ambas situaciones 

experimentales esperábamos que el impedimento de formación de nuevos AMPAR 
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GluA1/GluA2 (por falta de síntesis de subunidades) fuera compensada por la inhibición de la 

endocitosis de los AMPAR GluA1/GluA2.  Sin embargo, en el caso de la infusión de GluA1 ASO 

y GluR23ɣ esta compensación no ocurrió y el efecto amnésico de la inhibición de la síntesis 

de novo de GluA1 no pudo ser revertido por la inhibición de endocitosis por el GluR23ɣ. Ante 

este resultado, se abren varios interrogantes y posibles explicaciones: ¿puede un pool estable 

de AMPAR de heterodímeros GluA1/GluA2 (generados por la falta de endocitosis con la 

infusión del péptido GluR23ɣ) no ser suficiente para que la evocación tenga lugar? ¿Qué 

diferencias existen entre bloquear la síntesis de novo de subunidad GluA1 y la síntesis de novo 

de GluA2? En el caso de la infusión de GluA2 ASO combinada con el péptido GluR23ɣ, vimos 

que la inhibición de la internalización de AMPAR es suficiente para contar con un número de 

AMPAR en membrana que permite que la evocación tenga lugar. Cuando infundimos GluA1 

ASO con el péptido GluR23ɣ, la sinapsis también cuenta con ese número de AMPAR 

GluA1/GluA2 remanente que se logra con el péptido GluR23ɣ y en cambio, en este caso, ese 

número no da lugar a los eventos relacionados con la evocación. Por eso, el número de 

AMPAR GluA1/GluA2 no explicaría por si solo el resultado observado. Una posibilidad es que 

las diferencias observadas se deban a los distintos tipos de AMPAR (composición de 

subunidades) que quedan en membrana en cada situación experimental. Al infundir el GluA2 

ASO seguido del péptido GluR23ɣ, existiría, en principio, una compensación completa o casi 

completa de tipo de AMPAR (no se forman las combinaciones AMPAR que contienen GluA2 y 

no se endocitan esas mismas combinaciones).En cambio, en el caso de infundir GluA1 ASO y 

el péptido GluR23ɣ, se dejan de formar los AMPAR GluA1/GluA2, así como otras 

combinaciones menos representadas como AMPAR homodímeros GluA1 o heterodímeros 

GluA1/GluA3 mientras que se bloquea la endocitosis de los AMPAR GluA1/GluA2 , pero no de 

las otras combinaciones menos representadas. ¿Pueden estos AMPAR, reportados en la 
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bibliografía como muy poco numerosos, ser los responsables de que la amnesia causada por 

el GluA1 ASO no se pueda revertir con el péptido GluR23ɣ? Otra alternativa que explique esta 

falta de compensación del efecto de GluA1 ASO por el GluR23ɣ es que en la densidad sináptica 

aumente la proporción de AMPAR GluA2/GluA3 y, por lo tanto, estén menos representados 

allí los GluA1/GluA2 (ver Fig D.1, donde se esquematiza de forma simplificada esta posibilidad, 

sin tener en cuenta homómeros de AMPAR o combinaciones menos frecuentes del receptor). 

Esta idea indicaría que para que la evocación tenga lugar se necesita tener una proporción 

mayor de AMPAR GluA1/GluA2 frente a los GluA2/GluA3. Como puede apreciarse en la Figura 

D.1, planteamos que existe una proporción mayor de AMPAR GluA1/GluA2 frente a los AMPA 

GluA2/GluA3 en la PSD durante la evocación (Fig D.1 A), que se ve alterada con la falta de 

síntesis de las distintas subunidades (Fig D.1 B y C). En ambos casos, la infusión tanto de GluA1 

ASO o de GluA2 ASO, resultaría en un menor número de AMPAR, aunque sólo esta variable 

numérica no explicaría por sí sola la amnesia generada. Por ejemplo, en el caso de infundir 

GluA1 ASO seguido del péptido GluR23ɣ (Fig D.1 D), el número menor de AMPAR GluA1/GluA2 

se compensaría con la inhibición de la endocitosis, que deja en membrana un número de 

GluA1/GluA2 disponible para ser reclutados de manera actividad-dependiente. Sin embargo, 

en este caso, esa posible compensación numérica no basta para restablecer los procesos de 

plasticidad que subyacen la evocación, y, por ende, la evocación se ve impedida. Esto puede 

explicarse en parte a que la proporción de GluA1/GluA2 sigue siendo baja con respecto a las 

condiciones basales. En cambio, en el caso de infundir GluA2 ASO seguido del péptido 

GluR23ɣ (Fig D.1 E) existiría una compensación completa tanto de número y tipo de AMPAR, 

que permitiría una proporción de GluA1/GluA2 en la PSD similar a la que se observa en 

condiciones basales y, por ende, la evocación puede tener lugar. 
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Figura D.1. Esquema representativo y simplificado de los posibles eventos que ocurren con la infusión de los ASO y el péptido 

GluR23ɣ. A) Durante la normal evocación de la memoria, existe un pool necesario y suficiente de AMPAR en la PSD. De acuerdo a 

la literatura, en el hipocampo, la proporción de AMPAR GluA1/GluA2 es mayor que la de los AMPAR GluA2/GluA3. B) Luego de la 

infusión con el GluA1 ASO, la síntesis de novo de la subunidad GluA1 está bloqueada y, por ende, no se forman AMPAR 

GluA1/GluA2. Como puede apreciarse, el número y la proporción de AMPAR GluA1/GluA2 disminuyen. C) Luego de la infusión de 

GluA2 ASO, la síntesis de novo de la subunidad GluA2 está bloqueada y por ende no se forman AMPAR GluA1/GluA2 ni 

GluA2/GluA3. La proporción de AMPAR GluA1/GluA2:GluA2/GluA3 no parecería cambiar, pero sí hay un número menor de AMPAR 

en membrana. D) Infusión de GluA1 ASO combinada con la infusión del péptido GluR23ɣ. En este caso la administración del 

péptido evita que los receptores que se habían expresado se endociten. Sin embargo, no se logra revertir el potencial cambio en 

la proporción de AMPAR en la PSD. E) Infusión de GluA2 ASO combinada con la infusión del péptido GluR23ɣ. En este caso hay 

una compensación completa entre la falta de síntesis de novo de la subunidad GluA2, que da lugar a que no se formen los AMPAR 

GluA1/GluA2 ni los GluA2/GluA3, y la endocitosis de los AMPAR que contienen GluA2. Por lo tanto, no debería verse muy afectada 

ni la proporción ni el número de AMPAR en la PSD. 
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Otro de los puntos importantes a considerar es el equilibrio dinámico de los AMPAR entre 

los distintos compartimentos. Puede ocurrir que un desbalance entre los AMPAR que 

contienen GluA1 entre la PSD y la SPM repercuta más en la función sináptica que un 

desbalance entre AMPAR que contienen GluA2. 

Otro aspecto a tener en cuenta es que las distintas características y mecanismos 

regulatorios de las subunidades que componen los AMPAR (Hirano, 2018) pueden incidir en 

la velocidad de ensamble (y por consiguiente velocidad de inserción a la membrana 

postsináptica), velocidad de difusión lateral y de endocitosis de los distintos AMPAR 

(GluA1/GluA2 vs. GluA2/GluA3) que podrían en parte explicar las diferencias observadas. Una 

posibilidad es que las distintas subunidades presenten distintas tasas de recambio (turnover) 

que den lugar a que durante la ventana temporal que existe entre la infusión del ASO y el 

péptido se generen distintas condiciones. Por ejemplo, podría ocurrir que la subunidad GluA1 

tenga mayor tasa de recambio que la GluA2 y por ende las subunidades que ya se habían 

sintetizado se degradan más rápidamente y se forme una menor cantidad de receptores. 

Entonces, una vez que se infunde el péptido, ya no hay en membrana un número suficiente 

de receptores GluA1/GluA2 sobre los que pueda actuar y cuya retención en membrana 

permita la normal evocación de la memoria. De esta manera, la subunidad GluA1 sería el 

componente limitante frente a la subunidad GluA2.  

Además, no existe consenso global en la literatura sobre si los AMPAR se insertan primero 

en la membrana plasmática extrasináptica o si lo hacen directamente en la densidad 

postsináptica. De hecho, algunos autores han reportado que las dos situaciones tienen lugar 

en la sinapsis (Kennedy y col, 2010) si bien la medida en que cada vía contribuye a la expresión 

de procesos de plasticidad en distintos casos sigue sin esclarecerse (Hirano, 2018). En el caso 
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de insertarse en la fracción de SPM, el movimiento lateral y su reclutamiento en la membrana 

postsináptica serían necesarios para acumular AMPAR en la PSD (Opazo y col, 2010; Opazo y 

Choquet, 2011; Opazo y col, 2012; Chen y col, 2015). Estos dos potenciales panoramas 

podrían agregar una variable de análisis más a nuestros resultados, ya que ambos escenarios 

plantean distintos requerimientos temporales y por ende pequeñas diferencias en los 

alcances de los tratamientos de las drogas que infundimos.  

Otro factor a tener en cuenta radica en la estabilidad de los tetrámeros una vez insertos 

en membrana. Un estudio que utiliza técnicas de imágenes (single molecule imaging) ha 

reportado que los tetrámeros de AMPAR en membrana serían en realidad complejos 

metaestables que se encuentran en equilibrio dinámico con sus respectivas subunidades en 

forma de monómeros y dímeros (Morise y col, 2019). Esto implicaría que se produzcan 

disociaciones de los AMPAR que permitan cambios en la composición de los AMPAR con una 

velocidad muy rápida o que tengan lugar fenómenos de difusión lateral de monómeros 

además de tetrámeros que también serían más rápidos.  

Por último, hay que tener en cuenta que los AMPAR no se encuentran aislados en la PSD, 

si no que existen múltiples asociaciones con otras proteínas de anclaje y que forman el 

andamiaje complejo propio de la densidad postsináptica. Los cambios de número, 

composición o proporción que puedan darse en los AMPAR pueden afectar estas proteínas y 

ellas a su vez afectar los procesos de plasticidad sináptica asociados. 
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Alteraciones en los niveles de AMPAR durante la inhibición de 

mTORC1 impiden la normal expresión de una MLT 

 

Luego, hallamos que la amnesia inducida por rapamicina podía ser prevenida por la 

infusión del péptido GluR23ɣ. Este resultado abre dos posibilidades de relación entre la vía de 

mTORC1 y los AMPAR, no excluyentes: mTORC1 podía estar gobernando la síntesis de novo 

de AMPAR o podría también participar de algún paso crucial del tráfico de AMPAR (ver Fig. 

D.2). Si bien nuestra hipótesis más fuerte es sobre la regulación de la vía de mTORC1 sobre la 

síntesis de las distintas subunidades de los AMPAR, no podemos excluir la posibilidad de que 

esté implicada en otros procesos asociados al tráfico de los AMPAR en la sinapsis (ver Fig. D.2, 

bajo el término “tráfico” englobamos los procesos de inserción, difusión lateral y endocitosis 

de los AMPAR). Postulamos que los procesos involucrados en la homeostasis de los AMPAR 

regulada por la vía de mTORC1 que resultan en niveles estables de los AMPAR en membrana 

subyacen la evocación de la memoria.  
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Figura D.2. Esquema representativo y simplificado de la potencial regulación de la vía de mTORC1 sobre el ciclo de 

los AMPAR durante la evocación. Modelo propuesto que grafica cómo la vía de mTORC1 puede estar impactando en 

los procesos asociados al ciclo de los receptores AMPA. Una posibilidad, sobre la que se basa nuestra hipótesis de 

trabajo, es que mTORC1 esté modulando específicamente la síntesis de los AMPAR. Teniendo en cuenta los resultados 

experimentales de doble infusión del péptido GluR23ɣ y rapamicina, otra posibilidad es que mTORC1 esté actuando 

sobre otros procesos del tráfico de AMPAR (basados en nuestros resultados, el primer potencial proceso afectado 

sería la endocitosis, pero no podemos excluir otros procesos asociados al ciclo de los receptores). 
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Para evaluar en mayor profundidad los cambios de las subunidades de los AMPAR 

asociados a la vía de mTORC1, medimos los niveles de expresión de las subunidades GluA1 y 

GluA2 inmediatamente después del testeo llevado a cabo con previa infusión de rapamicina. 

En la fracción de PSD, encontramos una caída en los niveles de GluA1 en los animales 

infundidos con rapamicina comparado con los animales infundidos con vehículo, que es 

consistente con los resultados reportados por nuestro grupo durante la consolidación en el 

hipocampo (Slipczcuk y col, 2009) y también con otros autores que infunden rapamicina en la 

amígdala antes del testeo pero en una tarea de condicionamiento auditivo de miedo (López 

y col, 2015). Sorprendentemente, encontramos en la misma fracción de PSD un aumento de 

GluA2, que podría deberse a un efecto compensatorio frente a la falta de GluA1. Es 

interesante notar que en la fracción de SPM la reducción en los niveles de GluA1 se mantuvo. 

En cuanto a GluA2, en la SPM no encontramos diferencias en los niveles de esta subunidad 

entre animales infundidos con vehículo o rapamicina, en concordancia con lo reportado por 

otros autores (López y col, 2015). En contraposición con nuestros resultados, el grupo de 

Nader no encontró cambios en los niveles de GluA1 en la fracción de SPM ni tampoco reportó 

cambios en GluA2 en la PSD (López y col, 2015). Estas diferencias pueden deberse a que se 

infunde en otra estructura, la amígdala (cuyos procesos que subyacen la memoria pueden 

diferir de aquellos que tienen lugar en el hipocampo), y que utilizan otra tarea y un tiempo de 

infusión más cercano al tiempo de testeo. Teniendo en cuenta que en general la inserción de 

nuevos receptores en membrana tiene lugar en la fracción de SPM, desde donde se mueven 

hasta alcanzar la PSD, podría ocurrir que la rapamicina esté disminuyendo o afectando más 

selectivamente a la subunidad GluA1 de los AMPAR. Entonces, al disminuir la síntesis de 

GluA1, disminuye por tanto su inserción en la SPM y su presencia en la PSD (lo cual se 

corresponde con ambos descensos en los niveles de GluA1 observados tanto en la SPM como 
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en la PSD). Esta falta de GluA1 en la PSD podría ser sensada y en respuesta, la maquinaria 

traduccional podría sintetizar más GluA2 y por ende que se ensamblen más AMPAR que 

contengan GluA2 y lleguen a la PSD. Si así fuera, el paso de los AMPAR que contengan GluA2 

por la SPM debiera ser muy rápido, ya que no registramos un aumento de GluA2 en esta 

fracción.  Esta hipótesis de compensanción está de acuerdo con el trabajo de otros autores 

que estudiaron los efectos de la remoción de GluA1 en neuronas piramidales utilizando un 

knock down de GluA1 a través de un sistema de expresión viral shRNA GluA1 en cultivo 

(Terashima y col, 2017). Ellos encontraron que la pérdida de GluA1 causó una redistribución 

de GluA2 hacia la sinapsis que podría compensar funcionalmente la ausencia de GluA1. 

Perspectivas futuras  

 

Retomando el desarrollo que hicimos sobre la evocación en la Introducción, Dudai (2002) 

ha declarado una vez que: “la evocación no es simplemente el resultado pasivo del 

procesamiento de la información, sino que es una experiencia en si misma y, por tanto, una 

vez que se evoca la traza es improbable que permanezca igual”. Los mecanismos de la 

evocación probablemente inciden directamente en aquellos que están relacionados con la 

consolidación de la traza, modificandola. Además, sabemos por estudios moleculares que la 

evocación trae aparejada grandes cambios moleculares en el cerebro. Estos cambios que se 

gatillan a partir de la evocación son de gran magnitud, involucran un número importante de 

neuronas y tienen impacto en procesos de aprendizaje y memoria (Miller y Sweatt, 2006). 

Hemos mencionado en la Introducción que muchos fenómenos de amnesias retrógradas 

han sido históricamente atribuidos de forma exclusiva a fallas en la consolidación. Sin 

embargo, numerosos trabajos han mostrado resultados que se contraponen a esta visión 
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predominante y han señalado que muchas amnesias son debidas a fallas en la evocación de 

la traza. En esta tesis hemos mostrado muchos casos de amnesias experimentales debidas a 

fallas en la evocación y en algunos casos, tratamientos que podían prevenirlas o revertirlas.  

Creemos que es importante continuar esta línea de investigación, abordar los 

interrogantes que surgen a partir de ella y reivindicar la importancia del estudio de la 

evocación de la memoria a la luz de las múltiples aplicaciones que puede tener el estudio de 

la evocación per se. 

Parte de los interrogantes que surgen a partir de este trabajo incluyen en primer lugar, 

dilucidar los reguladores río arriba de la vía de mTORC1 y su implicancia en memoria. Sería 

interesante saber si activando o sobreactivando moderadamente la vía de mTORC1 se pueden 

ver mejoras en el desempeño conductual de los animales, como forma de modular la 

retención de la memoria. De igual manera, es clave entender mejor la cadena de eventos y 

los efectores que se gatillan río abajo de mTORC1 con la activación de la vía y sus implicancias 

en memoria. Luego, será importante poder estudiar en profundidad otras funciones asociadas 

a la vía de mTORC1, principalmente la degradación proteica. Este estudio serviría para 

abordar de manera más completa la regulación de la vía sobre la proteostasis en la sinapsis y 

nos serviría especialmente para tener un mejor entendimiento de algunos de nuestros 

resultados. De igual manera, se podría determinar el rol de la vía en el control de autofagia o 

metabolismo que puedan afectar los procesos de plasticidad y memoria. Por otra parte, ha 

crecido en el último tiempo el interés en la literatura por entender los diferentes 

requerimientos de mTORC1 y mTORC2 en procesos de plasticidad y memoria y en línea con 

este abordaje, sería útil corroborar el rol de mTORC2 en nuestros datos.  
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En cuanto a la relación de mTORC1 y la regulación que ejerce sobre los AMPAR, sería 

beneficioso poder realizar experimentos con el péptido Tat-GluA1CT que interfiere 

selectivamente con la endocitosis de AMPAR que contienen GluA1 (Yu y col, 2008; Cui y col, 

2011) para poder contestar algunas preguntas que quedaron abiertas en el capítulo 2. Por 

ejemplo, se podría infundir el GluA1 ASO seguido del péptido GluA1CT y ver si se puede revertir 

la amnesia como en el caso del experimento de GluA2 ASO seguido del péptido GluR23ɣ. 
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CONCLUSIÓN 

 

A lo largo de esta tesis, hemos demostramos el requerimiento de la actividad de la vía de 

mTORC1 en la evocación de una MLT. Encontramos que esta vía, a través de la regulación de 

síntesis proteica gobierna la evocación de la memoria. Estos datos son novedosos dada la 

escasez de trabajos en evocación frente a otras fases de la memoria en la literatura.  

Caracterizamos el bloqueo de la vía de mTORC1 por rapamicina en el hipocampo de rata en 

la tarea de EI. Hallamos que el efecto de la rapamicina es transitorio ya que un retesteo 

llevado a cabo 5 horas posteriores al primer test demostró una retención normal de la 

memoria. Encontramos que la rapamicina tiene un curso temporal de acción restringido que 

llega hasta 40 minutos previos al testeo.  Reportamos que la inhibición de la vía de mTORC1 

afecta selectivamente la evocación de memorias de largo término, así hayan sido 

previamente expresadas o así se trate de memorias persistentes de 7 o 14 días, siempre que 

la traza se halle en el hipocampo. Además, corroboramos que el procesamiento de la 

evocación de una MCT no requiere de síntesis proteica. Pudimos extender los resultados a 

memorias no aversivas y también replicamos nuestros resultados en otras estructuras 

implicadas en la evocación de una memoria de EI, como la RSC. Tomando en cuenta todos 

estos hallazgos, pudimos corroborar el rol crucial de la vía de mTORC1 en la evocación, que 

es coherente con el papel que ya había sido informado en formación de MLT (Bekinschtein y 

col, 2007; Slipczuk y col, 2009). En el segundo capítulo de la tesis, indagamos sobre qué 

posibles proteínas importantes para la evocación podrían ser reguladas por la vía de 

señalización de mTORC1 a nivel de la síntesis proteica. Estudiamos en particular las 

subunidades GluA1 y GluA2 de los receptores AMPA y encontramos que la síntesis de novo 

de ambas subunidades es necesaria para la expresión normal de una MLT.  Logramos revertir 
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la amnesia inducida por la infusión de GluA2 ASO con la administración de un péptido GluR23ɣ 

que inhibe la endocitosis de los AMPAR que contienen la subunidad GluA2. También pudimos 

corroborar que este péptido GluR23ɣ no tiene per se efecto sobre la evocación de una MLT. 

Luego, al repetir el experimento con GluA1 ASO, no pudimos revertir la amnesia generada en 

ese caso. Este resultado nos indicó que las subunidades GluA1 y GluA2 juegan distintos roles 

en la evocación de la memoria. Finalmente, decidimos explorar la interrelación entre la vía de 

mTORC1 y los AMPAR, infundiendo el péptido GluR23ɣ y rapamicina antes de la evocación. 

En este caso, la inhibición de la endocitosis de los AMPAR que contienen la subunidad GluA2 

logró prevenir el efecto amnésico de la rapamicina, marcando un paralelismo con el resultado 

encontrado infundiendo GluA2 ASO y el péptido. Este último resultado comportamental nos 

lleva a postular dos posibles escenarios: mTORC1 podría estar regulando la síntesis de las 

subunidades de los AMPAR y/o podría también participar de procesos implicados con el ciclo 

de dichos receptores, por ejemplo, podría tener algún rol en la endocitosis de los AMPAR. 

Basados en estos resultados, postulamos que los procesos involucrados en la homeostasis de 

los AMPAR regulada por la vía de mTORC1 que resultan en niveles estables de los AMPAR en 

membrana subyacen la evocación de la memoria. Realizamos ensayos bioquímicos para poder 

ahondar más en el nexo entre la vía de mTORC1 y los AMPAR. Para ello, infundimos 

rapamicina antes del testeo y procedimos a realizar la eutanasia de los animales 

inmediatamente después del testeo, extrayendo los hipocampos. Al medir los niveles de las 

subunidades de los AMPAR en las distintas fracciones subcelulares hallamos un descenso de 

GluA1 tanto en la PSD como en la SPM. En cambio, encontramos un aumento en los niveles 

de GluA2 en la PSD que no se vio en la SPM. Estos resultados están en línea con los distintos 

roles que parecen tener ambas subunidades en la evocación de la memoria: GluA1 parecería 

jugar un rol más preponderante que es coherente con que no hayamos podido revertir la 
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amnesia generada por la falta de su síntesis sólo con la inhibición de la endocitosis de los 

AMPAR. Además, el descenso de sus niveles tanto en la PSD como en la SPM podría estar 

relacionado con un cambio más duradero y/o estructural que impide la evocación.  

Nuestro trabajo aporta información novedosa sobre el rol de mTORC1 en la evocación y 

sobre la regulación que la vía de mTORC1 ejerce sobre los AMPAR. Creemos que es 

importante profundizar y continuar esta línea de investigación para dilucidar con mayor 

detalle la compleja cadena de eventos moleculares que se desencadenan con la activación de 

la vía de mTORC1 y que subyacen la evocación de la memoria. Avanzar en el estudio de estas 

cuestiones podría ayudar a entender cómo los variados desbalances en esta vía impactan en 

la función cognitiva y así poder aportar datos para el desarrollo de tratamientos pertinentes. 

Además, creemos que es de importancia fundamental seguir abordando el análisis de los 

mecanismos que subyacen la evocación de la memoria, para poder comprender mejor esta 

etapa que ha sido históricamente relegada y que se ve afectada en distintas patologías como 

estadios tempranos de Alzheimer (Roy y col, 2016). 
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