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RESUMEN



¢El estrés genera memorias mediante el mecanismo de etiquetado conductual?

Conocer los mecanismos que subyacen a la memoria se ha vuelto un tema central de estudio en
las neurociencias de las Ultimas décadas. En todo momento adquirimos informacion proveniente de
distintas experiencias y nuestros recuerdos pueden ser influenciados por los eventos que
experimentamos. Es necesario identificar qué fendmenos, y de qué manera, colaboran o interfieren
con la adquisicién, el guardado y la evocacién de la informacién. Para que una informacion sea
guardada por largo término, requiere de un proceso de estabilizacion denominado consolidacidn.
Este proceso depende de la sintesis de proteinas necesarias para el refuerzo de la traza mnésica, y la
hipdtesis del etiquetado conductual (EC) postula que también es necesario el establecimiento de una
marca en el sustrato neuronal activado por el aprendizaje, a dénde las proteinas puedan ser
selectivamente utilizadas para mantener la plasticidad que subyace a la memoria (Moncada y Viola,
2007).

Partiendo de una vasta literatura acerca de los efectos modulatorios del estrés sobre los
procesos de memoria, este trabajo contribuye al conocimiento sobre cdmo un evento de estrés
agudo, asociado temporalmente a una tarea de aprendizaje, influye en la consolidaciéon de memorias
dependientes de hipocampo. Los resultados revelan que los efectos pueden ser tanto beneficiosos
como perjudiciales y apoyan la hipdtesis del EC como mecanismo subyacente a la formacion de
memorias de largo plazo (MLT). De acuerdo con la EC, algunos eventos pueden tener influencia sobre
memorias asociadas al proveer proteinas relacionadas con la plasticidad (PRPs) o al competir por
ellas. La asociacion de estas PRPs con la marca neuronal o “etiqueta” inducida por el aprendizaje es
un factor decisivo en la consolidacién de la MLT.

Inicialmente, estudiamos la interaccién entre una situacidon de estrés agudo y una tarea de
reconocimiento espacial de objetos (REO) en roedores. Demostramos que un entrenamiento débil
en este paradigma, capaz de inducir memoria de corto término (MCT) pero no de largo plazo, puede

dar origen a una MLT si una situacién de estrés (plataforma elevada, PE) ocurre dentro de una



ventana de tiempo critica posterior al aprendizaje de REO. Este fendmeno depende de sintesis de
proteinas inducidas por el estrés, de BDNF y de la activacion de los receptores de gluco vy
mineralocorticoides. En las ocasiones en que la situacion de estrés fue anterior al aprendizaje, ni la
formacidn ni la promocién de la MLT fue observada, por lo cual sugerimos que el estrés podria estar
afectando el establecimiento de la etiqueta inducida por el aprendizaje de REO. También
demostramos que cuando el entrenamiento de REO es lo suficientemente fuerte como para generar
per se MLT, un evento de estrés post- aprendizaje perjudica la memoria. Nuestros experimentos
apoyan que este efecto podria ser debido a una competencia por las proteinas disponibles.

Luego evaluamos en roedores si el estrés tiene efectos sobre la memoria de otra tarea, como
parte de nuestro objetivo de investigar si existen reglas generales que rijan la formacién de MLTs.
Para ello utilizamos el paradigma de evitacion inhibitoria (EI) y demostramos que el estrés tiene un
efecto promnésico dentro de una ventana de tiempo acotada (en este caso cuando es previo a la
tarea), que es dependiente de la sintesis de proteinas y de la activacidon de los receptores de
glucocorticoides. A su vez, el estrés tiene efectos perjudiciales sobre la MLT de El inducida por un
aprendizaje fuerte.

Por ultimo, planteamos una transferencia del modelo al estudio de la memoria en humanos. Nos
preguntamos si un fendmeno similar a lo observado en roedores ocurre en el ambito escolar, es decir
si una situacidn de estrés es relevante para el aprendizaje y la memoria dentro del aula. Utilizamos
la Figura de Rey-Osterrieth como protocolo para evaluar una memoria grafica y demostramos,
nuevamente, que los efectos de un evento de estrés (examen curricular) cercano en el tiempo
pueden ser tanto benéficos como perjudiciales. Cuando los estudiantes expresaron una memoria
mas débil de la figura, observamos que un examen dentro de una ventana de tiempo especifica luego
del mismo, mejora la memoria grafica evaluada. En cambio, cuando los estudiantes expresaron una
memoria mas fuerte, un examen tanto antes como después, tuvo efectos perjudiciales sobre la MLT

de la figura.



Nuestros hallazgos proporcionan nuevos conocimientos sobre el impacto del estrés en la
formacidn de una MLT, tanto en roedores como en seres humanos, y apoyan la hipdtesis del EC como
mecanismo subyacente a la formacion de MLTs. Los resultados en el dmbito escolar, ademas, alertan
a los educadores a considerar los efectos de un examen en el aprendizaje de otros contenidos

dictados el mismo dia dentro del aula.

Palabras clave: Memoria de Largo Termino, Estrés, Etiquetado Conductual, Hipocampo, Ratas,

Estudiantes.



ABSTRACT



Does stress generate memories through the behavioral tagging mechanisms?

Understanding the mechanisms that underlie memory has become a central topic in the
neurosciences field in the last decades. All the time we acquire information from different
experiences and our memories can be influenced by the events that we are going through. It is
necessary to identify which phenomena, and in what way, can collaborate or interfere with the
acquisition, storage and retrieval of information. Long-term storage of information requires a
stabilization process called consolidation. This process depends on the protein synthesis, which are
necessary for the reinforcement of the mnesic trace. The Behavioral Tagging hypothesis (BTH)
postulates that it is also necessary the setting of a tag in the neuronal substrate induced by learning,
where proteins can be selectively used to maintain the plasticity that underlies memory (Moncada y
Viola, 2007).

Considering the literature about the modulatory effects of stress on memory processes, this
work contributes to the knowledge about how an acute stress event, temporarily associated with a
learning task, influences the consolidation of hippocampal dependent memories. Our results reveal
that effects can be both beneficial and detrimental and support the BTH as a mechanism underlying
the formation of long-term memories (LTM). According to this, some events could influence
temporally associated memories by providing plasticity-related proteins (PRPs) or competing for
them. The association of these PRPs with learning-induced neuronal tag is a decisive factor in the
consolidation of the LTM.

First, we studied the interaction between stress event and a spatial object recognition task (SOR)
in rodents. We showed that a weak SOR training, which only induces short term memory (STM), can
be stabilized into LTM if an event of acute stress (elevated platform -PE) is experienced within a
critical time window after the SOR-learning. This promoting effect depends on protein synthesis
induced by stress, BDNF activity and the glucocorticoid (GR) and mineralocorticoid receptors (MR)

activation. When stress was experienced previous to the learning neither the formation or the



promotion of MLT was observed, so we have postulated that stress could be affecting the setting of
the SOR learning-tag. We also show that if SOR training is strong enough to generate MLT per se, a
post-learning stress event impairs memory. Our experiments support that this effect could be due to
competition for available proteins.

Then, we assessed in rodents if stress can affect the memory of another task since our objective
to investigate if general rules govern MLT formation. We used the inhibitory avoidance task (IA) and
we demonstrated that stress promotes IA-LTM within a critical time-range (when it occurs prior to
task). The effect depends on protein synthesis and GR activation. Further, IA-LTM induced by strong
IA-training is impaired by stress event.

Finally, we proposed a transfer of model to human memory study. We wondered if a similar
phenom as the observed in rodents could occur in the educational context, i.e. if a stress situation is
relevant for learning and memory in the classroom. We design a protocol using Rey-Osterrieth figure
to asses a graphic memory. Again, we showed that stress (curricular exam) close to learning could
have positive or negative effects on it. In a weak retrieval student population, we noticed that an
exam improved graphic-LTM when is experienced in a specific time after to training. However, in a
strong retrieval population of students, exam before or after to learning impaired figure retention.

Our findings provide new insights about the impact of stress on LTM formation, both in rodents
and in humans, and support the BTH as a mechanism underlying the formation of MLTs. The results
in the educational context, in addition, alert educators to be attentive to the exam effects on other

content taught the same day in the classroom.

Key words: Long-term memory, Stress, Behavioral Tagging, Hippocampus, Rats, Students.
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ACTH: adenocorticotrofina

ANISO: anisomicina (inhibidor de sintesis proteica)

ARC: proteina inducida por actividad relacionada con el citoesqueleto (activity-regulated
cytoeskeleton-associated protein)

BDNF: factor neurotréfico derivado del cerebro (brain-derived neurotrophic factor)

BLA: amigdala basolateral (basolateral amygdala)

CA: campo abierto

CAMKII: proteina quinasa dependiente de calcio/calmodulina Il

CORT: corticosterona

CREB: proteina de unién al elemento de respuesta a AMPc (cCAMP reponse element binding protein)
CRH: hormona liberadora de corticotrofina (corticotropin releasing hormone)

CTR: sujetos experimentales control

CTRd: estudiantes control dentro de la poblacion de retencién débil

CTRf: estudiantes control dentro de la poblacién de retencidn fuerte

EC: Etiquetado conductual

El: evitacion inhibitoria

Eld: entrenamiento débil en tarea de El

Elf: entrenamiento fuerte en tarea de El

EMET: emetina (inhibidor de sintesis proteica)

ERK 1/2: proteinas quinasas reguladas por sefiales extracelulares (extracelular-signal-requlated
kinases)

EXM: grupo de estudiantes que realiza un examen

GC: glucocorticoides

GR: receptor de glucocorticoides

HPA: eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal

LTD: depresion de largo plazo (long-term depresion)

LTP: potenciacion de largo plazo (long-term potentiation)
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MCT: memoria de corto termino

MIFE: mifepristona (antagonista GR)

MLT: memoria de largo termino

MR: receptor de mineralocorticoides

PE: plataforma elevada

PKA: proteina quinasa A

PKMaz: proteina quinasa Mz

PRPs: proteinas relacionadas con la plasticidad
REO: reconocimiento espacial de objetos
REOd: entrenamiento debil en tarea de REO
REOf: entrenamiento fuerte en tarea de REO
RIA: radioinmunoensayo

SNC: sistema nervioso central

SPIRO: spironolactona (antagonista MR)
STC: Etiquetado sindptico y captura

STR: sujetos experimentales con estrés

TR: entrenamiento

TS: testeo

VEH: solucion vehiculo

Y-D: ley Yerkes-Dodson
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Eterno resplandor de una mente CON recuerdos

Una de las funciones complejas mas interesantes del cerebro es la capacidad de almacenar la
informacidn proporcionada por la experiencia y recuperar buena parte de ella de manera voluntaria.
Los procesos de aprendizaje y memoria son primordiales en la supervivencia de los animales en un
ambiente cambiante e impredecible, ya que permiten anticipar el futuro mediante predicciones
basadas en la experiencia. Gracias a la memoria generamos también nuestra propia identidad como
individuos: “Somos quienes somos por lo que aprendemos y por lo que recordamos” dijo E. Kandel
(2007).

¢Coémo se relacionan estos procesos tan importantes? El aprendizaje se observa en la capacidad
de un animal de modificar su conducta frente a un determinado estimulo, debido a una experiencia
previa, donde pudo incorporar informacion desconocida. Esa informacién se codifica
especificamente y es convertida en una traza de memoria. Por memoria entendemos, entonces, a la
capacidad de codificar, almacenar y retener en el tiempo la informacién adquirida, pudiendo
almacenarla, usarla, modificarla o reconstruirla (Dudai, 2002).

Uno de los primeros interrogantes que se nos presenta es: ¢dénde ocurren estos procesos? Hace
siglos atras, la nocidn colectiva no consideraba que los procesos mentales se desarrollaban en el
cerebro y no solo se le adjudicaban a la mente propiedades divinas sino que se creia que residia en
otras partes del cuerpo. Las concepciones actuales que tenemos sobre el cerebro, sus células y el
comportamiento emergieron luego de una sucesidn de hallazgos en diversos campos de la ciencia
recién a fines del siglo XIX.

Basado en sus estudios anatomicos, hace mas de 200 afios, Franz J. Gall planted conceptos
fundamentales para el desarrollo de la neurociencia. Primero, postulé que el comportamiento
emanaba del cerebro; por otro lado argumentd que las funciones mentales residen en areas

especificas del cerebro y que esto determina el comportamiento; por ultimo sugirié cierta plasticidad
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en los centros encargados de realizar las distintas funciones, asi como pasa con los musculos luego
de la ejercitacion. Planted la existencia de al menos 27 areas encargadas de facultades mentales
diferentes, y aunque sus argumentos y propuestas no fueron del todo convincentes, destacé la
corteza como la encargada del procesamiento de la memoria. De esta manera, a través de sus aportes
conceptuales, contribuyé al conocimiento del lugar donde las memorias son almacenadas. Tiempo
después, estudios como los de Paul Broca en pacientes con alteraciones en el lenguaje asociadas a
lesiones cerebrales, sentaron el interés por la localizacion de las funciones cerebrales y su
investigacion cientifica. Los estudios publicados sobre el caso del paciente Henry Molaison (H.M.) a
mediados del siglo XX (Scoville y Milner, 1957) dieron un giro a estos conocimientos. Con el objetivo
de aliviar una epilepsia severa, H.M. fue sometido a una operacién que implicé la remocion bilateral
de gran parte del I6bulo temporal medial, y si bien los ataques se redujeron se hizo evidente que
padecia un serio deterioro de la memoria reciente. Aunque podia retener informacién de eventos
cercanos, H.M. no podia formar de ello una memoria duradera. También se detecté que recuerdos
de afos previos a la operacién se encontraban alterados, si bien conservaba los recuerdos de su
infancia (es decir que padecia amnesia retrograda parcial). Estos hallazgos fueron observados
también en otros pacientes y la severidad de la amnesia se relaciond con la extension del dafo en el
I6bulo temporal medial como con la memoria evaluada (Squire y Alvarez, 1995; Nadel y Moscovitch
1997; Bayley y col 2003). Lo llamativo fue que H.M. mantuvo, sin embargo, la capacidad de aprender
nuevas habilidades motoras (Milner y col 1998). Si bien desde la psicologia y la filosofia se habia
propuesto la idea de que existia mas de un tipo de memoria, estos estudios fueron los primeros en
demostrar de manera experimental la existencia de distintos tipos de memorias que requieren
sustratos anatémicos diferentes (Kandel y col 2000, Squire 2004).

Los estudios comportamentales nos han provisto de evidencia sobre el rol del I6bulo temporal
medial, que abarca el hipocampo, cortezas entorrinal y perirrinal y la amigdala, en la codificacién de
las memorias sobre hechos y eventos en humanos. A través de otros experimentos, se ha logrado
disecar inclusive con mayor precision el rol de estas distintas estructuras en los procesos de memoria,

tanto en humanos como en roedores, como iremos viendo a continuacion.
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En el desarrollo de esta tesis se utilizaron tareas dependientes de la actividad del hipocampo,
estructura con un rol fundamental en el procesamiento de informacion espacial, en memorias que
requieren informacién contextual y en la deteccién de la novedad espacial (Morris y col 1982; Young
y col 1994; I1zquierdo y Medina 1997; Mumbay y col 2002, Wu y Shuterland 2006; Lee y Solivan 2008).
Se ha demostrado que en la regién CA1l del hipocampo existen neuronas capaces de responder
diferencialmente a localizaciones especificas en un mismo ambiente o en ambientes diferentes (place
cells- O’Keefe y Dostrovsky 1971), lo cual sugiere que el hipocampo contiene un mapa cognitivo
espacial, representacion tridimensional del ambiente en que se mueve un individuo. Esto fue
observado en roedores y evidencias en humanos sugieren también la existencia de un cédigo
neuronal de navegacién espacial basado en células que responden a ubicaciones espaciales
especificas y puntos de referencia (Ekstrom y col 2003; Herweg & Kahana 2018). El hipocampo es una
estructura clave en tareas de navegacion espacial como el laberinto acudtico de Morris o laberintos
con otras caracteristicas (Vorhees y Williams 2006; Jarrard 1993). También se ha postulado que la
deteccién de la novedad espacial, que requiere la comparacién de la informacién sobre un ambiente
nuevo con la informacidon almacenada previamente, ocurre en el hipocampo, sustentado por
experimentos que demuestran que la presentacion de estimulos espaciales novedosos dispara en el
hipocampo una bateria de eventos fisioldgicos y moleculares (Guzowski y col 1999, Winograd y Viola
2004; Kemp y Manahan-Vaughan 2004).

El hipocampo, como la corteza perirrinal, también estd involucrado en la formacién de memorias
de reconocimiento, que permite al individuo ser consciente de que determinado estimulo ha sido
experimentado previamente (Steckler y col 1998). La corteza perirrinal estaria implicada en la
discriminacién de la familiaridad de items individuales, mientras el hipocampo pareceria estarlo en
el reconocimiento de constelaciones de estimulos (Winters y col 2008) como también cuando existen
claves espaciales y contextuales importantes durante el almacenado de la informacién sobre un
objeto (Dere y col 2007, Zola y col 2000). En concordancia con estos resultados, Wan y col (1999)
mostraron que arreglos espaciales novedosos de objetos familiares aumentan la actividad del gen

temprano c-fos (indicador de actividad neuronal) en la regiéon CA1 del hipocampo, mientras que la
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presentacién de objetos novedosos la incrementa en la corteza perirrinal. Asi mismo, existen
numerosas evidencias de que el hipocampo se encuentra involucrado en el procesamiento de tareas
de reconocimiento espacial de objetos (Mumbay 2002; Clark y Martin 2005; Dere y col 2005).

También se ha demostrado que aprendizajes de tipo aversivos dependen de manera crucial de
laintegridad del I6bulo temporal medial, y en especial de la formacién hipocampal para la formacion
de una MLT (lzquierdo y Medina 1997; Moser y Moser 1998; Ogrén y Stiedl 2015). En el paradigma
de evitacién inhibitoria, por ejemplo, los animales aprenden a no repetir su comportamiento innato
de exploracién del ambiente porque lo asocian con la llegada de un shock eléctrico y se ha
demostrado la participacién del hipocampo (lzquierdo y col 1997; Moncada 2011; Giovaninni 2015).
El rol critico del hipocampo también fue observado en condicionamientos de miedo al contexto
(Philips y LeDoux 1992; Kim y Fanselow 1992; LaBar y Phelps 2005).

Por otro lado, trabajos que evaltan el impacto de lesiones o la aplicacién de farmacos en
modelos animales muestran que la disrupcién de la integridad hipocampal altera mayoritariamente
la formacion de memorias recientes sobre las remotas (modelos de consolidacion de sistemas-
McClelland y col 1995; Squire y Alvarez 1995),

Como vemos, una gran variedad de trabajos involucra al hipocampo en la elaboracidon de mapas
cognitivos y en la formacién y evocacién de distintas memorias. En roedores, su rol es fundamental
en el aprendizaje de paradigmas como el laberinto acuatico de Morris, laberintos radiales, miedo
condicionado al contexto y evitacion inhibitoria, como también paradigmas de reconocimiento de

objetos novedosos o en el espacio.
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A clasificar se ha dicho.

Uno de los criterios mas simples que podemos tomar para diferenciar algunas memorias de otras
es su tiempo de duracidn. Sabemos que existen memorias que duran muy poco, almacenadas por
milisegundos o segundos, y son las que llamamos memorias de trabajo, y son diferentes de aquellas
que abarcan periodos de tiempo mayores. Entre las que se almacenan por mds tiempo, encontramos
las que duran desde minutos a varias horas, denominadas memorias de corto termino (MCT) y
aquellas que permiten guardar informacidn por largos periodos, por ejemplo, dias, meses, afios o
incluso toda la vida: las memorias de largo termino (MLT) (McGaugh 1966; Gold PE 1975; Izquierdo y
Medina 1998; Vianna y col 2000)

La taxonomia actual divide a las MLT en dos grandes grupos: memorias declarativas (o explicitas)
y no declarativas (o implicitas) (Esquema 1). Las primeras comprenden la recoleccién consciente de
eventos ocurridos en un tiempo y lugar especificos, personales (memorias episdédicas) como también
la informacidn acerca de hechos generales y conocimientos objetivos, como el significado de las
palabras, funcién de los objetos, etc. (memorias semadnticas). La recuperacion de memorias
episddicas comunmente involucra la experiencia subjetiva de recordar “que”, “como”, “cuando” y
“donde”; dada su permanente actualizacién es altamente sensible al olvido por el pasaje del tiempo
y a lainterferencia (Allen y Fortin 2013). Las memorias semanticas son mas descontextualizadas y no
requieren precisar cuando y cdmo aprendimos esa informacidon. En el procesamiento de las
memorias declarativas estdn involucradas las estructuras del I8bulo frontal y fundamentalmente el
I6bulo temporal medial (Eichenbaum 2004; Tubidry y Davachi 2011).

El concepto de memorias no declarativas abarca aquellas memorias que no podemos reportar
de forma explicita (son inconscientes), cuya evocacidon ocurre de forma automatica, como las
habilidades, habitos, procedimientos y adaptaciones sensoriales. Pueden ser divididas en asociativas
0 no asociativas. Las primeras se basan en la adquisicidon de un nexo predictivo entre un estimulo y

evento especifico (condicionamientos). Las memorias no asociativas son adquiridas cuando la
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exposicién reiterada a un estimulo produce un cambio comportamental en la respuesta al mismo,
como sucede con la habituacién y la sensibilizacion. En este tipo de memorias participan mayormente
el cerebelo y regiones subcorticales como la amigdala, el talamo y los ganglios de la base (Squire y
Zola-Morgan 1988; Yamadori et al 1996; Squire 2004). El condicionamiento constituye la forma mas
universal de aprendizaje asociativo, y en el caso del condicionamiento cldsico o pavloviano, el sujeto
no debe realizar ninguna accidn. La ocurrencia de un evento es capaz de predecir la aparicién de otro
y genera entonces la misma respuesta, que se la denomina respuesta condicionada. Por ejemplo,
cuando en roedores se aparea un tono con un shock, la simple aparicion del tono activard la
representacion del shock y producira la respuesta de detencion del movimiento o “freezing”. En el
condicionamiento operante o instrumental, en cambio, los sujetos aprenden la asociacién entre una
conducta y un estimulo, es decir una relacién entre sus acciones y consecuencias, las cuales pueden

ser de recompensa o castigo (Skinner 1938; Dojman 2014).
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Memoria
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Esquema 1. Clasificacidn de las memorias basadas en su tiempo de duracion, tipos de informacion que involucran

y estructuras cerebrales implicadas (modificado de Squire 2004).
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Consolidando recuerdos

¢A qué se debe la diferencia entre memorias de corto y largo plazo? La formacion de una
memoria no ocurre de manera instantanea luego de una experiencia, sino que es un proceso que
involucra un conjunto de etapas o procesos (Esquema 2). Por definicién, comienza con la entrada de
la informacidn al encéfalo, pero ¢qué ocurre luego? La hipdtesis de perseverancia-consolidacion de
la memoria (Miiller y Pilzercker, 1900) plantedé que la formaciéon de una MLT no es un proceso
inmediato, sino gradual, y requiere de una fase de estabilizacién durante la cual la memoria puede
ser interrumpida. Este periodo de labilidad constituye la fase de consolidacion de la traza mnésica.
En estos estudios pioneros, realizados en humanos, los investigadores encontraron que la memoria
sobre informacién recientemente aprendida era anulada por otro aprendizaje experimentado
inmediatamente después del original, y sugirieron que las nuevas memorias persisten en un estado
fragil, consolidandose a lo largo del tiempo.

Por otra parte, experimentos posteriores demostraron que la administracion de drogas que
inhiben la transcripcion o la traduccidn, después de un aprendizaje, impiden la formacion de la MLT
(Agranoff 1965), aunque no de la MCT (Schafe y col 1999; McGaugh 2000). Esta evidencia sustenta
laidea de que la sintesis de nuevos mRNAs y proteinas es necesaria para la consolidacién 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 diferentes (lzquierdo y
Medina 1998).

Como hemos visto, ciertas lesiones cerebrales han inducido amnesias que pueden extenderse
varios afios atras del momento de la lesién; por lo tanto, la consolidacién que ocurre préxima al
momento de adquisicion no puede explicar estos sucesos. La consolidacion de una memoria
implicaria dos procesos diferentes: por un lado el que ocurre durante las primeras horas después del
aprendizaje, en conexiones neurales dentro de los circuitos codificadores de la experiencia

conductual, llamada consolidacion celular, y por otro lado una consolidacién mas lenta que ocurre
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con el correr de los dias y que tendria relacion con una reorganizacidon en la conectividad de
estructuras cerebrales, denominada consolidacion de sistemas (McGaugh 2000; Dudai y Eisenberg
2004; Moscovitch y col 2006; Kandel y col 2014). La consolidacidon celular implica eventos
intracelulares, como cascadas de sefializacion, actividad de quinasas, transcripcién de genes, sintesis
de proteinas y cambios plasticos a nivel sindptico que inducirian una MLT. Depende del intercambio
de informacidn entre la sinapsis, el soma y el nucleo celular (Squire y Kandel 2000; Dudai 2012). Al
estudiar acerca de la modulacion de las memorias, a través de la infusidén de diferentes drogas en el
cerebro post-entrenamiento, McGaugh (2000) logré demostrar un efecto positivo sobre la
consolidacion celular. Estos resultados dieron origen a la visién actual de la consolidacion como una
fase de labilidad, en la cual una MLT es susceptible de ser afectada positiva o negativamente por
intervenciones externas. Por otro lado, la consolidacién de sistemas permitiria la integracion de
grandes volimenes de de informacidn, siendo la base de esquemas cognitivos, abstracciones,
extraccién de regularidades estadisticas, entre otros (Dudai 2002, Nadel 2012).

Finalmente, el proceso de evocacién de una MLT, puede dar origen al menos a algunos de estos
eventos: la extincidn, que implica una disminucidn en la expresidn de la memoria original, debido a
la exposicion al estimulo no reforzada y que en los hechos se trata de un nuevo aprendizaje (Pavlov
1927); o la reconsolidacidn, que implica una nueva etapa de consolidacion y por lo tanto de labilidad
de la memoria, debido a una evocacién explicita de la misma (Nader y col 2000; Pedreira y col 2002).

El presente trabajo se enmarca en el estudio de lo que hemos definido como “consolidacién
celular”, analizdndose los procesos que ocurren dentro de una escala temporal de un dia luego del

entrenamiento en diversas tareas.

Extincion
o o D
|
Feconsolidacion
—_—

Esquema 2. Fases descriptas en el procesamiento de la memoria.
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.Como se almacena una memoria?

Asi como nos hemos preguntado inicialmente donde ocurren los procesos que nos permiten
almacenar la informacién, otro interrogante evidente es écomo se logra eso? Nos cuestionamos
como codificamos dicha informaciéon, como se guarda por mas o menos tiempo y por cuales
mecanismos podemos volver a evocarla.

Los modelos actuales para explicar cémo las memorias son almacenadas, se basan en cambios
estables en la forma de conexidon entre las neuronas, que modifican la actividad de circuitos
neuronales especificos. Los estudios de Santiago Ramon y Cajal propusieron que el aprendizaje no
promueve la proliferacion de células nerviosas, sino que incentiva un crecimiento en la arborizacidn
y aumenta la fuerza de sus conexiones con otras células nerviosas (Milner y col, 1998).

¢Cual es entonces el sustrato fisico de la memoria? El término engrama, acufiado hace mas de
cien afios, hace referencia a los cambios fisicos y quimicos duraderos inducidos en las neuronas por
el aprendizaje y que codificardn la memoria. La formacion de un engrama requiere del reforzamiento
de las conexiones sinapticas entre poblaciones de neuronas (ensambles) y presenta las siguientes
caracteristicas (Schacter 2001):

1) Esta representado por cambios persistentes en el cerebro como resultado de una experiencia o
evento especifico.

2) Puede expresarse comportamentalmente mediante la interaccion con pistas que generan su
evocacioén. Es decir, la traza mnesica é engrama tiene la capacidad de salir de su estado latente y
manifestarse comportamentalmente.

3) Refleja lo que ocurrié en la codificacidon y predice lo que puede ser recuperado durante la
evocacion posterior.

4) Puede existir en un estado latente (durmiente) entre los dos procesos activos de codificacién y

recuperacion.
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El engrama no se encuentra confinado a una sola regiéon neuronal, sino que mas bien esta
compuesto por una red ampliamente distribuida de ensambles neuronales (Josselyn y col 2015).
Tampoco es estatico. Luego de la codificacién, el proceso de consolidacion puede alterar la
organizacion fisica y quimica de los engramas, modificdndolo en termino de fuerza y calidad (Dudai
y Eisenberg 2004). (Existen células y sinapsis especificas dentro de un circuito particular que
participan durante el aprendizaje, o esto ocurre al azar? Al proceso que determina cuales son las
neuronas y las sinapsis que se encargaran de guardar una determinada memoria se lo conoce como
“memory allocation” (Silva y col 2009): asighacién o distribucién de la memoria. La asignacion
neuronal (neural allocation) es un fendmeno presente en la formacion de la memoria, recientemente
descubierto, que explica cdmo neuronas especificas en una red son comprometidas con el
almacenamiento de una memoria especifica. Este fenédmeno se haya estrechamente relacionado con
los mecanismos de asignacion sindptica que determinan como la informacion es repartida en sinapsis
especificas (Rogerson y col 2014). Estudios iniciales de memory allocation utilizando vectores virales
demostraron que un cambio en los niveles del elemento de unién de respuesta a AMPc (CREB),
dentro de una subpoblacion especifica de neuronas de la amigdala lateral (AL), afecta la probabilidad
de que estas neuronas sean reclutadas en una memoria de miedo auditiva: el aumento de los niveles
de CREB aumenta la probabilidad de que estas neuronas sean involucradas en este
condicionamiento, mientras que la disminucién de los niveles de este factor de transcripcion tiene el
efecto contrario (Han y col 2007, 2009; Zhou y col 2009). Estos mismos resultados fueron obtenidos
también durante la codificacién de la memoria de aversién al gusto (Sano y col 2014), en
condicionamientos de preferencia de lugar con cocaina (Hsiang y col 2014), y durante la codificacion
de una memoria de miedo contextual (Sekeres y col 2012). Estudios posteriores demostraron que las
neuronas con una mayor actividad de CREB pueden haber sido asignadas preferentemente porque
eran mas excitables que sus vecinas (Zhou y col 2009; Sekeres y col 2012; Yiu y col 2014). Entonces,
otros mecanismos que afecten la excitabilidad neuronal también podrian afectar la asignacion
neuronal. Una hipdtesis tentadora, propuesta en el trabajo de Rogerson y col (2014), es que los

mecanismos implicados en la consolidacién de una memoria también pueden provocar cambios en
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la excitabilidad de las neuronas involucradas en su almacenamiento, de modo que durante un tiempo
son mas propensas a involucrarse también en el almacenamiento de memorias posteriores. De esta
manera la memory allocation funcionaria como un vinculo entre dos memorias que se forman dentro
de un determinado intervalo temporal: el primer evento de formacidn de una memoria activa CREB
en una subpoblacién de neuronas, la cual conduce a un aumento de su excitabilidad; ello desvia el
almacenamiento de la memoria de un segundo evento hacia muchas de las mismas neuronas que
almacenan el primero. Este mecanismo permitiria que se recluten en una misma neurona la
codificacién de memorias tanto de eventos débiles como mas salientes, permitiendo asi que tengan
lugar procesos como los de etiquetado sindptico y captura de proteinas y el etiquetado conductual,

discutidos a continuacion (Rogerson y col 2014).

De la plasticidad sinaptica a la memoria

Los cambios en la fuerza de conexién entre las neuronas se asumen como el mecanismo por el
cual las trazas de memoria se codifican y almacenan. Algunos patrones de actividad sinaptica en el
cerebro producen un aumento o disminucién duradero/a en la eficacia sindptica, conocido como
potenciacion de largo término (LTP, en ingles) o depresién de largo término (LTD) respectivamente.
Estos fendmenos son considerados como un mecanismo neuronal subyacente al almacenamiento de
ciertas memorias, ya que existe un gran paralelismo entre los procesos de LTP/LTD y los procesos de
formaciéon de una memoria (Martin y Morris 2002; Izquierdo y col 2006). Del mismo modo que
existen memorias de corto y largo plazo, es posible inducir una potenciacién o una depresién de corto
plazo o temprana (e-LTP/e-LTD), independiente de transcripcidn y traduccion, y otra de largo plazo o
tardia (I-LPT/I-LTD), dependiente de transcripcién génica y de sintesis de nuevas proteinas
relacionadas con la plasticidad (PRPs) (Malenka y col 1999). El hecho de que la plasticidad sindptica

y los procesos de memoria compartan gran parte de la mecanistica y el bloqueo de la maquinaria
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molecular que impide el establecimiento de cambios pldsticos impida el establecimiento de
memorias de largo plazo, avalan fuertemente la idea de que los cambios plasticos en las sinapsis son
el sustrato de ciertas memorias (Bourtchouladze y col 1994; Guzowski y McGaugh 1997; Silva y col
1998; Taubenfeld y col 1999; Kandel 2001).

De hecho, para darle mayor sustento experimental a esta hipdtesis, distintos trabajos han
mostrado evidencias de cambios plasticos propios del LTP in vivo luego de un aprendizaje espacial
(Fedulov y col 2007; Chen y col 2007), en el aprendizaje de paradigmas aversivo-gustativo, aversivo-
contextual y espacial asociativo (Costa-Mattioli y col 2008) y también en paradigmas de
condicionamiento aversivo (Whitlock 2006). Mas actualmente, se reporté un fendmeno similar
registrado in vivo unas horas después del aprendizaje de la tarea de reconocimiento de objetos
(Clarke y col 2010).

La “hipdtesis de plasticidad sindptica y memoria” establece que esta plasticidad ocurre en
sinapsis apropiadas durante la formacidn de la memoria y que esto es suficiente y necesario para el
almacenamiento de la informacién que subyace al tipo de memoria, mediada por el drea cerebral en
la cual aquella plasticidad es observada (Martin y col 2000). Entonces, que se produzcan cambios
sindpticos especificos sin duda aumenta la capacidad de almacenamiento del sistema nervioso, pero
conlleva a tener que resolver la especificidad del proceso, écémo se establecen los cambios solo en
las sinapsis apropiadas? En 1997 Frey y Morris intentaron dar respuesta a este interrogante y
postularon la hipétesis del “Etiquetado Sindptico y Captura” (STC), proponiendo que los productos
de la expresidn génica son distribuidos a lo largo de la neurona, pero que su funciéon relacionada con
la fuerza sindptica ocurre solamente en aquellas sinapsis “etiquetadas” por una activacion previa,
debido a alguna estimulacién. El rol de esta etiqueta es el de capturar PRPs necesarias para establecer
un cambio duradero en la fuerza sindptica. Los primeros experimentos para evaluar esta hipdtesis
utilizaron rodajas de hipocampo y la estimulacién diferencial de dos vias, S1y S2, convergentes sobre
el mismo sustrato neuronal en la region CA1 hipocampal (Esquema 3). Una estimulacion de alta
frecuencia suave en cualquiera de las dos vias, o en ambas, fue capaz de generar Unicamente un e-

LTP. La tetanizacion fuerte y repetida, en cambio, fue capaz de inducir un I-LTP en la via estimulada.
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Lo llamativo fue que al estimular la via S1 con una estimulacién fuerte una hora antes o después de
una estimulacién suave en la via S2, se logré inducir un I-LTP en ambas vias. Esta conversion de LTP
temprano en tardio mostré dependencia de la sintesis de PRPs inducida por el estimulo fuerte, ya
que el bloqueo impidid la persistencia de la potenciacién. Un efecto similar fue observado en cultivo
de neuronas de Aplysia (Martin y col 1997). Y mas interesante aun, el mismo fenémeno se ha
comprobado in vivo. En un experimento realizado en ratas (Shires y col 2012), un e-LPT inducido por
una tetanizacién débil en la regién CA1 del hipocampo pudo ser convertido en |-LTP al realizarse una
estimulacién tetanica fuerte de una via independiente. Es decir que estimulos suaves combinados
con los fuertes son potencialmente capaces de inducir cambios duraderos siempre y cuando las
etiquetas sinapticas que generen interaccionen con las PRPS necesarias para estabilizar dichos
cambios. Estos modelos determinan que existe un periodo de tiempo acotado en el cual un estimulo
fuerte sobre una de las vias puede promover la formacidn de una potenciacién duradera en la otra
via. La ventana temporal se debe a la duracién de la etiqueta sindptica y la cinética de la sintesis y
distribucidn de las PRPs, como de la vida media de éstas en la célula; debe haber una convergencia
espacio-temporal entre dichos fenédmenos y es indistinto el orden en que son desencadenados (Frey
y Morris 1998; Martin y Kosik 2002).

En los ultimos afios, una serie de trabajos han combinado la induccion de LTP con intervenciones
conductuales. Ha sido demostrado que, en el hipocampo de ratas, la e-LTP se puede promover a I-
LTP por la exposicién a un ambiente novedoso (Liy col 2003; Davis y col 2004). Este efecto facilitador
se presenta en una ventana de tiempo acotada y no ocurre si el contexto es familiar. Se postuld
entonces que las PRPs, sintetizadas bajo la influencia de la novedad, pueden reforzar la e-LTP por un

III

mecanismo semejante al “etiquetado sinaptico”. En este sentido, el reforzamiento inducido por la
novedad es bloqueado por la administracion de un inhibidor de la sintesis de proteinas previo a la
exploracién del ambiente novedoso (Straube y col 2003). En otro trabajo, un LTP hipocampal pudo
ser reforzado por un entrenamiento en el holeboard (Uzakov y col 2005), donde los autores postulan

gue la sintesis de nuevas proteinas necesarias para la formacidon de esa memoria espacial contribuye

al mantenimiento del I-LTP.

32



A Electrodo de
4 registro

Electrodo de [ EEE—
Electrodo de _ /447; S2 Estimulacion e-LTP | I-LTP | | Cap.Sinaptica |
Estimulacion S1 (— CA1
‘a&},vvvvvvvat = -
\ /b,bb " %
: / s & i
X n T g w Ty m
g - %

Esquema 3. “Etiquetado sinaptico y captura”. A) Localizacidn de los electrodos de estimulacidn y registro en
un corte de hipocampo B). Esquema de la activacion sinaptica y los procesos de potenciacién utilizando la
hipotesis de "etiquetado sinaptico y captura". En el caso sefialado como “Cap. Sindptica” ambos contactos

sindpticos estableceran |-LPT.

Con ustedes, la hipotesis del etiquetado conductual

Nuestro grupo de trabajo lleva mas de una década investigando si un andlogo de la teoria de
STC ocurre en modelos de aprendizaje. Nos preguntamos si es posible formar una MLT de una
experiencia que normalmente habria producido una MCT, si es acoplada con otro evento que induce
la sintesis de proteinas en la misma poblacidn neuronal. El protocolo tipico para responder esta
pregunta se basa en una sesién de aprendizaje débil que no induce MLT, pero pensamos puede
establecer una etiqueta, que utilizara las PRPs proporcionados por un evento fuerte, para la
consolidacion de la memoria de la experiencia débil. Asi, demostramos que la combinacién de un
entrenamiento débil en El, que genera memoria de corto pero no de largo término, con la exposicién
a un campo abierto novedoso es capaz de promover la MLT de El (Moncada y Viola 2007). Ello solo
se observa si ambos paradigmas se desarrollan dentro de una ventana critica de tiempo, sin importar
el orden de los eventos. Al igual que los experimentos de Frey y Morris el efecto de la novedad sobre
la memoria de El es simétrico y acotado. Ademas, la induccidon de MLT de El puede ser bloqueada

con un inhibidor de sintesis proteica, evidenciando que la sintesis de PRPs debido a la exposicion al
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campo abierto es necesaria para promover el establecimiento de la MCT en una MLT (Moncada y

| "

Viola 2007). Esto sugiere una analogia comportamental del “etiquetado sinaptico y captura”,
ocurriendo in vivo y se ha denominado a este proceso etiquetado conductual (EC).

En trabajos posteriores realizados en el laboratorio fue observado que las proteinas provistas
por la exposicidon a un campo abierto novedoso promueven la MLT no solo para el paradigma de El,
sino de diferentes tareas de aprendizaje (Ballarini y col 2009, Moncada y col 2011). Y no solo la
exposicién a un campo abierto, sino que otras experiencias se describieron como eventos
proveedores de proteinas, que promueven recuerdos de otras tareas; por ejemplo la exploracién de
objetos en un contexto novedoso, probar un nuevo sabor, una sesion en el laberinto acuatico de
Morris, una exposicién en el paradigma de condicionamiento de miedo contextual que actie como
un recordatorio de un evento previo o también una tarea recompensada en el paradigma de
laberinto en T (Ballarini y col, 2009; Wang y col 2010; Dong y col 2012; Cassini y col 2013; Salvetti y
col, 2014). Incluso, investigaciones sugieren la existencia de un proceso como el EC operando en la
formacién de MLTs en humanos. Usando aproximaciones similares a las mencionadas, nuestro grupo
de trabajo analizé en estudiantes la memoria para actividades graficas o literarias al ser combinadas
con experiencias novedosas (Ballarini y col 2013). Los resultados indicaron que aquellos grupos de
estudiantes que tuvieron la posibilidad de asistir a una leccién novedosa sobre ciencia o musica
presentaron importantes mejoras en la MLT para cualquiera de las actividades. El efecto fue
observado cuando la situacién de novedad se presentd una sola vez y no en mas ocasiones (es decir
cuando se torné familiar), sea antes o después de la actividad grafica o la literaria, lo cual refleja que
ello sucede dentro de una ventana de tiempo acotada. En concordancia con estos resultados,
Schomaker y colaboradores (2014) expusieron, en una tarea de aprendizaje de palabras, que cuando
las personas atravesaron previamente la exploracidn virtual de un ambiente novedoso, este evento
mejoré la memoria de las palabras durante la fase de evocacidn. El trabajo de Dunsmoor vy
colaboradores (2015), por otro lado, apoya también un mecanismo de EC operando en humanos, al
mostrar que una experiencia saliente asociada con un aprendizaje débil mejora la MLT. En este

estudio realizado con adultos, los individuos fueron expuestos a imagenes de dos categorias y luego
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un shock fue pareado con imagenes pertenecientes a una de las categorias en particular; un nuevo
set de imdgenes fue mostrado y 24 hs después el test reveld una mejor memoria, selectivamente,
para las imagenes de la misma categoria que aquellas pareadas con el shock. Mediante este
condicionamiento observaron que eventos significativos pueden preservar selectivamente la
memoria de informacién que parecia insignificante en el momento en que se codificd, y que requiere
un periodo de consolidacion.

Como hemos visto a partir de trabajos de nuestro propio laboratorio como el de otros grupos,
tanto la novedad como otros eventos, son capaces de promover la formacién de gran cantidad de
memorias que de otra forma no existirian, al proveer las PRPs necesarias para la consolidacion. El
proceso de EC encuentra apoyo en paradigmas de memorias aversivas y no aversivas,
condicionamientos cldsico y operante, tareas de reconocimientos espacial, en memorias
dependientes de hipocampo y cortezas, y en estudios no solo hecho en modelos murinos sino
también en humanos, lo que sugiere fuertemente que el EC es un mecanismo de formacién de MLTs

(para una revisién detallada ver Moncada y col 2015).

Juego de palabras: ABC para el EC

La investigacidn realizada sobre las MLTs nos ha permitido postular la hipdtesis del EC y ampliar
los conocimientos sobre posibles mecanismos neurales que favorecen su formacién. Principal
fundamento de esta hipdtesis son los siguientes principios:

A) Elaprendizaje débil induce tanto MCT como etiquetas capaces de capturar PRPs. Un estimulo
fuerte e independiente, pero satélite al débil, induce sintesis de las PRPs. Su captura por las
etiquetas permite los procesos de plasticidad duraderos (MLT) selectivamente en los inputs

activados por el aprendizaje débil (Esquema 4)
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B) Tanto la etiqueta como las PRPs tienen una duracién transitoria.
C) Con el fin de capturar los productos, etiquetas y PRPs debe estar presente en el mismo sustrato
neural y al mismo tiempo.

A partir de estos tres postulados clave, emergen tres predicciones principales:
1. Los inhibidores de la sintesis proteica deben poner en peligro el mecanismo de EC
2. Si las PRPs llegan cuando la etiqueta ya ha caido, el mecanismo de captura no deberia funcionar.
3. Si las PRPs se sintetizan y se entregaron lejos del punto en el que las etiquetas fueron (o seran)

establecidas, el mecanismo de la captura no podria ocurrir.

ESTIMULO FUERTE APRENDIZAJE DEBIL ESTIMULO FUERTE
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Esquema 4. Proceso de etiquetado y captura. Una tarea de aprendizaje débil que solo induce MCT genera una
etiqueta. Por otro lado, otra experiencia de mayor saliencia induce la sintesis de proteinas. Si ambas tareas son
procesadas en las mismas estructuras cerebrales y dentro de una ventana de tiempo acotada, las etiquetas del

aprendizaje débil pueden capturar las PRPs y de esta forma consolidar la memoria duradera de esta experiencia.

Etiquetas y PRPs... ;Quién es quién?

De acuerdo con la hipdtesis del EC, podemos pensar la etiqueta como un conjunto de procesos
y cambios locales esenciales para que, en caso de acceder a las PRPs, la informacién de una
experiencia se almacene en dichos sustratos. Cualquier evento proveedor de PRPs permitira la
formacién de la MLT en aquellos lugares donde la etiqueta se mantenga intacta, pero si alguna

intervencién es capaz de interrumpir el establecimiento o mantenimiento de la etiqueta, generara
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amnesia. Considerando estas premisas, diferentes protocolos pueden llevarse a cabo para evaluar el
rol de algunas moléculas en la etiqueta y/o como inductores de la sintesis de PRPs. Por ejemplo, si se
combina un entrenamiento débil, capaz de generar una etiqueta del aprendizaje, con eventos lo
suficientemente salientes que sintetizan las PRPs, podemos identificar aquellos mecanismos
relacionados con la etiqueta aplicando farmacos en tiempos circundantes al entrenamiento débil, o
con la sintesis de PRPs, al aplicar inhibidores en momentos cercanos al evento fuerte. Si se genera
amnesia por escasez en la sintesis de proteinas, esperariamos que un segundo evento dador de PRPs
revierta la amnesia. Por otro lado, la administracion de drogas cerca del evento débil puede interferir
con la etiqueta y generar amnesia también, y en ese caso la provisién de PRPs no podra prevenirla ni
revertirla. Una alternativa adicional es estudiar situaciones de aprendizaje fuerte, que llevan a la
consolidacion de una MLT; por lo tanto no solo establecen la etiqueta sino que disparan las sintesis
de PRPs. La infusion de drogas proxima a este momento puede interferir con cualquiera de los dos
procesos, pero si un segundo evento es capaz de proveer nuevas PRPs y aun existen casos de
amnesia, posiblemente sea que tengan un efecto perjudicial sobre la etiqueta conductual.

Sea que estén involucrados actores iguales o diferentes en el establecimiento de una etiqueta
de aprendizaje y la sintesis de PRPs, una maquinaria de receptores, segundos mensajeros y proteinas
estructurales apuntan a ser parte de los mecanismos celulares capaces de sostener estos procesos.

El enfoque mas actual considera la etiqueta como un ensamble de moléculas que tienden a
modificar la morfologia de la dendrita (Martin y Kosik 2002; Frey y Frey 2008; Ramachandran y Frey
2009; Redondo y Morris 2011). ¢Cudles podrian ser los componentes? De acuerdo a experimentos
de plasticidad sindptica como de aprendizaje y memoria, dos caracteristicas resultan importantes de
la etiqueta: su establecimiento es independiente de sintesis proteica y su duracidn es transiente (Frey
y Morris 1997, Sajikumar 2007, Moncada 2011, Viola 2014). Las quinasas resultan targuets
interesantes debido tanto a su rdpida activacidn como su velocidad para modificar la respuesta de
receptores y la morfologia estructural; aCAMKII, PKA, and ERK 1/2 son candidatos muy adecuados
dado su papel bien estudiado en la formaciéon de MLTs (McGaugh 2000; Izquierdo y col 2006; Medina

y Viola 2018). Su rol fue evaluado en tareas de El y los resultados sugieren que aCAMKII y PKA, junto
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con PKMz, pero no las ERK 1/2, tienen un rol esencial en el establecimiento de la etiqueta conductual
(Moncada 2011). Sin embargo, las ERK 1/2 podrian ser especificamente requeridas para el
establecimiento de etiquetas sindpticas asociadas a procesos de LTD (Navakkode y col 2005;
Sajikumar y col 2007). Por supuesto, diferentes experiencias y aprendizajes pueden involucrar
diferentes mediadores. Otro cuerpo de datos acerca de la maquinaria de etiquetado proviene de
experimentos que estudian el papel del receptor de BDNF, TrkB. Ensayos realizados con paradigmas
de El y otros de electrofisiologia in vitro (Lu y col 2011) lo postulan como un potencial componente
de la etiqueta sinaptica y del aprendizaje.

En general todos los componentes propuestos como parte de la maquinaria de etiquetado en
los mecanismos de EC son consistentes con aquellos identificados en los modelos electrofisiolégicos
del etiquetado sinaptico (Sajikumar y col 2005, 2007; Redondo y col 2010).

En cuanto a las PRPs ¢ Cudles podrian estar involucradas? Una de las candidatas mas firmes es la
proteina asociada al citoesqueleto Arc, cuyo gen se activa luego de la estimulacion tanto a nivel de
LTP como de muchos tipos de aprendizaje (Barco y col 2008; Bramham y col 2010). Ha sido
demostrado que participa en la formacion y consolidacion de diversos tipos de memorias, procesadas
en distintas regiones del cerebro y que dependen de estimulos de modalidad variada. Mediante su
interacciéon con las proteinas que modifican la estructura del citoesqueleto en las terminales
dendriticas, Arc forma parte de los procesos de plasticidad sinaptica (Tzingounis y Nicoll 2006;
Bramham y col 2010; Wibrand et al. 2012). Un experimento interesante ha permitido observar
efectos deletéreos en la promociéon de la memoria de El al limitar con un mRNA antisense la cantidad
disponible de Arc, inducida por la exploraciéon a un ambiente novedoso, lo cual sugiere a Arc como
una de las PRPs necesarias para promocionar la MLT de El (Martinez et al. 2012).

Otras proteinas candidatas como PRPs son CREB y BDNF, justamente rio abajo de cascadas de
sefializaciéon que involucran moléculas como PKA (propuesta como parte de la etiqueta), claves en
procesos de plasticidad neuronal e involucradas en la consolidacion de distintas memorias
(Bourtchuladze y col 1994; Josselyn y col 2001; Lee y col 2004; Barco y col 2008; Bekinschtein y col

2013).
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Diversos estudios en los que un evento novedoso genera promocion de MLTs como dador de
PRP han apoyado la participacidn de los receptores de dopamina D1/D5 o beta-adrenérgicos, en la
induccion de las PRPs (Moncada 2015). En contraste, el estudio de receptores de glutamato del tipo
NMDA (NMDAR) en la tarea de El ha demostrado que son requeridos tanto para el etiquetado como

para los procesos que llevan a la traduccidn de proteinas (Moncada 2011).

Alien vs Depredador: 1a competencia de las memorias

La interaccion entre dos tareas conductuales no siempre deja como resultado la promocion de
la memoria. Como hemos visto en los estudios de Muller y Pilzecker realizados en humanos, la
memoria del aprendizaje de una nueva informacidn puede ser interrumpida por el aprendizaje de
otra posterior, y esto incluso fue lo que ellos postularon que seria la base del olvido en las tareas
cotidianas. Podemos pensar que la capacidad de almacenamiento del cerebro es limitada en cuanto
a plasticidad, numero de conexiones sindpticas o PRPs. Bajo la hipdtesis del EC hemos descripto que
la utilizacion de los recursos proteicos lleva a la estabilizacién de las memorias, pero el marco
conceptual de esta hipdtesis también contempla que haya competencia entre dos trazas mnésicas
para su consolidaciéon, cuando los recursos proteicos son limitados y/o se “disputan” entre las
terminales sinapticas activadas. Hallazgos recientes (Fonseca 2004; Govindarajan 2011) proveen
evidencias a favor de la existencia de competencia por PRPs entre sinapsis activadas. ¢Habra un
mecanismo similar a nivel conductual? Basado en esta idea, nuestro grupo de trabajo demostré que
un entrenamiento suave de El genera interferencia sobre la formacién de la MLT de exploracién a un
CA, experimentado anteriormente; de forma paralela, la MLT de la tarea aversiva fue promovida en
forma dependiente de la sintesis proteica inducida por el CA (Martinez y col 2012). Estos

experimentos sugirieron que, bajo sintesis limitada de proteinas, ya que las PRPs en este caso solo
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fueron inducidas por el CA, la MLT de una tarea se forma en detrimento de la otra, y proveen la
primera evidencia de los eventos moleculares subyacentes.

Trabajos mas recientes realizados en nuestro laboratorio han analizado los mecanismos
celulares de procesos de interferencia retrégrada utilizando los paradigmas de reconocimiento de
objeto novedoso y de objeto en contexto, en ratas. En estos experimentos se combinaron dos
entrenamientos fuertes en estas tareas y se observé que cuando dos trazas de memoria estdn siendo
procesadas, la segunda interfiere con la consolidacién de la primera. Los resultados sugieren
competencia por los recursos proteicos que ambas trazas de memorias necesitan para consolidarse,
requiriéndose ademas actividad del hipocampo dorsal y la corteza medial prefrontal (Martinez y col

2014, Villar y col 2016).

;De qué hablamos cuando hablamos de estrés?

Queda claro que la duracidn de las memorias no depende Unicamente del evento de aprendizaje
y revela la trascendencia de otros sucesos circundantes en el almacenamiento de una traza mnésica
(Moncada y Viola 2007, Ballarini y col 2009). Teniendo en cuenta el consenso en la literatura acerca
de los efectos modulatorios del estrés sobre las funciones cognitivas en general (McEwen and
Sapolsky 1995; de Kloet y col 1999; Fuchs y col 2006), y particularmente los procesos de aprendizaje
y memoria (Cahill y McGaugh 1996; Buchanan y Lovallo 2001, Roozendaal 2002; Joéls y col 2006;
McGaugh 2013; Lalumiere y col 2017), consideramos que un evento estresante puede influenciar la
formacidn de memorias a través de un proceso de etiquetado conductual. Postulamos que el estrés
es capaz de promover la formacién de una MLT a partir de una situacion de aprendizaje débil, al
proveer las PRPs necesarias, pero creemos también que puede perjudicar formacidon de una memoria
duradera inducida por un evento de aprendizaje fuerte, al competir por ellas. En esta tesis se

testearon estos supuestos.
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éPero que entendemos por estrés? El término se utiliza para referirse a los cambios fisiolégicos
y psicolégicos que experimentamos frente a estimulos, externos o internos, que alteran la
homeostasis. Al sensar estos estimulos o interpretar eventos como circunstancias adversas,
amenazantes, demandantes, o que representan un desafio fisico o cognitivo, una bateria de cambios
se producen en el organismo a favor de adoptar el comportamiento mas relevante para tal situacién
(de Kloet y col 1999; Ness y Calabrese 2016). Es una experiencia subjetiva, porque iguales eventos no
son percibidos igual por diferentes individuos.

Si una situacion es percibida estresante, neuronas del nucleo paraventricular del hipotalamo
sintetizan la hormona liberadora de corticotrofina (CRH), que genera liberacién de
adenocorticotrofina (ACTH) desde la hipdfisis (o glandula pituitaria) al torrente sanguineo. La ACTH
actua sobre la glandula adrenal e induce la liberacién de glucocorticoides (GC) desde la corteza
suprarrenal (Esquema 5). Ademas de la activacién de este eje, denominado HPA, es crucial la
activacion del sistema nervioso auténomo, que a diferencia del primero dispara una respuesta mas
rapida, permitiendo la liberacién de adrenalina y noradrenalina desde la medula de la glandula
suprarrenal, cuya accién periférica estimula indirectamente la produccién de las mismas
catecolaminas en el sistema nervioso central (Rodrigues y col 2009; Ness y Calabrese 2016). Los GCy
catecolaminas alteran la funcién de muchos tejidos con el fin de movilizar energia y satisfacer las
demandas que el evento estresante genera. Aumentan la frecuencia cardiaca y respiratoria, la
presidn arterial, movilizan la energia almacenada principalmente hacia las extremidades y el cerebro
y generan inhibicidn de procesos costosos como la digestién y la reproduccién. Ademas influencian
variados circuitos neuronales, donde se encuentran numerosos receptores para estas sustancias
(Prager y Johnson 2009). Incluso otras hormonas, neurotransmisores y neuropéptidos son liberados
luego de experiencias estresantes, lo que ayuda a los organismos a adaptarse exitosamente frente al

estresor y recuperar la homeostasis (McIntyre y col 2012).
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Esquema 5. Eje Hipotalamo- Pituitaria- Adrenal y activacion simpatica en respuesta

a situaciones de estrés.

Los receptores de glucocorticoides en el SNC

Las propiedades lipofilicas de los GC permiten que éstos atraviesen la membrana plasmatica de
las células y se unan a receptores intracelulares alojados en el citosol. Los GC se acoplan a receptores
de mineralocorticoides (MR) o de glucocorticoides propiamente dichos (GR), siendo la afinidad por
los MRs diez veces mayor que para los GRs (de Kloet 2005). Estos receptores son homdlogos en sus
dominios estructurales y poseen un sitio de unién al ADN. En presencia del ligando, sufren cambios
conformacionales que los disocian de proteinas chaperonas, homodimerizan y pueden translocarse
al ndcleo; alli se unen a secuencias especificas de ADN en el sitio promotor de varios genes, activando
o reprimiendo su transcripcion, o interactian con otros factores de transcripcion, controlando asi la
expresion génica (Beato y Sanchez-Pacheco 1996; Sandi 2004; Datson y col 2008; Zalachoras y col
2013). La unidon de los GC a estos receptores regula la transcripcion de genes relacionados a
transduccién de sefales, receptores sindpticos (como el receptor glutamatérgico AMPA) y también

modifica la expresién de proteinas relacionadas con la morfologia de la neurona (Groc y col 2008;
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Harrel y col 2004). De esta manera, los GC pueden directamente tener efectos sobre la plasticidad
estructural y la plasticidad sinaptica a través de mecanismos gendmicos.

Sumado a los receptores intracelulares, existen MRs and GRs localizados en la membrana (mMRs
y mGRs). Estos pueden afectar la expresion de ciertos genes a través de complejos, rio abajo, que
incluyen proteinas G y quinasas como ERK y JNK (Li y col 2001; Qiu t col 2001) Pero también pueden,
rapidamente y a través de mecanismos gendmico-independientes, modular otros procesos; por
ejemplo, los GC unidos a estos receptores aumentan la liberacion presinaptica de glutamato en
amigdala, hipocampo y corteza prefrontal y modulan el trafico de las subunidades del receptor AMPA
(AMPAR) en la post-sinapsis, lo que lleva a un aumento en la frecuencia de corrientes postsinapticas
excitatorias miniatura (Finsterwald y Alberini 2014). Afectando la conductancia de canales de iones
especificos, los mMMRs y mGRs pueden mediar efectos en la transmisién sinaptica y la excitabilidad
neuronal, y también regular la plasticidad, por ejemplo, alterando la cantidad de calcio presente en
las sinapsis, lo que podria determinar si se produce un LTP (Tasker y col 2006; Prager y Johnson 2009,

Groeneweg y col 2011; Sarabdjitsingh y col 2012).

Estrés: un modulador potente de los recuerdos

Si uno revisa la literatura, puede encontrarse con una gran variabilidad de efectos del estrés
sobre los procesos de memoria. Sin embargo, con el foco en distintos factores explicativos, varios
autores nos permiten actualmente generar una visidn mas clara e integradora sobre su interaccion.
Por ejemplo, gran parte de esa variabilidad puede ser explicada por la intensidad del estresor, y el
enfoque mas aceptado es que los niveles de estrés (o de las hormonas liberadas) inducen un efecto
de U invertida dosis-dependiente en relacidn con el aprendizaje, la memoriay la plasticidad (de Kloet
y col 1999; Joels 2006; Andreano y Cahill 2006; Finsterwald y Alberini 2014). Un segundo factor

relevante es la duracion del evento de estrés, observandose distintos efectos ante un estrés puntual
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que tiene lugar por poco tiempo en contraposicion a situaciones estresantes repetitivas (estrés
cronico), que suelen contribuir al desarrollo de patologias. Estas diferencias no solo son a nivel
cognitivo, sino que también afectan la estructura y funcién del cerebro (Sandi y Loscertales 1999; S.
Pinnock y Herbert 2001). Un tercer factor es la fase de la memoria en la cual el evento estresante se
presenta, teniendo en general efectos opuestos durante la consolidacion y la evocacién (de Quervain
2000; Roozendaal 2002; Abercrombie 2003; Kuhlmanny col 2005; Joéls 2011). Por otro lado, factores
como la controlabilidad y predictibilidad de los estresores, median el impacto psicofisioldgico del
estrés (Mineka y Hendersen 1985; Maier y Watkins 2005). Otro elemento que debemos tomar en
cuenta son diferencias propias entre individuos, como la edad o el sexo, por ejemplo, que parecen
ser importantes moduladores de la interaccion estrés-memoria (Shors 2004; Joéls y Baram 2009).
Para entender como el estrés afecta los procesos cognitivos, es importante también el contexto en
el cual el estrés es experimentado, es decir cual es la informacidn particular procesada. En general el
estrés facilita la memoria para material con saliencia emocional o para aquel con el cual esta
relacionado, respecto a informacién con contenido neutral (Sandi 1998; de Kloet y col 1999; Joéls y
col 2006; Payne 2006; Dunsmoor y col 2015). Finalmente, el tipo de estresor influenciard la poblaciéon
de neuronas y la clase de mediadores que participaran en la respuesta adaptativa de estrés;
estresores fisicos como la pérdida de sangre rapidamente reclutan regiones hipotalamicas y del
tronco cerebral, mientras que estresores psicoldgicos como los exdmenes principalmente involucran
regiones del cerebro vinculadas a la emocion (amigdala) el aprendizaje y la memoria (el hipocampo)
y la toma de decisiones (corteza prefrontal) (Joéls y Baram 2009).

La mayoria de los trabajos de investigacion en roedores estudian los efectos ocasionados por
los GCy se ha observado que la administracién de corticosterona intraperitoneal aumenta la MLT de
algunas memorias aversivas y espaciales (Sandi y col 1997; Okuda y col 2004; Abrari y col, 2009; Mc
Reynolds y col 2010). La administracion local en el hipocampo de ratas de agonistas o antagonistas
de los GR, por otro lado, ha demostrado modular la MLT de evitacién inhibitoria y del laberinto
acuatico de Morris (Roozendaal y McGaugh 1997; Roozendaal y col 1999). Esta reportado que las

neuronas del hipocampo de ratas expresan altos niveles de receptores para corticosteroides
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adrenales, como los MR y GR, los cuales ejercen efectos transcripcionales; incluso han sido
identificados los genes que responden a ellos en el hipocampo (Datson y col 2001, Prager y Johnson
2009). También se ha reportado que la actividad de los receptores de glucocorticoides de membrana
en el hipocampo media la acetilaciéon de la cromatina, lo cual seria una marca epigenética para el
mantenimiento de los procesos transcripcionales (Roozendaal y col, 2010). Resulta entonces posible
qgue el hipocampo responda al estrés directamente mediante la activacidon de dichos receptores
aumentando la sintesis de proteinas.

Los GC y la adrenalina liberados en respuesta al estrés actian también sobre el complejo
basolateral de la amigdala (BLA) aumentando la sefializacion noradrenérgica y afectando
positivamente la etapa de consolidacion (Roozendaal y col 2008; McReynolds y col 2010; Atsak y col
2015). La activacion o el bloqueo farmacolégico de la BLA modula la consolidacion de diferentes
clases de memorias a través de la interaccién con otras regiones del cerebro (McGaugh 2004;
Mclntyre y col 2005; Roozendaal 2009; McReynolds y col 2014). La hipdtesis de “etiquetado
emocional”, introducida por Richter-Levin y Akirav (2003), caracteriza la relevancia de factores
afectivos en la determinacién de procesos mnésicos. Con su foco en la activacion de la amigdala,
demuestra la modulacién de la plasticidad neuronal en otras regiones cerebrales involucradas en la
formacién de memorias emocionales.

En otros estudios, la presencia de un estrés agudo, como por ejemplo la restriccion por
inmovilizacién o un shock, generalmente facilita la consolidacién de la memoria adquirida; ello se ha
observado con distintos paradigmas de aprendizaje y memoria (Cordero y col, 2003; Rodriguez
Manzanares y col 2005; Sandi y Pinelo-Nava, 2007; Maldonado y col 2011; Uysal y col 2012). Sin
embargo algunos trabajos han obtenido los resultados opuestos (Inoue y col 2018, Yu y col 2018).

Evidencia adicional sobre el rol de los glucocorticoides deriva de estudios farmacoldgicos en
humanos. La administracién de cortisol previa a un aprendizaje sobre un repertorio de imagenes,
mostro reforzar la memoria gréfica, especialmente para aquellas imagenes con contenido emocional
(Buchanan y Lovallo 2001); interesantemente, esta ventaja en la memoria mostré ser dependiente

de noradrenalina, al ser prevenida por la administracidon de un beta-bloqueante (Cahill y col 1994).
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En otros estudios, la administracién oral de cortisol en tiempos cercanos al aprendizaje mejoré la
memoria tanto de informacidn neutra como de aquella con saliencia emocional (Abercrombie y col
2003), mientras la inhibicién de la sintesis de GC redujé la MLT para estas memorias (Lupien y col
2002; Maheu y col 2004).

Nielson y Arentsen (2012), por otro lado, examinaron los efectos de un estrés moderado
generado por la visualizacidén de un video, sobre una lectura realizada previamente al mismo o sobre
aquellas realizadas los dias anterior o posterior. Los autores demostraron una mejora en la MLT de
las personas que visualizaron el video estresante (respecto a los controles), especificamente para la
informacidon que habian aprendido previa a dicho video. Incluso, un trabajo realizado por Steidl y
colaboradores reveld la influencia de una circunstancia estresante en memorias procedurales; la
presencia de imagenes con contenido emocional durante un aprendizaje implicito permitié conservar
la habilidad aprendida por mayor tiempo que para las situaciones control, reflejando la importancia
de sucesos estresantes sobre memorias tanto declarativas como no declarativas. También se ha
estudiado el efecto del estrés sobre la reconsolidacion de la memoria en humanos y mientras algunos
trabajos proponen que el estresor tiene efectos positivos sobre la misma (Coccoz 2011; Finn vy
Roediger 2011) otros han encontrado distintos resultados (Cai y col 2006; Wang y col), requiriéndose
mayor investigacion.

Estudios sobre la interaccién estrés-memoria en dmbitos educacionales han sido integrados
recientemente por Vogel y Schwabe (2016). En este trabajo se toman en consideracion los efectos
del estrés sobre la consolidacidn, evocacion y actualizacién (reconsolidacién) de la informacion, como
la predominancia de estos efectos cuando el material aprendido tiene valencia emocional. Nuestro
grupo de trabajo tiene especial interés en entender como distintos eventos pueden modular los
aprendizajes dentro del aula y parte de esta tesis esta avocada a entender cual es el efecto de una
situacidn de estrés sobre la formacién o modulacion de una MLT cuando es experimentado a tiempos

cercanos a un aprendizaje.
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En conclusidon, la mayor parte de la bibliografia estudia el efecto de la administracién de
corticosterona, o evalla la accién de diversos farmacos administrados en hipocampo o amigdala, en
la modulacién de la memoria. Asi mismo, en muchos trabajos se investigan los efectos del estrés
sobre tareas con un componente estresante o saliente intrinseco. Menos estudiados se encuentran,
sin embargo, los efectos de un estrés extrinseco (a diversos tiempos anteriores y posteriores) sobre
un determinado evento de aprendizaje, donde la informacién codificada no necesariamente se
relaciona en contenido con la situacién de estrés. Recientemente fue propuesto que el estrés puede
mejorar la memoria de otras experiencias usando un mecanismo de etiquetado sinaptico y captura
(Bergado y col 2011). Sin embargo, un protocolo detallado para demostrarlo no ha sido realizado. En
un marco tedrico novedoso, intentamos entender globalmente como las experiencias vividas
interaccionan a nivel molecular en el sistema nervioso de los individuos. El planteo central y original
de esta tesis se basa en estudiar si una experiencia estresante induce la sintesis de proteinas, en qué
momento y de qué forma lo hace, buscando una explicacién que integra los conceptos de etiquetado
emocional (Richter-Levin y Akirav 2003) con los de etiquetado conductual (Moncada y Viola 2007) y

etiquetado sinaptico (Frey y Morris 1997).
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Objetivo general

Los recuerdos pueden verse afectados por distintas experiencias y es necesario identificar
cuales, y de qué manera, colaboran o interfieren con la adquisicion, el guardado y la evocacion de la
informacidn. Es nuestro objetivo contribuir en esta tematica, orientados a descubrir cdmo una
experiencia estresante conduce al hipocampo a un estado inductivo para el procesamiento de una
memoria débil.

El objetivo general de esta tesis doctoral consistid en evaluar si una experiencia estresante
puede generar una MLT inducida por aprendizajes débiles, temporalmente desfasados a ella, bajo
gué condiciones lo hace y de verse el fendmeno, investigar la existencia de un mecanismo de

Ill

“etiquetado conductual” en estos procesos de aprendizaje y memoria.

Comenzamos el trabajo estudiando en roedores los efectos de la exposicidon a una situacion
estresante sobre la promocidn de la MLT de reconocimiento espacial de objetos, y llevamos a cabo
experimentos farmacoldgicos para caracterizar los procesos que sugerimos subyacen a este
fendmeno. Luego evaluamos los efectos del estrés en una memoria diferente, de evitacidn

inhibitoria. El trabajo culminé investigando el impacto del estrés sobre aprendizajes dentro del aula,

en estudiantes de escuela secundaria.

Nuestros objetivos particulares fueron:

e Caracterizar conductualmente el fendémeno de promocion de MLTs por estrés: estudiar en
roedores si la MCT inducida por un entrenamiento débil (de REO o El) puede establecerse en
una MLT, al asociarse dicho entrenamiento con la exposicidn a un evento de estrés.

e Evaluar las curvas temporales de interaccion de los eventos.
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o Estudiar la dependencia de sintesis de proteinas y la participacién de receptores a hormonas
durante el proceso. Identificar proteinas necesarias para el fenédmeno de promocion.

o Evaluar el efecto del estrés en humanos: estudiar si un evento de estrés relacionado con la
ensefianza escolar tiene efectos promotores/modulatorios sobre la formacién de otras

memorias dentro del aula, y el curso temporal de este posible efecto.

Nuestra hipétesis postula que un evento de estrés presente antes o después de un aprendizaje
débil, que solo induce MCT, promovera la consolidacion de la MLT. Ello dependera de la sintesis de
proteinas inducida por el estrés, como de que éstas sean capturadas por una “etiqueta”, inducida
por el aprendizaje débil, en el sustrato neuronal activado. Dado que la etiqueta es de duracion
transiente, y la sintesis/ degradacion de las proteinas tiene una cinética determinada, predecimos
una ventana de efectividad dada por la convergencia de ambos fenémenos. En situaciones de
aprendizaje fuerte, en cambio, nuestra hipdétesis contempla que el estrés puede impedir la
formacién de memorias duraderas al competir por los recursos proteicos.

Basados en que muchos mecanismos de formacion de MLTs se encuentran evolutivamente
conservados, nuestra hipdtesis para los estudios llevados a cabo en el ambito escolar postula que

el estrés tendra efectos similares, pudiendo mejorar o perjudicar las MLTs en humanos.
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CAPITULOI:

Efectos del estrés sobre el aprendizaje y

la memoria en roedores
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MATERIALES
Y METODOS I



SUJETOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron ratas Wistar macho de 2-3 meses de edad, con un peso aproximado entre 200-350
gr. Para los experimentos en el paradigma de REO, se usaron animales provenientes de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires, mientras que para los protocolos
de El, los mismos fueron obtenidos desde la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UBA. Las ratas
fueron mantenidas en jaulas de rejas en grupos de cinco, a temperatura ambiental constante de 21°
C y bajo un ciclo luz/oscuridad de 12 h (encendiéndose la luz a las 7 am y apagandose 7 pm). Todas
tuvieron agua y comida disponible ad libitum.

Los animales fueron manipulados durante 2 minutos por dia, durante dos dias consecutivos,
antes de los experimentos. Todos los procedimientos cumplieron con la Guia de los Institutos
Nacionales de Salud para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Publicacién nro. 80-23,
revisada en 1996) y fueron aprobados por el Comité de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad

de Buenos Aires.

CIRUGIA Y ADMINISTRACION DE DROGAS

Los animales utilizados en los experimentos farmacolégicos fueron sometidos a cirugia para la
implantacién de canulas guias bilaterales de un calibre de 0.7mm (22G). Dicho proceso fue realizado
bajo anestesia, siendo los animales inyectados de forma intraperitoneal con una solucién de
ketamina (70 mg/kg) y xilacina (7 mg/kg). Las canulas fueron dirigidas con un marco estereotaxico a
la regién CA1 del hipocampo dorsal, segun las coordenadas del Atlas de Cerebro de Rata (Paxinos y

Watson 2007): eje antero-posterior: -3.9 mm, laterales: + 3.0 mm, eje dorso-ventral: -3.0 mm (desde
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la posicién de Bregma). Las canulas fueron fijadas al craneo con acrilico dental (Foto 1-izquierda) y
para evitar la obstruccién, una aguja con calibre de 0.3mm (30G) fue colocada dentro de la canula.
Durante la cirugia se suministré de manera subcutanea el analgésico Meloxicam (0.2 mg/kg) vy el
antibidtico Gentamicina (3 mg/kg). Se permitid que los animales se recuperaran de la cirugia al menos
durante cinco dias, antes de comenzar con los experimentos.

Para infundir las drogas se utilizé una aguja 30G un mm mds larga que la cdnula guia, inyectando
en el drea CA1 del hipocampo dorsal. Las agujas de infusion fueron conectadas mediante una
manguera de polietileno de 0.015” a una microjeringa Hamilton para dispensar los voliumenes
correspondientes de cada droga. La manipulacion de las ratas fue realizada delicadamente para
minimizar el estrés, pero restringiendo los movimientos de las mismas durante la infusién (Foto 1-
derecha). El tiempo de este proceso fue similar para todos los animales, con una demora total de 3
minutos en la administracion de los farmacos de manera bilateral: aproximadamente 30 segundos
para la inyeccion en si misma y 1 minuto adicional antes de remover la aguja de infusién para permitir
la difusion y evitar el reflujo, para cada lado. Las drogas fueron infundidas 15 min antes de la sesién

estrés.

Foto 1. Rata luego de la cirugia, con sus canulas implantadas de acuerdo con las coordenadas
correspondientes (izquierda). Durante la realizacién de los experimentos el animal se inmoviliza para la
infusién de las drogas, colocandose la aguja de infusion, conectada con la microjeringa Hamilton, en una

canula por vez (derecha).
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HISTOLOGIA

Luego de los experimentos, se realizaron controles histolégicos de la ubicacién de las cédnulas,
mediante la infusion de 0,8 pl/lado de azul de metileno al 5% (Esquema 6). Los animales fueron
decapitados y sus cerebros removidos y cortados en rodajas para chequear el drea de difusion, que
se registré en aproximadamente 1.5 mm?3 (Villar y col 2016). Solamente los datos de los animales con
las cdnulas ubicadas en el lugar correcto (95% de los casos) fueron incluidos en los analisis

estadisticos.
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Esguema 6. Corte de cerebro donde se observa la regién donde infundid el colorante (izquierda). Representacion
del area de infusion luego de las pruebas histoldgicas con azul de metileno. La regidon coloreada de gris

corresponde al area CA1 de hipocampo dorsal

DROGAS

Las drogas utilizadas fueron compradas a Sigma, St. Louis, MO, USA. Todas las dosis preparadas
fueron inyectadas en el hipocampo dorsal de ambos hemisferios de la rata. Los inhibidores de sintesis
proteica usados fueron Anisomicina (aniso, 80 pg/0,8 ul) y Emetina (emet, 50 pg/ul). La aniso fue
disuelta en HCl y diluida en solucidn fisioldgica; luego se agregaron dosis de NaOH a distintas

concentraciones hasta lograr un pH 7 en la soluciéon. La emet fue disuelta en solucion salina hasta
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lograr la concentracion adecuada. Tanto el antagonista de los receptores de mineralocorticoides
(MR), Spironolactona (spiro, 75 ng/ul) como el antagonista de los receptores de glucocorticoides (GR)
Mifepristona (mife, 20 ng/ul) fueron disueltos en DMSO y diluidos en solucion fisioldgica para lograr
una concentracidn final de DMSO 5%. Las dosis fueron determinadas por bibliografia previa (Korte y
col 1995; Moncada y col 2011; Xing y col 2014) y experimentos piloto realizados en nuestro
laboratorio. El anticuerpo para bloquear la actividad de BDNF (anti-BDNF, Chemicon, Temecula, CA;
AB1513P) fue diluido en solucidn fisioldgica para lograr la concentracién final (0,5ug/0,8ul) segun los

trabajos realizados por Slipczuk y col 2009.

PROCEDIMIENTOS CONDUCTUALES

++ Reconocimiento espacial de objetos (REO)

A través de la memoria de reconocimiento un individuo es consciente de que un estimulo ha
sido experimentado con anterioridad. Esto requiere que las caracteristicas percibidas de los eventos
sean identificadas y comparadas contra una memoria que contiene informacidn y caracteristicas de
los eventos previamente vividos (Steckler y col 1998). Si bien en roedores existen diversas tareas para
evaluar una memoria de reconocimiento, una de ellas utiliza la preferencia innata de los mismos por
la novedad sobre la familiaridad: luego de realizar una sola sesidon de entrenamiento en un contexto
se testea la capacidad de los roedores de reconocer caracteristicas nuevas, las cuales seran
exploradas preferentemente, sin ser requeridos refuerzos positivos o negativos. El aprendizaje en
esta tarea ocurre bajo condiciones relativamente bajas de estrés y alerta y se basa en

comportamientos espontaneos de los animales (Ennaceur y Delacour 1988).
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Particularmente, la memoria de reconocimiento espacial de objetos (REO), utilizada en el
desarrollo de esta tesis, demuestra la capacidad de aprender y detectar el desplazamiento en el
espacio de objetos previamente explorados. Si a una rata se le presentan objetos conocidos en una
posicién familiar (ya explorada) o novedosa (no utilizada anteriormente), pasara mas tiempo
explorando el objeto desplazado (nueva posicién) en relacidon con aquel estacionario, que nunca se
movio (Dere y col 2005).

Utilizamos para el desarrollo de estos experimentos una caja en la cual presentar a los roedores

objetos que en una sesidon posterior serian desplazados a una nueva localizaciéon (Foto 2).

iy

Foto 2. Contexto utilizado para evaluar reconocimiento de objetos en el espacio (REQO) (izquierda) La rata es

w“

¥

colocada dentro de la caja con los objetos y se mide el tiempo que los explora mediante cronometro manual

(derecha)

La caja utilizada es de acrilico, con 60 cm de largo, 40 cm de profundidad y 50 cm de altura. La
pared frontal de la caja es transparente y la trasera rayada con lineas blancas y negras, siendo las
paredes laterales blancas y con diferentes claves visuales. La habitacién donde tuvo lugar el protocolo
estuvo débilmente iluminada.

En el dia del entrenamiento (TR), dos objetos idénticos (se utilizaron en forma aleatoria objetos
de aluminio, vidrio o pldstico, todos con dimensiones similares) se incluyeron dentro de la caja,

cercanos a las dos esquinas adyacentes de la misma, en una linea paralela a las paredes de mayor
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longitud; las posiciones fueron: P1y P2 cuando los objetos se ubicaron cerca de la pared trasera, o
P3 y P4 cuando estuvieron mas préximos a la pared frontal transparente. Se les permitié a los
animales explorar la arena por 5 minutos en los entrenamientos débiles (REOd) o 10 minutos en los
casos de entrenamientos fuertes (REOf). Se registrd con crondmetros manuales el tiempo de
exploracién de los animales a cada objeto, definido como olfatearlo, tocarlo con la nariz o con sus
patas delanteras (Foto 2-derecha). Se excluyeron de los andlisis aquellas ratas que durante el TR
exploraron uno de los objetos mas del 65% del tiempo total de exploracidn (es decir el dedicado a
ambos objetos), ya que es requisito en esta sesidon no mostrar preferencias por alguno de los objetos
y/o sus localizaciones. Durante la sesion de testeo (TS), realizada 30 minutos luego (cuando se evalué
MCT) o 24 horas después (en caso de MLT), uno de los objetos fue cambiado a una posicidon nueva y
el tiempo de exploracién a cada uno de ellos se registré una vez mas (Esquema 7). La duracién de la
sesion de testeo fue de 2 minutos y se excluyeron aquellos animales que presentaron un tiempo total
de exploracién menor a 10 segundos. Los resultados se expresan como Indice de Preferencia: [Tiempo
de exploracidon de la posicion novedosa (Tn)- Tiempo de exploracion de la posicién familiar
(TF)1/[Tn+Tf]. Un indice positivo y significativamente distinto de cero indica memoria. En promedio y
de manera representativa, el tiempo total de exploraciéon de los animales controles durante un
entrenamiento de REOd se estimé en 51.04 +1.80 seg y 17.63+0.59 seg durante la fase de testeo.
Para cada uno de los sujetos experimentales, las posiciones de los objetos en el TR y su condicién de
familiar o novedosa durante el TS fue balanceada. La caja y los objetos fueron limpiados entre
ensayos.

Tomando en cuenta el trabajo de Roozendaal y col 2006, decidimos no exponer los animales a
la caja hasta realizar el TR, es decir que no hubo una etapa de habituacién al contexto. En el citado
trabajo, la administracion de corticosterona luego de un entrenamiento en la tarea de
reconocimiento de objetos mejord la memoria del mismo en ratas naive, pero no en aquellas
previamente habituadas y solo se observé un aumento de la memoria en estas Ultimas cuando fue
estimulada la liberacién de norepinefrina farmacolégicamente. Los autores sugirieren una

interacciéon entre los glucocorticoides y la activacién noradrenérgica inducida especificamente por
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las caracteristicas del TR, novedoso y saliente, siendo ello critico en el efecto de los glucocorticoides
sobre la consolidacion de la memoria. Como mencionamos anteriormente, durante los
entrenamientos para tareas de reconocimiento no hay estimulos recompensados ni castigo, sin
embargo, existe cierto nivel de “arousal”, que una habituacién al contexto previa y extensiva puede

atenuar (Okuda y col 2004).

P1 P2 P

P4

Entrenamiento Test

Esquema 7. Protocolo de REO. Los objetos se ubican dentro de la caja experimental en posiciones especificas
durante la sesion de entrenamiento (TR). En el testeo uno de los dos objetos se mantiene en la posicion original

(P1) y el otro es ubicado en una localizacion nueva (P2 = P4)

+»» Evitacion inhibitoria (El)

Se encuentra dentro de los paradigmas que se consideran condicionamientos operantes de tipo
aversivo, donde el animal asocia la ejecucion de una accidn propia con la recepcién de un castigo. La
memoria de evitacidn inhibitoria (El) representa la capacidad de aprender sobre el ambiente e inhibir
el comportamiento innato de exploracién por la llegada de estimulos aversivos. En este paradigma
las ratas se colocan sobre una pequena tarima dentro de una caja y cuando descienden para explorar
el ambiente reciben un shock eléctrico; de este modo cuando son colocadas nuevamente en la
tarima, inhibiran el comportamiento de descenso, eludiendo asi la llegada del estimulo negativo
(Izquierdo y col 1997; Giovaninni 2015). Resulta de utilidad la posibilidad de variar la fuerza del

entrenamiento cambiando la intensidad del shock aplicado.
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El aparato utilizado fue una caja de 60 cm de largo, 25 cm de profundidad y 30 cm de alto. En el
interior de la misma, en el extremo lateral izquierdo, se encuentra una tarima de 10 cm de largoy 5
cm de altura, sobre una serie de varillas de bronce (0.2 cm. de calibre, espaciadas 1.0 cm) que
conforman el piso de la caja y a las cuales puede aplicarse una corriente eléctrica.

En la sesion de entrenamiento se colocé a la rata sobre la tarima e inmediatamente después de
bajar de la misma, se le aplicé un shock eléctrico (Foto 3). La intensidad del shock fue de 0.30 mA,
con duraciéon de 2 seg, en los casos de entrenamientos débiles (Eld) o de 0.5 mA x 2 seg para los
entrenamientos fuertes (EIf). Se registro el tiempo que los animales tardaron en bajar a la grilla (con
sus cuatro patas) con un cronémetro acoplado al software, que permitio, a su vez, administrar el
shock. Se excluyeron de los analisis aquellas ratas que tardaron mas de 30 seg en bajar de la tarima,

por pasar un tiempo significativamente mayor que el promedio para esta fase de la tarea.

Foto 3. Caja utilizada en el paradigma de evitacién inhibitoria (El). Las ratas se colocan sobre la tarima negra
situada en el extremo izquierdo de la caja, por encima de la grilla de varillas que conforman el suelo (izquierda).
Durante el TR el animal explora la plataforma por unos segundos y al bajar las cuatro patas recibe una descarga

eléctrica en sus patas (derecha)

En la sesion de testeo (TS), realizada 15 minutos luego (cuando se evalué MCT) o 24 horas
después (en caso de MLT), se colocé nuevamente el animal sobre la tarima y se registré el tiempo
que demord en bajar a la grilla, pero esta vez en ausencia de shock (Esquema 8). Entre ensayos la

caja fue limpiada y desodorizada.
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Los resultados se expresan como Latencias: tiempo que demora la rata en descender de la
tarima durante el TS (medido en segundos). Si este valor es significativamente mayor a la latencia del

TR es indicativo de memoria (Moncada y Viola 2007).

f
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Entrenamiento Test
Esquema 8. Protocolo de El. Durante el TR la rata es colocada en la tarima y al descender recibe un shock
eléctrico a través de las varillas. En la sesion de TS se vuelve a colocar al animal en la tarima y si decide bajar,

no recibira el shock.

+» Campo abierto (CA)

El dispositivo consiste en una caja cuadrada de madera 50x50 cm, con 40 cm de alto. Las paredes
y el piso son negros y éste se encuentra dividido en nueve cuadrantes por lineas blancas (Foto 4).
Cuando los animales fueron expuestos al CA se les permitié la exploracion de la caja durante 5
minutos, bajo condiciones normales de luminosidad (Moncada and Viola, 2007). En este contexto las
ratas no mostraron signos de inmovilidad (freezing), sino que demostraron un tipico comportamiento
exploratorio espontaneo. Al comienzo del ensayo las ratas fueron colocadas en un cuadrante
perimetral y se registré la actividad locomotora y exploratoria durante los 5 minutos. El registro
consistio en medir la cantidad de veces que un animal cruza los cuadrantes (cruces) y el nimero de
episodios en los que adopta posicidn vertical, apoyandose en sus patas traseras, para examinar el
ambiente (exploraciones aéreas). La medicidn se realizé por minuto, durante los cinco minutos, y se
observé, como se esperaba, que el grado de habituacion del animal fue inverso al de exploracidn. En

promedio y de manera representativa, para un sujeto control la cantidad total de cruces (*SEM)
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durante la exploracidn fue de 98.38 + 3.11 y el numero de exploraciones aéreas de 49.19 + 2.27

(n=21).

Foto 4. Caja de CA. La actividad exploratoria del animal se determind registrando el nimero de cruces

(izquierda) y exploraciones aéreas (derecha) que realizé durante una sesion de 5 minutos

+* Plataforma elevada (PE)

La situacion de estrés, para aquellos animales asignados a estos grupos durante los
experimentos, consistié en la exposicion durante 30 minutos a una plataforma elevada (hecha de
acrilico blanco, con un cuadrante de apoyo de 20x20 cm y 80 cm de altura -Foto 5) bajo condiciones
de luz intensa blanca (Degroot y col 2004). Durante este tiempo, los animales mostraron signos
comportamentales de estrés (freezing, piloereccidn, orina y defecacién). En los experimentos
iniciales, luego de la sesidon de PE se extrajeron muestras de sangre de las ratas para medir los niveles
plasmaticos de corticosterona (mediante RIA). La presentacion de la PE en los experimentos

correspondientes se realizé antes o después del TR, lo que se especificara en cada caso.
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Foto 5. Exposicidn de las ratas a una plataforma elevada,

durante 30 min, bajo condiciones de luz intensa.

RADIOINMUNOENSAYO

Las muestras de sangre fueron obtenidas de animales expuestos a la PE (una vez finalizada la
sesion de estrés) o de animales naive. Las mismas fueron almacenadas en tubos conteniendo EDTA
6% hasta realizarse los ensayos para Corticosterona en suero con un kit especifico (ICN

Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA), tal como se describid previamente (Cymeryng y col 1998).

ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos de los datos comportamentales fueron realizados usando el software
Graph Pad Prism. Las diferencias entre grupos fueron determinadas usando el test t-Student no
pareado o ANOVA de un factor. Las comparaciones post-hoc utilizadas fueron los test de Newman-

Keuls (comparaciones multiples) o Dunnett (comparaciones contra el grupo control).
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RESULTADOS 1



En esta primera seccion de la tesis se mostraran los resultados obtenidos en roedores sobre la
formacidn de la MLT de REO y El bajo un entorno de estrés.

Con los experimentos reunidos a continuacidn nuestro objetivo fue caracterizar los fenémenos
de promocién de MLTs o eventos de competencia entre trazas mnésicas, evaluar requerimientos
temporales para la presencia de estos fendmenos como asi también, a través de aproximaciones

farmacolégicas, conocer los mecanismos subyacentes.

La plataforma elevada produce un aumento en el nivel de glucocorticoides

La activacion del eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) y la liberaciéon final de GC en
condiciones de estrés es una respuesta adaptativa que es fundamental para la supervivencia de todos
los vertebrados. Pero ademas de su respuesta homeostatica al estrés, el eje HPA exhibe un ritmo
diario caracteristico, con una secrecion maxima de GC que se produce antes del inicio de la actividad,
ayudando a preparar al organismo para las mayores demandas energéticas que enfrentara al estar
despierto. Este pico de GC se observa a la mafiana para los humanos y en la noche para los animales
nocturnos, como las ratas (Wotus y col 2013).

Independientemente de las oscilaciones diarias en el nivel de glucocorticoides, su liberacién
aumenta notablemente en respuesta a factores estresantes (Joéls y col 2003), como asi también lo
hacen las catecolaminas. Los niveles de GC aumentan dentro de un rango de minutos y vuelven a la
linea de base entre 60 y 90 minutos después de presentarse el estimulo estresante (Karst y col 2005).
La secrecion de estos neuromoduladores varia segun el grado y tiempo de exposicion al estrés, y
tiene influencia en variados circuitos neuronales de forma directa o indirecta, a través de distintos

receptores (Prager y Jonhson 2009; Finsterwald y Alberini 2014).
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En el presente trabajo decidimos utilizar una plataforma elevada (PE) como estresor agudo,
teniendo en cuenta estudios como el de Degroot et al (2004) y Kavushansky y Richter-Levin (2006),
donde se ven claros aumentos en los niveles de corticosterona (Cort), glucocorticoide enddégeno de
los roedores, con la exposicién de los animales a la PE.

En el primer experimento que llevamos a cabo, las ratas fueron asignadas al azar a uno de dos
grupos: el de los animales no expuestos a la PE y que denominamos control (CTR), o el de los animales
colocados en la PE durante 30 minutos (grupo PE). Para observar los niveles de Cort en plasma, como
un indice sistémico del estrés conductual, los niveles de la hormona fueron medidos mediante RIA
(Fig. 1) en ambos grupos. La medicion fue realizada una vez terminada la sesion de PE y se
confirmaron cantidades aumentadas de esta hormona en los roedores que atravesaron la situacion
estresante, encontrandose valores de 3.44 + 0.73 ug/dl en el grupo control y de 82.2 + 7.73 pg/dl en

el grupo de ratas expuesto a la PE (n=11; p<0.001 Test t-Student).
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Figura 1. La exposicion a la PE induce un aumento en los niveles de Corticosterona. Los animales del grupo
experimental (PE) fueron colocados durante 30 minutos en la PE, bajo condiciones de luminosidad intensa, y al
finalizar dicha exposicién se extrajeron las muestras de sangre para la medicién de Cort mediante RIA (n=6). Los
animales del grupo control (CTR) solo fueron manipulados y luego se extrajeron las muestras (n=5). Los datos
son expresados como concentracion de Cort en plasma sanguineo (ug/dl). Test t- Student, t9=10.96;

*%%p<0,001.
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El estrés agudo una hora después de un entrenamiento de REO que solo induce MCT,

promueve la MLT de esta tarea

La nueva informacidn adquirida puede ser guardada temporalmente en, por lo menos, dos tipos
diferentes de memorias, la MCT y la MLT (lzquierdo y Medina 1998; Vianna y col 2000). Se ha
propuesto que las MLT son almacenadas mediante cambios estables en las conexiones sindpticas que
modifican la actividad de determinados circuitos neuronales (Martin y col 2000) y que para que ello
ocurra se requiere el suministro de nuevas proteinas relacionadas con la plasticidad (McGaugh 2000).
Un aprendizaje saliente induce la sintesis de proteinas necesarias para su consolidacién (Schafe y col
1999; Quevedo y col 2004; Costa-Mattioli y Sonenberg 2008), sin embargo, nuestro grupo han
demostrado que es posible formar una MLT de una experiencia que normalmente habria producido
solo MCT, si es acoplada con otro evento que induce la expresidn génica y/o la sintesis de proteinas
en la misma poblacién neuronal, mecanismo al que hemos llamado EC, y que posteriormente ha sido
evidenciado en otros grupos de trabajo.

En principio, para estudiar este fenédmeno utilizamos el paradigma de REO en ratas. En este
protocolo experimental, la sesidon de aprendizaje o entrenamiento (TR) de los roedores consistio en
una sesion de exploracidn de 5 minutos de un contexto conteniendo dos objetos idénticos. En grupos
independientes de ratas, la memoria de posicion de los objetos fue testeada a 30 minutos luego del
entrenamiento, para evaluar MCT, o a 24hs cuando evaluamos una MLT. Un tercer grupo de ratas
fue expuesto a un evento estresante (PE por 30 minutos) una hora luego del TR, y testeado a 24 hs.
El horario de la situacidon estresante fue elegido en base a los estudios previos del laboratorio
(Ballarini y col 2009). En la sesién de testeo (TS) se re-expuso a los animales al mismo contexto, pero
con uno de los objetos desplazado respecto de su posicién inicial durante el TR. Los resultados fueron
expresados como un indice de preferencia, que compara la exploracién del objeto en la posicion
novedosa con la de aquel cuyo lugar no cambié. Un indice positivo y distinto de cero implica mayor
tiempo de exploracion del objeto en la posicién novedosa, y por lo tanto memoria.
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Como se observa en la Fig. 2 los animales del grupo MCT fueron capaces de formar una memoria
a corto plazo de la posicién de los objetos en el contexto en el que fueron entrenados. Sin embargo,
al testear a 24 horas luego del TR a un grupo independiente de ratas que tuvieron la misma
experiencia, no se observé una MLT (p<0.01 vs MCT). Denominamos a este entrenamiento, capaz de
formar MCT pero no MLT, como un entrenamiento débil (REOd). El grupo expuesto a la situacion de
estrés 60 minutos después del TR (MLT STR+60), si fue capaz de formar una memoria duradera

(p<0.05 vs MLT).
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Figura 2. Un evento estresante experimentado una hora después de un entrenamiento de REO débil promueve la
formacion de MLT. Un esquema del protocolo experimental es presentado en la parte superior de la figura. Los
animales fueron entrenados en el paradigma de REQO y grupos independientes de ratas se testearon a 30 min
(MCT, n=14) 0 24 h (MLT, n=19) luego del TR. Los animales MLT STR +60 (n=12) fueron expuestos a una PE 60
min luego del TR y testeados a 24 hs del mismo. Los datos son expresados como indice de Preferencia (+SEM).

Andlisis de Newman-Keuls luego del ANOVA de un factor, F(;,42)-5.838; *p<0.05 **p<0.01
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Estos experimentos muestran que un evento de estrés agudo induce la formacion de una MLT
para una tarea dependiente de hipocampo, en ratas entrenadas con un protocolo débil que solo es

capaz de generar MCT pero no de consolidar dicha traza.

El efecto promotor del estrés depende de la actividad de los receptores de

mineralocorticoides (MR) y glucocorticoides (GR).

Extensa evidencia indica que la activacién de los receptores de glucocorticoides en areas
especificas del cerebro, consecuencia de la liberacidn de estas hormonas en situaciones de “arousal”
o estresantes, media la modulacion que los glucocorticoides ejercen sobre la memoria (de Kloet
1999; McGaugh & Roozendaal 2002; Revest 2005; Prager y Johnson 2009). La regulacién de estos
procesos involucra tanto a los MR como a los GR, con distinta afinidad por los glucocorticoides.

Como la tarea de REO es un aprendizaje dependiente de hipocampo, se estudid si el fendmeno
de promocion de la memoria de REO, inducido por estrés, era dependiente de la actividad de los
receptores de glucocorticoides en esta estructura. De esta manera, administramos antagonistas de
GR o MR en la regién CA1 del hipocampo dorsal de las ratas y evaluamos si la promocion de la
memoria resultaba bloqueada. Las ratas fueron entrenadas en el protocolo de REOd y expuestas a
un evento estresante una hora luego del mismo (grupos STR+ 60). Las que no tuvieron estrés
formaron el grupo control (CTR). Grupos independientes de animales recibieron infusiones del
antagonista de los GR, mifepristona (mife), o del antagonista de los MR, spironolactona (spiro), o del
vehiculo (DMSO 5%), 15 min antes de la PE. El test fue realizado 24 hs después del TR. Los animales
expuestos a la situacidn estresante una hora luego del entrenamiento e inyectados con vehiculo,
generaron una MLT (p<0.01 vs CTR), tal como sucedid en los casos anteriores (Fig. 3). En contraste,

las ratas infundidas con mife o spiro no expresaron memoria (p<0.01 vs veh); estos grupos mostraron
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un indice de preferencia bajo y similar al obtenido por el grupo control. De esta forma, el fenémeno
de promocion fue bloqueado o prevenido.
Estos resultados nos permiten observar que la formacion de la MLT de REO inducida por el

evento estresante es dependiente de ambos receptores de glucocorticoides.
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Fig 3. El efecto promotor del estrés sobre la formacién de MLT de REO depende de la actividad de GRy MR en el
hipocampo dorsal. Un esquema del protocolo experimental es presentado en la parte superior de la figura. Los
animales del grupo STR+60 fueron expuestos a la PE 60 min luego del TR y recibieron intra CA-1 infusiones de
vehiculo (STR+60 veh, n=15), spironolactona (STR+60 spiro, n=10) o mifepristrona (STR+60 mife n=11) 15 min
antes de la PE. Un grupo de animales inyectado con vehiculo no fue expuesto a PE (CTRL, n=12). La MLT de REO
fue testeada 24 hs luego del TR. Los datos son expresados como indice de Preferencia (+SEM). Andlisis post-hoc

de Newman-Keules, luego del ANOVA de un factor, F(344)-7.074; **p<0.01.
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El efecto promotor del estrés depende de la sintesis de proteinas y de la actividad de

BDNF.

El aporte de nuevas proteinas, como hemos mencionado, es necesario para consolidar las MLT.
Tomando la hipétesis del EC como un posible mecanismo subyacente a la formacién de memorias
duraderas, proponemos que el evento estresante actlia como disparador de la sintesis de PRPs,
permitiendo la consolidacién de la memoria de REO luego de un entrenamiento débil.

De esta manera, distintos grupos de ratas fueron entrenados en el paradigma de REO, expuestos
a un evento estresante una hora luego del mismo y recibieron infusiones en la region CA1l del
hipocampo dorsal de anisomicina (aniso) o emetina (emet), ambos inhibidores de la sintesis proteica,
o de su vehiculo (sol. fisioldgica). Las infusiones fueron realizadas 15 minutos antes de la PE. El test
fue realizado 24 hs después del TR. En la Fig. 4A se observa que los animales expuestos a la situacion
estresante 60 min luego del TR e inyectados con vehiculo (STR+60 veh), a diferencia de los que no la
experimentaron (CTR), generan una MLT (p<0.001 vs CTR). Este efecto de promocion de la memoria
de REO es bloqueado con la infusion intrahipocampal de aniso (p<0.01 vs veh) o eme (p<0.05 vs veh).

Luego evaluamos el rol de la proteina BDNF en la promocién de la MLT de REO inducida por
estrés, mediante la administracién del anticuerpo anti-BDNF en la regidon CA1, 15 min antes de la PE.
Los resultados nos permitieron observar en los animales estresados infundidos con la solucién
vehiculo (STR+60 veh) la formacién de la MLT (p<0.001 vs CTR), mientras que en aquellos infundidos
con anti-BDNF la promocién de la MLT fue bloqueada (p<0.01 vs veh, Fig. 4B).

El fendmeno de promocidn de la memoria de REO observado en este trabajo, generado por la
exposicidn a una PE post-aprendizaje, es dependiente de la sintesis de proteinas en el hipocampo

dorsal y particularmente de la funcién de BDNF
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Figura 4. El efecto promotor del estrés sobre la formacion de MLT de REO es dependiente de sintesis de proteinas
y de la actividad de BDNF en el hipocampo dorsal. Los protocolos experimentales son presentados en la parte
superior de cada figura. A) Un grupo de animales fue expuesto a un REOd, inyectado con vehiculo a los 45 min 'y
testeado 23 h después (CTR, n=18). Los animales del grupo STR+60 fueron expuestos a la PE 60 minutos post-
REOd vy recibieron, intra CA-1, infusiones de vehiculo (STR+60 veh, n=25), anisomicina (STR+60 aniso, n=12) o
emetina (STR+60 emet, n=11) 15 min antes de la PE. La MLT de REO fue testeada 24 hs luego del TR. Los datos
son expresados como indice de Preferencia (+SEM). Andlisis post-hoc de Newman-Keules, luego de un ANOVA
de un factor, F362)-7.160; *p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 B) Un grupo de ratas fue expuesto al REOd, inyectado
con vehiculo 45 min luego y testeado a las 23 h (CTR, n=13), mientras otro grupo de animales fue expuesto a la
PE 60 min post-REQd y recibid infusiones intra CA-1 de vehiculo (STR+60 veh, n=9) o anti-BDNF (STR+60 anti-
BDNF, n=10) 15 min antes de la PE. La MLT de REO fue testeada 24 hs luego del TR. Los datos son expresados
como Indice de Preferencia (+SEM). Analisis post-hoc de Newman-Keules luego de un ANOVA de un factor, F,29)-

12.12; **p<0.01; ***p<0.001.
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Existe una ventana de tiempo acotada en que el estrés agudo promueve la formacién

de MLT de REO.

A continuacidn decidimos estudiar si la promocién de la MLT por el evento estresante ocurre
cuando es experimentado a otros tiempos alrededor del TR de REO. Postulamos que existe una
ventana temporal acotada dentro de la cual resulta efectiva la promocién de una memoria por un
evento de estrés.

Para testearlo grupos independientes de ratas fueron entrenados bajo el paradigma de REO y
expuestos a un evento estresante a diferentes tiempos pre o post entrenamiento: 30 o 60 minutos
antes del REOd o 30, 60 0 90 minutos luego del mismo. La memoria fue testeada 24 hs post-TR. Como
se observa en la Fig. 5, luego de un entrenamiento de REO de 5 min de duracién los animales control
(no expuestos a la PE) no generan MLT. Tampoco lo hacen aquellos animales con un estrés previo al
TR, independiente de si estos dos eventos fueron separaron 30 o 60 minutos, ni aquellas ratas que
experimentaron una situacion de estrés 30 o 90 minutos posterior al TR (p>0.05 vs CTR). Si
observamos MLT, tal como esperdbamos, en aquellas ratas que experimentaron estrés 60 minutos
luego de su entrenamiento (p<0.05 vs CTR), confirmando los resultados anteriores. Sugerimos
entonces que hay una ventana temporal critica en la cual el evento de estrés promueve la formacion
de memorias extrinsecas a él. Unicamente el estrés experimentado una hora luego de una sesién de

un entrenamiento que solo produce MCT, puede promover la formacién de su MLT.

El estrés experimentado una hora antes de un entrenamiento de REO tiene un efecto

prejudicial sobre la MLT de REO.

Una caracteristica del proceso de EC es que puede ser simétrico, lo que significa que el evento
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Figura 5. Hay una ventana de tiempo critica para el efecto promotor del estrés: solo experimentado una hora luego
de un entrenamiento débil promueve la formacién de la MLT de REO. Un esquema del protocolo experimental es
presentado en la parte superior de la figura. Los animales fueron expuestos a un REOd y grupos independientes
de ratas fueron colocados, o no (CTR, n=23) en una PE a diferentes tiempos cercanos al entrenamiento: 30 o 60
min antes (STR PRE -30, n=8 o STR PRE -60, n=13) o 30, 60 0 90 min después (STR POST +30, n=12; STR POST
+60, n=20; STR POST 490, n=12). La MLT fue registrada 24 hs después del TR. Los datos son expresados como
indice de Preferencia (+SEM). Analisis post-hoc de Dunnet, luego de un ANOVA de un factor, Fs g5-4.07; *p<0.05

vs CTR

gue proporciona las PRPs puede promover la formacion de una MLT independientemente de si se
experimento antes o después del aprendizaje satélite. Sin embargo, del analisis del curso temporal
de los efectos del estrés sobre la promocion de la MLT, hemos observado que la exposicién a la PE

60 min antes del REOd carece de efectos promnésicos. De hecho, el estrés experimentado a otros
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tiempos pre-TR tampoco indujo la formacién de MLT. Pensamos entonces que en estos casos la
exposicién al estrés puede estar afectando negativamente la induccion o el establecimiento de la
etiqueta de REO generada por el aprendizaje débil, y de esta manera impide formar la MLT.

Si la falta de memoria no estd relacionada con el suministro de PRPs sino con la etiqueta, el
efecto promotor del estrés no podria ser recuperado incluso con un evento adicional que brinde tales
proteinas, como por ejemplo la exploracion de un CA. La exploraciéon de un CA demostré promover
la MLT para una gran cantidad de tareas de aprendizaje diferentes, incluida la tarea de REO, a través
de la induccién de la sintesis proteica (Ballarini y col 2009; Moncada y col 2015). La hipdtesis del EC
postula que cualquier evento proveedor de PRPs permitira la formacion de la MLT en aquellos lugares
donde la etiqueta se mantenga intacta, la cual resulta esencial para determinar la informacién que
se almacenara, asi como el sustrato para hacerlo; si este marcado se interrumpe, generara amnesia
(Moncaday col 2015)

Para analizar esta idea, en esta parte del trabajo las ratas se expusieron nuevamente a un REOd
y adicionalmente a un CA. Entonces, un grupo de ratas fue sometido a un evento estresante 60 min
antes del TR, momento en que no es capaz de promover la memoria y una hora post-TR se les
permitié la exploraciéon del CA (grupo STR-60 CA). Otro grupo independiente de animales fue
entrenado y solamente expuesto al CA 1h luego del TR (grupo CA). El test de todas las ratas se realizd
a 24 hs post-TR. Como se observa en la Fig. 6A, la exploracién del CA 60 min luego del REOd indujo
MLT (p<0.05 vs CTR); sin embargo, en el grupo de animales que experimenta la PE 60 minutos antes
del TR, el efecto promotor generado por la exploracién del CA no fue observado (p<0.05 vs CA).

Por otro lado, si el estrés previo interfiere de alguna forma con la etiqueta del aprendizaje de
REOQ, entonces no permitiria tampoco la consolidacion de la memoria en un entrenamiento fuerte en
este paradigma, el cual genera MLT per se. Decidimos realizar este estudio en otro grupo de animales.
El TR fuerte (REOf) consistid en una sesion de exploracion de 10 minutos del contexto conteniendo
los objetos y el testeo se realizd 24 hs después. Un grupo de ratas fue expuesto a la PE 60 min antes
del REOf y el otro, utilizado como control, no atravesd esta experiencia de estrés. En la Fig. 6B

podemos observar que los animales que no tuvieron asociado al TR el evento estresante fueron
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capaces de formar una MLT, mientras que los animales estresados fueron amnésicos (p<0.05 vs CTR),
resultado que no pudo ser revertido por la exposicidon a un CA 60 min después del REOf (p<0.05 vs
CTR). La MLT de REO no fue afectada por exponer a las ratas a un CA 60 min después de un
entrenamiento fuerte (indice de preferencia (tSEM), CA: 0.23 £ 0.07 vs CTR: 0.21 £ 0.05, p>0.05 luego

de Test t-Student).
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Figura 6. El estrés experimentado 60 min antes del entrenamiento de REO previene la formacion de la MLT de esta tarea.
Los protocolos experimentales son presentados encima de cada figura. A) El estrés previo al REOd bloquea el efecto
promotor de un CA sobre la MLT de REO. Un grupo de ratas fue expuesto solo al TR (CTR, n=7), mientras otro grupo,
60 min luego del mismo, experimentd la exploracion de un CA (CA, n=10). Un tercer grupo se expuso, ademas del CA,
a una PE 60 min antes del REOd (STR-60 CA, n=9). La memoria fue testeada 24 hs después del TR. Los datos son
expresados como Indice de Preferencia (+SEM). Anélisis post-hoc de Newman-Keules luego de un ANOVA de un factor,
F(2,23)-5.187; *p<0.05 B) El estrés previene la formacién de la MLT de REO inducida por un TRf y el efecto no pudo ser
revertido por la exposicion a un CA. El grupo control de ratas (CTR, n=19) fue entrenado con un REOf. Un segundo
grupo fue colocado en la PE 60 min antes del TRf (STR-60, n=11) y un grupo diferente, ademas de la PE, explord un
CA 60 min post-TR (STR-60 CA, n= 13). La memoria fue testeada 24 hs luego del TR. Los datos son expresados como
indice de Preferencia (+SEM). Analisis post-hoc de Newman-Keules luego de un ANOVA de un factor, Fj40-4.517;

*p<0.05
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Finalmente nos preguntamos si el evento estresante previo al aprendizaje de REO afecta de
forma negativa solo y especificamente la formacion de la MLT, sin tener efectos sobre la adquisicién
de la informacién. De esta manera, expusimos a las ratas nuevamente a la PE 60 min antes de un
REOf (grupo STR-60) pero esta vez realizamos el testeo luego de 30 min para registrar MCT. La Fig. 7
muestra que tanto los animales estresados como aquellos que no fueron expuestos a la PE pueden
codificar la informacion y expresar MCT (p>0.05 vs CTR), lo cual sugiere que el efecto del estrés es

selectivo sobre el proceso de consolidacién de la memoria.
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Figura 7. El estrés no impide formar una MCT de REO. Las ratas fueron expuestas a un REOf (CTR, n=9) y un grupo
de animales fue adicionalmente colocado en la PE 60 min antes del TR (STR-60, n=14). La MCT se registro a los
30 min luego del TR. Los datos son expresados como indices de Preferencia (+SEM). Test t-Student, te1)=0.076;

p>0.05

El estrés experimentado una hora después de un entrenamiento fuerte de REO

interfiere con la MLT de REO.

En términos del EC, cuando un fendmeno de promocion ocurre, tanto el aprendizaje débil como

el evento que provee las proteinas necesarias para su consolidacion, son procesados en las mismas
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estructuras y dentro de una ventana de tiempo en comun. De esta manera, las trazas de ambas
experiencias se encuentran compartiendo un pool comun de PRPs, de las cuales el aprendizaje débil
puede beneficiarse.

En tales condiciones, sin embargo, si los diferentes eventos atraviesan un proceso de
consolidacion, puede generarse una competencia intracelular por los recursos, que definira cual de
las trazas de memoria se estabilizara en la red neuronal activada. Mecanismos de intercambio, de
interferencia y de captura resultan importantes para la consolidacidn de cambios plasticos, al menos
a nivel celular, y un fendmeno similar podria estar ocurriendo después de la adquisicion de nueva
informacion (Moncada y col 2015). En el laboratorio, por ejemplo, se han observado casos de
interferencia retrograda sobre aprendizajes que generan memorias duraderas al presentarse
consecutivamente nuevas tareas (Martinez y col 2014; Villar y col 2016).

En una ultima tanda de experimentos en el paradigma de REO, expusimos a las ratas a un
entrenamiento fuerte y este generd, tal como se esperaba, una MLT de la tarea; sin embargo, la
presentacién de una PE 60 min luego de dicho entrenamiento impidié la formacién de una memoria
duradera: los animales de este grupo (STR+60) mostraron indices de preferencia cercanos a cero y
diferentes a los animales no estresados (p<0.05 vs CTR, Fig. 8). Como la PE 60 min luego de un
entrenamiento débil de REO si promovid la formacién de una MLT (Figs. 2 a 5), este resultado no se
explicaria por impedirse la inducciéon o establecimiento de la etiqueta del aprendizaje de REO.
Antecedentes en nuestro laboratorio (Ballarini y col 2009) demuestran que la exposicion al CA tanto
una hora antes como una hora después del REOd induce la sintesis de proteinas y genera promocién
de la MLT de REO, por lo cual realizamos una exposicidn al CA previo al REOf con el objetivo de evaluar
si la etiqueta es o no afectada negativamente por la PE post-TR. Si el estrés la afecta, tal como se
planted para los experimentos anteriores, el CA no podra prevenir la amnesia, aun gatille la sintesis
de proteinas y aumente los recursos proteicos disponibles.

En un tercer grupo, entonces, las ratas fueron expuestas a una sesién de CA 60 minutos antes
del REOf y una hora luego del mismo se presentd la PE (grupo CA STR+60); la amnesia observada por

la con la PE fue revertida por el CA (p<0.05 vs STR+60, Fig. 8). Estos resultados sugieren que el estrés
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posterior a un REOf podria competir por los recursos proteicos propios del REOf. Adicionalmente,
evaluamos si el CA 60 min antes del REOf modifica la MLT del REO. Observamos que la presentacion
del CA no afecté la formacion de esta memoria (indice de preferencia (xSEM), OF: 0.17 + 0.06 vs CTR:
0.26 £ 0.06, p>0.05; Test t-Student).

De esta manera, la PE 60 min luego de una tarea de aprendizaje en el paradigma de REO puede
tener distintas consecuencias: si el entrenamiento es débil promueve una MLT pero luego de un
entrenamiento fuerte la perjudica, probablemente por proveer o competir por las PRPs,

respectivamente.
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Figura 8. El estrés 60 min después de un entrenamiento de REO fuerte impide la formacion de la MLT de REO y
este efecto es prevenido con la exposicidn a un CA. El esquema del protocolo experimental es mostrado en la
parte superior de la figura. El grupo control de ratas (CTR, n=18) fue expuesto a un REOf y un segundo grupo,
independiente, fue colocado en la PE 60 min después del TR (STR+60, n=12); un grupo diferente, ademas de la
PE, exploré un CA 60 min antes del REOf (CA STR+60, n=17). La memoria de REO fue testeada 24 hs después del
TR. Los datos son expresados como indices de Preferencia (+SEM). Analisis post-hoc de Newman-Keules luego

de un ANOVA de un factor, F44)=3.540; *p<0.05
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El estrés agudo una hora antes de un entrenamiento de El débil, que solo induce MCT,

promueve EI-MLT.

Con el objetivo de extender el estudio sobre las condiciones que posibilitan la formacion de
MLTs en situaciones de estrés, se utilizé un paradigma de aprendizaje diferente; evaluamos en esta
secciéon una memoria asociativa, de tipo aversiva.

Lo interesante en este tipo de aprendizajes es que la memoria subyacente a estas experiencias
se forma a partir de una situacidn que de por si tiene un grado de saliencia y estrés, que podria
facilitar su almacenamiento. De hecho, mediante distintos enfoques, se ha demostrado que el grado
de estrés experimentado durante el aprendizaje podria estar relacionado con la fortaleza de la
memoria que se forma (Sandi y Pinelo-Nava 2007). Asegurar la evocacion futura de estimulos que
resultaron aversivos y/o las estrategias desarrolladas para hacer frente a tales experiencias
representa una clara ventaja evolutiva. De esta manera nos preguntamos si una situacion de estrés
adicional, asociada a estos eventos, puede tener efecto en la consolidaciéon de una MLT en este tipo
de memorias. Estudiamos si el estrés afecta la formacién de una memoria aversiva y si hay diferencias
con los efectos que ejerce sobre memorias de reconocimiento, como vimos en la seccidn anterior.

En la tarea de El el animal aprende a inhibir sus tendencias innatas de exploracién, por asociar
dicha accion con la llegada de un estimulo nocivo. Durante la sesién de TR se colocé a los animales
sobre una pequeiia tarima dentro de la caja de El, y una vez que descendieron con sus cuatro patas
de la misma, se les aplicé un shock de 0.30 mA y 2 seg de duracién. En grupos independientes de
ratas la memoria fue testeada a los 15 minutos luego del TR, para evaluar la MCT, o a 24 hs para
analizar la MLT. Un tercer grupo de ratas fue expuesto a la PE, una hora antes del TR, y testeado a 24
horas. Tanto la intensidad y duracién del shock, como el horario de la situacién de estrés, fueron
elegidos en base a estudios piloto en el laboratorio y bibliografia (Moncada y Viola 2007; Moncada y

col 2011). Durante el TS, los animales fueron colocados nuevamente en la tarima dentro de la caja
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experimental, sin aplicarse el shock cuando bajaron a la grilla. Los resultados se expresan como
latencias, que representan el tiempo que el animal demora en bajar de la tarima durante el TS, el
cual, si es significativamente mayor a las latencias registradas en el TR, es indicativo de memoria.

Como se observa en la Fig. 9 los animales del grupo MCT fueron capaces de formar una memoria
a corto plazo sobre la experiencia aversiva; las latencias elevadas reflejan que los animales
permanecieron en la tarima, evitando el descenso, y son diferentes a las del TR (p<0.05). Sin embargo,
al testear a 24 horas un grupo independiente de ratas sujetas a la misma experiencia, no se observd
una MLT (p<0.01 vs MCT). Denominamos a este entrenamiento, capaz de formar MCT pero no MLT,
entrenamiento débil (Eld). El grupo expuesto a la situacién de estrés 60 minutos antes del TR (MLT
STR-60), si fue capaz de formar una memoria duradera (p<0.01 vs MLT).

Estos experimentos muestran que un evento de estrés agudo presentado previo al aprendizaje

de Eld induce la consolidacién de la informacién adquirida en la tarea.

El efecto promotor del estrés depende de la actividad de los receptores de

glucocorticoides (GR).

En un experimento posterior, evaluamos si el efecto promotor del estrés sobre la tarea de El
podia ser bloqueado al administrar antagonistas de GR en la region CA1 del hipocampo dorsal. El
aporte de nuevas proteinas es necesario para consolidar las MLT, élos receptores de glucocorticoides
podrian ser los mediadores de esta respuesta?

Las ratas fueron entrenadas en el protocolo de Eld y expuestas al evento estresante una hora
antes del mismo (grupos STR-60). El grupo control de ratas (CTR) no se sometié a la PE. Grupos

independientes de animales estresados recibieron infusiones de mifepristona (mife) o de solucidn
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Figura 9. Un evento estresante experimentado una hora antes de un entrenamiento de El débil promueve la
formacion de MLT. Un esquema del protocolo experimental se presenta en la parte superior de la figura. Los
animales fueron entrenados en el paradigma de El y grupos independientes de ratas se testearon a 15 min (MCT,
n=13) 0 24 h (MLT, n=14) luego del TR. Los animales MLT STR -60 (n=10) fueron expuestos a una PE 60 min antes
del TR y testeados a 24 hs del mismo. Los datos son expresados como tiempos de Latencia (+SEM). Analisis de

Newman-Keuls luego del ANOVA de un factor, Fp34)-7.05; **p<0.01 vs MLT; # p<0.05 vs TR

vehiculo (DMSO 5%), 15 min antes de la PE. El test fue realizado 24 hs después del TR. En la Fig. 10
puede observarse que, como era esperado, los animales CTR no mostraron retencién de la tarea
(p>0.05 vs TR) y aquellos que experimentaron la situaciéon de estrés una hora antes del Eld,
inyectados con vehiculo, si mostraron MLT (p<0.05 vs CTR); en cambio las ratas infundidas con mife
no expresaron dicha memoria (p<0.05 vs Veh).

Estos resultados permiten afirmar que los receptores de glucocorticoides en el hipocampo

dorsal son necesarios para la promocion de la MLT de El, inducida por la presencia del evento

estresante.
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Figura 10. El efecto promotor del estrés sobre la formaciéon de MLT de El depende de la actividad de GR en el
hipocampo dorsal. Un esquema del protocolo experimental es presentado en la parte superior de la figura. Los
animales del grupo STR-60 fueron expuestos a la PE 60 min antes del TR y recibieron intra CA-1 infusiones de
vehiculo (STR-60 veh, n=13) o mifepristrona (STR -60 mife, n=9) 15 min antes de la PE. Un grupo de animales
gue no fue expuesto a la PE se infundié con vehiculo (CTRL, n=8). La MLT de El fue testeada 24 hs luego del TR.
Los datos son expresados como tiempos de Latencia (+SEM). Analisis post-hoc de Newman-Keules, luego del

ANOVA de un factor, F(3,27)=5.15; *p<0.05 vs STR-60 veh; # p<0.05 vs TR

El efecto promotor del estrés depende de la sintesis de proteinas

Nuestra hipotesis propone que el aporte de nuevas proteinas es necesario para la formacion de
una memoria duradera y el evento estresante actuaria como disparador y dador de las PRPs
necesarias para la consolidaciéon de la memoria de El. Para poner a prueba dicha hipdtesis, en otra
serie de experimentos se estudié la dependencia del fenédmeno de promocidn por estrés a la sintesis
de proteinas. Grupos independientes de ratas fueron inyectados en la region CA1 del hipocampo

dorsal con inhibidores de sintesis proteica (aniso o emet) o solucién vehiculo (sol. fisioldgica.); 15 min
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luego se expusieron a la PE y pasados 60 min fueron entrenados en la tarea Eld (grupos STR -60). En
el caso de los controles, las ratas fueron infundidas con vehiculo y no fueron colocadas en la PE. El
test fue realizado 24 hs después del TR. En la Fig. 11 se observa que los animales que no atravesaron
la situacién de estrés tuvieron latencias similares a las del TR (p>0.05 vs TR), a diferencia de aquellos
estresados 60 min antes del Eld e inyectados con vehiculo (STR-60 veh), que generaron una MLT de
El (p<0.01 vs CTR). El efecto de promocion inducido por la PE fue bloqueado por la infusion
intrahipocampal de aniso o emet (p<0.01 emet vs veh; p<0.05 aniso vs veh), lo que se evidencia en

las latencias obtenidas por estos grupos, similares al grupo control.
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Figura 11. El efecto promotor del estrés sobre la formacion de MLT de El es dependiente de sintesis de proteinas en el
hipocampo dorsal. Los protocolos experimentales se esquematizan en la parte superior de cada figura. A) Los
animales se colocaron en la PE 60 min antes del Eld; un grupo recibid, intra CA-1, infusiones de vehiculo (STR-60
Veh, n=17) mientras otro fue infundido con emetina (STR-60 emet, n=12), realizdndose ambas infusiones 15 min
antes de la PE. El grupo control (CTR, n=13) fue expuesto al Eld sin pasar por la PE, pero recibié una infusién de
vehiculo. La MLT de El fue testeada 24 hs luego del TR. Los datos son expresados como Latencias (+SEM). Analisis
post-hoc de Newman-Keules, luego de un ANOVA de un factor, F(2,39)-6.37; **p<0.01 vs STR-60 veh; # p<0.05 vs
TR. B) Idem, solo que se inyecté aniso como inhibidor de sintesis proteica en lugar de emet; n CTR= 8, n STR-60
veh=13, n STR-60 ani=8. Analisis post-hoc de Newman-Keules, luego de un ANOVA de un factor, F27)- 6.40;

**p<0.05 vs STR-60 veh; # p<0.05 vs TR
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Estos resultados sugieren que el fendmeno de promocién de la memoria de El por un evento de

estrés es dependiente de la sintesis de proteinas en el hipocampo dorsal

Existe una ventana de tiempo acotada en que el estrés agudo promueve la formacién

de MLT de El.

Decidimos estudiar si la promocién de la MLT por el evento estresante ocurre cuando éste es
experimentado a otros tiempos alrededor del TR éExiste, como con el paradigma REO, una ventana
de tiempo acotada para este fenédmeno?

Un grupo de ratas se sometiéd al entrenamiento de Eld y adicionalmente tres grupos
independientes entre si fueron expuestos, ademas, a la PE antes o después del TR: un grupo se colocé
en la PE 60 min antes del TR (STR PRE -60), otro 30 min después del TR (STR POST +30) y el tercero
60 min después del mismo (STR POST +60), siendo todos los animales testeados a 24 hs post-TR.
Como se observa en la Fig. 12 los animales del grupo control (CTR), que no experimentaron la
situacidn de estrés, tuvieron latencias bajas y por lo tanto no evidenciaron MLT (p>0.05 vs TR). En
cambio, la PE 60 min antes del TR fue capaz de promover la formacion de una MLT de El (p<0.01 vs
CTR), fendmeno que no se observo cuando la PE tuvo lugar 30 o 60 min post-Eld (p>0.05 vs CTR).

Tal como sucedié en el paradigma de REO, existe una ventana temporal critica en la cual el
evento de estrés promueve la formacién de una memoria de El. Unicamente el estrés experimentado
una hora antes de una sesidon de un entrenamiento que solo produce MCT, puede promover la

formacion de su MLT.

85



|
l:l’J # 24 h DJ CTR
| | i |
lﬁl |:|_’J ' 24 h tl.J STRPRE
PE
lj_ !_J| ﬁ' . l:lj STR POST
o ~23h
140-
120- >
#
% 1004
o
e
—~ 80
&
2 60-
]
®
1 404
204 e — -1 -
0_
TR CTR - 60 +30 +60
STR PRE STR POST

Fig 12. Hay una ventana de tiempo critica para el efecto promotor del estrés: solo experimentado una hora antes
de un entrenamiento de EI débil, promueve la formacién de la MLT de El. El esquema experimental es mostrado
en la parte superior de la figura. Los animales fueron expuestos al Eld y grupos independientes de ratas fueron
colocados, o no (CTR, n=12), en una PE a diferentes tiempos cercanos al TR: 60 min antes (STR PRE -60, n=12) o
30 0 60 min después (STR POST +30, n=10; STR POST +60, n=6). La MLT fue registrada 24 hs después del TR. Los

datos son expresados como Latencias (+SEM). Analisis post-hoc de Dunnet, luego de un ANOVA de un factor,

F(3,39)-6.01; **p<0.01 vs CTR; # p<0.05 vs TR

El estrés experimentado una hora antes de un entrenamiento fuerte de El interfiere con

la MLT de El.

Otro aspecto del proceso de EC, como hemos visto ya, contempla competencia por los recursos
proteicos, en el caso que haya mas de una etiqueta capaz de capturar las PRPs y distintas trazas

intenten ser consolidadas. En estos casos, una de ellas puede resultar estabilizada en detrimento de

la otra.
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Asi como en el paradigma de REO llevamos a cabo experimentos para poner a prueba si dos
aprendizajes fuertes podian interferirse, en el protocolo de El buscamos responder la misma
pregunta. Para ello expusimos a un grupo de ratas a un EIf (CTR) y observamos que los animales
formaron una MLT de EI (p<0.05 vs TR). Sin embargo, la presentacion de una PE 60 min antes de
dicho entrenamiento en un grupo independiente de ratas (STR-60) redujo la memoria en este grupo,
ya que se vio una disminucion significativa de las latencias (p<0.05 vs CTR, Fig. 13). Estos resultados
sugieren que un evento de estrés previo al entrenamiento de El puede tener distintos efectos: es
beneficioso en caso de aprendizajes débiles y perjudicial cuando se encuentra asociado a

aprendizajes fuertes.
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Figura 13. El estrés 60 min antes de un entrenamiento fuerte de El reduce la MLT de El. El esquema del protocolo
experimental es mostrado en la parte superior de la figura. El grupo control de ratas (CTR, n=7) fue expuesto a
un EIf, mientras un segundo conjunto de animales fue colocado en la PE 60 min antes de dicho TR (STR-60, n=
8). El test de la memoria de El fue realizado 24 hs post-TR. Los datos son expresados como Latencias (zSEM).

Andlisis post-hoc Newman-Keules, luego de un ANOVA de un factor, F27)-47.48; ***p<0.001; # p<0.05 vs TR
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DISCUSION 1



Los eventos de estrés desencadenan la activacion del eje HPA, que conduce a la liberacién de
GC desde las glandulas suprarrenales, y una rapida respuesta del sistema nervioso simpatico,
mediada fundamentalmente por catecolaminas. La activaciéon de estas vias incide sobre varios
drganos y permite desarrollar una respuesta exitosa frente a la situacién estresante. En el cerebro
son activadas regiones especificas como el hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal, las cuales
se encuentran enriquecidas con los receptores de las hormonas de estrés (Deppermann y col, 2014;
Ness y Calabrese 2016). Alli, estas sefiales moleculares resultan en una serie de cambios funcionales
tales como alteraciones en la actividad sinaptica, organizacion dendritica y neurogénesis (de Kloet y
col 2005; Kim y col 2006; Howland y Wang 2008; Holmes y Wellman 2009; de Kloet 2014).

Existe una gran cantidad de estudios sobre los efectos del estrés en los procesos cognitivos,
destacdndose principalmente su participacidon en procesos de aprendizaje y memoria (Roozendaal
2002; Joéls 2006, Joéls y Baram 2009; Finsterwald y Alberini 2014). La influencia del estrés sobre el
almacenamiento de la informacién depende de variados factores: duracion del estresor, su
intensidad, en qué momento ocurre, qué informacién esta siendo procesada, entre otros. La
intensidad del estresor es uno de los factores criticos en su impacto en los procesos cognitivos, y es
conocido que, especificamente respecto a la memoria, ambos se relacionan como una U-invertida,
encontrandose la mdaxima capacidad de recordar una tarea cuando los niveles de estrés
experimentados son intermedios (ver review Finsterwald y Alberini 2014). Esta relacién fue descripta
originalmente por Yerkes y Dodson (1908), y enfatiza la importancia del grado de estrés, la
complejidad de los aprendizajes y las estructuras involucradas en el procesamiento de la memoria.
Distintos trabajos han apoyado que mientras una cantidad limitada de glucocorticoides llevan a
efectos positivos sobre la cognicién, una concentracidn muy elevada y la exposicidon prolongada a
ellos tiene efectos perjudiciales, explicAndose por qué situaciones de estrés pueden tener efectos

opuestos (de Kloet y col 1999; Joéls 2006; Lupien y col 2007).
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Asi mismo, la influencia del estrés depende de forma critica de la fase de procesamiento de la
memoria a la cual se asocia el evento estresante. La exposicidén a estresores a tiempos cercanos al
aprendizaje suele tener un efecto positivo en la consolidacidon de la memoria; sin embargo, se ha
observado que si el estrés es presentado antes de un test de memoria, en la fase de evocacion de la
informacidn, generalmente es experimentado un deterioro en la expresidon de los recuerdos
(Roozendaal 2002; McGaugh y Roozendaal 2002; Roozendaal 2004; Joéls 2011).

En muchos casos los estudios realizados sobre el estrés describen la modulaciéon que ejerce
cuando es intrinseco a la tarea de aprendizaje y preferentemente en relacion a la consolidacién de la
memoria (McGaugh 2013; Lalumiere et al, 2017). Se ha estudiado que aumentar la intensidad del
estrés durante un aprendizaje no solo suele mejorar las MLTs de distintas tareas (Sandiy Pinelo-Nava
2007), sino que acelera la consolidacion de sistemas y la generalizacidon de la memoria en un proceso
disparado por la liberacién de glucocorticoides y noradrenalina en el hipocampo (Pedrazay col 2016).
Una experiencia de estrés extrinseca, sin embargo, también afecta la memoria de aprendizajes
temporalmente asociados (Roozendaal 2000; Sandi y Pinelo-Nava 2007; Joéls y Baram 2009). Una
teoria unificadora descripta por Joéls y colaboradores (2006) establece que el estrés que ocurre
cercano a otro evento, ejerce su accién en algunos circuitos superpuestos y facilita el proceso de
aprendizaje y memoria. El estrés influye en la adquisicién de informacién no relacionada y lo hace de
una manera tiempo-dependiente, teniendo un efecto potenciador cuando es cercano al aprendizaje
y perjudicial o nulo cuando la separacién temporal es mayor (Cadle y Zoladz 2015). Estas afirmaciones
concuerdan con las premisas de la hipdtesis del etiquetado conductual, que considera como
requerimientos de la formacion de una MLT el establecimiento de una etiqueta o marca durante el
aprendizaje y la sintesis de proteinas necesarias para la consolidaciéon, las cuales pueden ser
generadas por el mismo aprendizaje o por eventos cercanos (Viola y col, 2014). Asi, en este trabajo
de tesis nos hemos propuesto estudiar si el estrés afecta positivamente diferentes memorias dentro
de una ventana de tiempo especifica al proveer las PRPs a los sitios etiquetados por el aprendizaje.

Postulamos también que el estrés podria impedir la formacién de una memoria “satélite” al afectar
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el establecimiento o configuracion de la etiqueta del aprendizaje o compitiendo por las PRPs
necesarias para la consolidacion.

En este capitulo de la tesis, encontramos que un estrés agudo por exposicién a una PE
presentado posterior al entrenamiento de REO tuvo un efecto promotor de la MLT, dentro de una
ventana de tiempo acotada y cuando estuvo asociado a un entrenamiento débil. El efecto promotor
del estrés fue bloqueado por inhibidores de la sintesis proteica, anticuerpos anti-BDNF y antagonistas
de los GR y MR, todos infundidos en el hipocampo dorsal previo a la PE. Cuando el entrenamiento de
REO fue lo suficientemente fuerte, en cambio, el estrés post-entrenamiento impidio la formacién de
la MLT de esta tarea. En contraste, el estrés experimentado previo al entrenamiento perjudico
especificamente la MLT de REO, sin afectar la MCT. Este efecto fue independiente de la fuerza del
entrenamiento y no pudo revertirse por la exposicidn a un CA, evento inductor de sintesis proteica.

Adicionalmente, observamos que un evento de estrés por PE fue capaz de promover la MLT de
El. Ello ocurrié6 cuando la PE se presentd antes del entrenamiento débil. La promocién fue
dependiente de la sintesis proteica y de la actividad de los GR en hipocampo dorsal (el rol de MR no
pudo ser testeado). Como ocurrié con la tarea de REO, la PE impidid la formacién de la MLT de El
cuando fue asociada a entrenamientos fuertes.

Nuestros hallazgos en la tarea de REO son consistentes con otros estudios que muestran que el
aumento de corticosterona post-TR mejora la memoria de tareas espaciales (Sandiy col 1997; Okuda
y col 2004). Asi mismo, se observé que una PE luego de un entrenamiento débil es capaz de promover
una de memoria de reconocimiento en ratas, a través de un mecanismo que involucra a los GR en la
amigdala, pero perjudica una MLT de reconocimiento ya consolidada (Maroun y Akirav 2008; Segev
y col 2012).

Los resultados observados en el aprendizaje de El también muestran congruencia con otros
trabajos donde la presentacion de estresores o el aumento de corticosterona previo al
entrenamiento puede mejorar la MLT de condicionamientos aversivos de la misma u otras tareas
(Cordero y col 2003; Manzanares y col 2005; Ganon-Elazar y Akirav 2009; de Oliveira Alvares y col

2010). Experimentos adicionales han mostrado que eventos de estrés o intervenciones
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farmacoldgicas post-TR cercanos al entramiento pueden ejercer influencia sobre la memoria del
condicionamiento aversivo pero los resultados son menos homogéneos (Sandi y Pinelo-Nava 2007,
Rodrigues y col 2009). En el trabajo realizado por Rau y colaboradores (2005), los autores sugieren
que al experimentar durante el aprendizaje eventos similares al estimulo estresante previo, la
respuesta al estrés se reactiva y ello puede facilitar o sensibilizar la percepcidn de estimulos similares
o incluso neutros que ahora se perciben como amenazantes. La idea de que estos aprendizajes
pueden ser mayormente sensibles a los estresores también es discutida en la revisidn realizada por
Raio y Phelps (2015), que propone que los circuitos neuronales subyacentes a la regulaciéon de
estimulos aversivos se superponen con los sistemas neuronales que organizan la respuesta y
recuperacion a la exposicion al estrés, de manera que experiencias como las aprendidas durante la
evitacién inhibitoria pueden ser especialmente sensibles a los efectos del estrés. La ventana de
tiempo en que el estrés tiene influencia sobre el aprendizaje de El podria y parece ser distinta a lo
observado para paradigmas no aversivos como los de REO.

La regulacién que el estrés ejerce involucra tanto a los MR como a los GR, los cuales poseen
diferente afinidad por los GCy parecen tener diferentes roles en la adquisicidn, guardado y evocacion
delainformacion (ter Horsty col 2012). La activacion de los MR regularia la fase inicial de codificacion
de lainformacidn, incluyendo la respuesta a la novedad, mientras que los GR serian mas importantes
en el proceso de consolidacidn. El grado de activacién de ambos receptores es critico en los efectos
del estrés sobre la cognicidén, observandose facilitacion de la memoria cuando los receptores de
mayor afinidad, los MR, se encuentran ocupados, y los GR, de menor afinidad, parcialmente
activados; la saturacion de los GR estd asociada a los déficits en la memoria (de Kloet y col 1999;
Lupien y col 2007). La infusidn post-training de corticosterona o agonistas de GR en hipocampo
particularmente ha mostrado influenciar distintos tipos de memorias (Roozendaal y McGaugh 1997;
McGaugh y Roozendaal 2002; Revest 2005) y estd ampliamente estudiado que estos receptores
tienen efectos sobre la transcripcion de genes en hipocampo, convirtiéndose ésta en una estructura
fundamental en la respuesta al estrés (Datson y col 2001; Prager y Johnson 2009; Roozendaal y col

2010). El aporte de nuevas proteinas es necesario para consolidar las MLT y nos preguntamos si los
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receptores de glucocorticoides podrian ser los mediadores de este proceso en los casos donde
observamos promocion por el evento estresante.

Nuestros resultados permiten observar que, en ambos paradigmas de aprendizaje evaluados,
la participacién de los receptores de GC es fundamental para la promocion de las MLTs, ya que
cuando son bloqueados previo a la PE, no se observa memoria ni para la tarea de REO ni la de El.
Proponemos que los GC inducidos por la situacion de estrés interaccionan con sus receptores en el
hipocampo dorsal y desencadenan la cascada molecular necesaria para la sintesis de nuevas PRPs,
requeridas para la consolidacién de la informacion. La infusién en hipocampo dorsal de inhibidores
de la sintesis proteica (anisomicina y emetina) previa a la exposicién a la PE ha mostrado revertir el
efecto promotor del estrés sobre la memoria, lo cual apoya el sugerido rol del evento estresante
como dador de las PRPs que permiten el reforzamiento de la traza y la consolidacion de la MLT tanto
de REO como de El.

Varias vias de sefializacion molecular fueron propuestas de ser inducidas por la activacién de GR
en el hipocampo, incluida la liberacidn de glutamato, el incremento en la expresion de GluAl
sindptico, como la fosforilacion de CaMKII, TrkB y CREB (Finsterwald y Alberini 2014). Dados los
efectos del pCREB sobre la transcripcion génica, la cual incluye el incremento del mRNA de BDNF y
Arc (Ying y col 2002; Barco y col 2005) vy los efectos transcripcionales y traduccionales de los GR y
MR en el hipocampo (Datson y col 2001; Roozendaal y col 2010), el estrés podria efectivamente
incrementar la expresion de la sintesis de proteinas. Es interesante destacar que el receptor de BDNF,
TrkB, fue postulado como un potencial componente de la etiqueta comportamental, siendo el BDNF
un candidato obvio a ser una de las PRPs (Lu y col 2011). Adicionalmente, hay resultados que sugieren
el rol de Arc, GIuAl y Homer -1a como diferentes moléculas que actian como PRPs (Moncada y col
2015).

Si bien se han identificado cambios en la expresién de numerosas proteinas en relacidn con
eventos de plasticidad sindptica y la formacién de memorias (Arthury col. 2004; Bramham y col 2008;
Alberini 2009), decidimos estudiar el rol de BDNF en la promocién de la memoria por estrés, dado

los antecedentes citados anteriormente, sus reconocidos efectos promnésicos y su rol tanto en la

93



formacidn de sinapsis como en la plasticidad sindptica (Lu 2014; Bekinschtein 2014). En el paradigma
de REO, demostramos que la infusion de anticuerpos anti-BNDF previo al evento estresante bloquea
la promocidn de la memoria, pudiendo ser una de las proteinas necesarias en la consolidacién de
esta tarea. En el trabajo de Revest y colaboradores (2014) fue reportado que el incremento en la
liberacion de GC por estrés induce la expresion de pro-BDNF y el activador tisular del plasmindgeno,
gue permite un procesamiento proteolitico adicional del pro-BDNF en BDNF. Asi mismo, ha sido
mostrado que la experiencia de un estrés de corta duracion puede inducir un aumento significativo
en los niveles de ARNm de BDNF en todo el hipocampo de rata, seguido de un incremento en el nivel
de proteina de BDNF, probablemente por los efectos de los GC en la liberacién de glutamato en el
hipocampo (Marmigére y col 2003). También se ha documentado el aumento de BDNF por la
activacion de GR (Cheny col 2012; Deppermany col 2014). En linea con nuestros resultados, estudios
mas recientes han demostrado que la amnesia generada por anisomicina en un paradigma de REO
puede ser revertida con la infusién de BDNF en el hipocampo dorsal, lo cual sugiere un importante
rol del BDNF como producto de la sintesis de proteinas requerida para la consolidacién de esta tarea
(Aarse y col 2016; Ozawa y col 2014).

Otro aspecto importante del proceso de EC es que la etiqueta establecida por un entrenamiento
débil puede utilizar las PRPs inducidas por un evento adicional que ocurra tanto antes del
entrenamiento como posterior a él. De acuerdo al modelo propuesto, las etiquetas y PRPs deben
estar presentes al mismo tiempo y en el mismo sustrato neural, sin importar el orden en que ocurra
la sintesis de dichas proteinas y el marcado de los sitios neuronales. Sin embargo, en este trabajo
hemos observado que mientras una PE experimentada por los animales 60 min luego del
entrenamiento débil de REO tuvo efectos promotores sobre la memoria, una PE presentada 60 min
antes del REO no permitié la promocidn de la MLT. Hallazgos previos utilizando distintos estresores
sobre la MLT de un laberinto espacial acudtico concuerdan con estos resultados (Kim y col 2005; Park
y 2008). El efecto negativo que observamos de la PE previa al entrenamiento de REO fue especifico
sobre la consolidacion de la memoria, permaneciendo la adquisicién y la expresion de la MCT intacta.

Ademas, este efecto no pudo ser revertido por la exposicién adicional a un segundo evento inductor
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de PRPs como es el CA, lo cual sugiere que la amnesia no se debe a que los recursos proteicos
necesarios en el proceso de consolidacion son limitados, sino probablemente a un efecto negativo
sobre la etiqueta del aprendizaje. La PE previa al REO puede estar impidiendo el establecimiento de
la etiqueta inducida por el aprendizaje e independientemente del suministro de PRPs por estrés, la
MLT de REO no puede ser consolidada porque no hay sitios marcados que capturen dichas PRPs. Una

|ll

posible explicacidn a este efecto del estrés considera el “priming” o precondicionamiento: un primer
cambio en la plasticidad sindptica condiciona un cambio posterior. Este fendmeno, referido como
metaplasticidad (Abraham y Bear 1996), si bien se definid y estudié inicialmente a nivel sindptico y
celular, resulta til para describir los cambios de plasticidad a un nivel mas global, referido como
"metaplasticidad conductual" (Schmidt et al, 2013). El establecimiento de la etiqueta no requiere
sintesis de proteinas, y estd basado en cambios postraduccionales y un reensamblaje del
citoesqueleto que lleva a cambios en la morfologia de las espinas dendriticas (Martin y Kosik 2002;
Frey Sy Frey J 2008; Ramachandran y Frey 2009; Redondo y Morris 2011). Sugerimos entonces que
los cambios sinapticos inducidos por la exposicién a la PE podrian afectar las modificaciones
sindpticas subsiguientes inducidas por un entrenamiento de REO, afectando la etiqueta y
conduciendo al detrimento en la formacion de la MLT de REO.

éPero por qué la PE previa al aprendizaje tiene efectos perjudiciales en la formacion de la MLT
de REO y no en lade EI?. La hipdtesis de plasticidad sindptica y memoria (Martin y col 2000) establece
que la actividad neural inducida por el aprendizaje dispara cambios en la fuerza de las conexiones
sindpticas y que esta plasticidad, en las sinapsis adecuadas, es necesaria para el almacenamiento de
la informacidn. Estos cambios pueden involucrar tanto una regulacién positiva como negativa de la
fuerza sindptica, y generar fendmenos de LTP como de LTD, respectivamente, que se asumen como
el mecanismo por el cual las trazas de memoria se codifican y almacenan (Martin y Morris 2002;
Izquierdo y col 2006). Bajo el marco de la hipdtesis de STC debe considerarse que las etiquetas
asociadas a procesos de LTP presentan diferencias moleculares a las inducidas por LTD (Navakkode y
col 2005; Sajikumar y col 2007; Redondo y col 2010) y ello podria responder porque el estrés tiene

diferentes efectos sobre aprendizajes distintos, lo cual se discute a continuacién.
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De acuerdo a la bibliografia, las tareas espaciales no aversivas inducirian fendmenos de
plasticidad similar al LTD. Registros en la regién hipocampal CAl en roedores con libertad de
movimiento muestran que aprendizajes sobre espacios novedosos disparan LTD enddgenos (Goh y
Manahan-Vaughan 2013). Especificamente el LTD fue observado en ratones que aprendieron sobre
constelaciones de objetos o fueron expuestos a la tarea de REO, sugiriendo un rol critico de este tipo
de plasticidad sindptica en la formacidn de la memoria hipocampo-dependiente. Estos resultados
acuerdan con el rol sugerido del LTD en el reconocimiento de objetos y la exploracién espacial en
ratas (Kemp y Manahan-Vaughan 2004, Dong y col 2012). Sin embargo, el aprendizaje de
condicionamientos tales como el de El esta relacionado con procesos similares a LTP (Whitlock 2006).

En la literatura se ha descripto que diferentes tipos de plasticidad sindptica podrian estar
asociados a distintos tipos de etiquetas en el sustrato neuronal. Cada una de las tareas de aprendizaje
utilizadas en esta tesis podria generar entonces etiquetas diferentes. Mediante experimentos
electrofisioldgicos bajo el modelo de etiquetado sinaptico se observé que la etiqueta asociada a
eventos de LTP requiere de la actividad de aCAMKII, PKA y PKMz. Por otra parte, ERK 1/2 es requerida
para el establecimiento de etiquetas asociadas a fendmenos de LTD (Navakkode 2005; Sajikumar
2007; Redondo 2010). Estos datos son consistentes con los resultados de Moncada y col (2011) donde
se ve que la etiqueta de El requiere aaCAMKII, PKA y PKMz pero no de las quinasas ERK 1/2.
Experimentos recientes en nuestro laboratorio, aiin no publicados, sugieren que la activacién de ERK
1/2 al momento del aprendizaje de REO es necesaria para el establecimiento de la etiqueta
conductual; en ellos observamos que la infusién en hipocampo dorsal de U0126 (inhibidor de MEKs
que activan ERK 1/2) previo a un entrenamiento débil de REO impide la promocién de la MLT inducida
por la exploracion de un CA. La actividad de aCAMKII, PKA, PKMz y ERK 1/2 pareceria ser requerida
por un periodo de tiempo acotado y distintas intervenciones pueden interrumpir el establecimiento
de etiquetas especificas.

Los eventos de estrés muestran resultados mas heterogéneos y algunos trabajos describen
cambios en la plasticidad hipocampal que lo asocian con el LTP mientras otros con el LTD (Blank y col

2002; Diamond y col 2004; Rodrigues y col 2009; Fan y col 2019). Esto podria depender incluso de
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distintas caracteristicas del estresor (Rodrigues y col 2009; de Kloet y col 1999). De cualquier forma,
dado que los paradigmas de aprendizaje de REO y de El parecen inducir mecanismos de plasticidad
sindptica opuestos, la interaccién previa con un evento de estrés agudo podria generar como
resultado que en un caso la PE obstaculice los eventos moleculares necesarios para establecer la
etiqueta mientras que en el otro no.

La hipotesis del EC postula que una Unica experiencia de aprendizaje con caracteristicas débiles
no puede inducir la sintesis de PRPs necesarias para el establecimiento de la traza, pero si puede
activar en el sustrato neuronal una etiqueta. Un segundo evento, fuerte e independiente, que afecte
la misma poblacidon neuronal sera entonces el que contribuya a la consolidacién de la memoria
brindado dichas PRPs, que seran capturadas por la etiqueta y permitiran los procesos de plasticidad
duraderos selectivamente en los inputs activados por el estimulo débil. Ello predice una ventana de
efectividad dado por la convergencia de proteinas, sintetizadas producto del estrés en nuestro
protocolo, y su captura hacia la marca inducida por el aprendizaje débil de REO o El, ya que tanto los
procesos de etiquetado como de sintesis/degradacion de PRPs tienen una duracién transitoria y una
cinética particular. Si las PRPs estan presentes cuando la etiqueta ya decayé el mecanismo de captura
no deberia funcionar (Viola y col 2014). Sugerimos que esta es la razon por la cual la PE 90 minutos
después de un entrenamiento débil de REO no promueve una MLT de esta tarea. Asi mismo, la
ausencia de promocién de la memoria de REO cuando la PE es experimentada 30 min antes o después
de la tarea podria deberse a que el estrés en ventanas de tiempo mds cercanas a este entrenamiento
impide el establecimiento y mantenimiento de la etiqueta de REO. Una ventana temporal critica pudo
observarse también para la promocidn de la MLT de El, pero diferente a la de REO; pensamos que si
las etiquetas son diferentes en cada uno de los aprendizajes experimentados, la interaccién con las
PRPs brindadas por el evento de estrés y la dindmica de estos procesos pueden ser disimiles en ambos
paradigmas. En el caso de la tarea de El la exposicién a una PE 30 o 60 minutos luego de un
entrenamiento débil no generd promocidn de la memoria y ello podria suceder de verse afectado el

proceso de etiquetado o por el decaimiento de la etiqueta respectivamente.
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Finalmente, la hipdtesis de EC predice que las etiquetas generadas por diferentes eventos y
localizadas en una poblacidon de neuronas en comun pueden competir en la captura de las PRPs
disponibles (Moncada y col 2015). Un entrenamiento débil que establece una etiqueta, pero es
incapaz de sintetizar PRPs, puede solamente beneficiarse con las PRPs provenientes de la experiencia
de otros eventos. Sin embargo, cuando dos eventos lo suficientemente salientes establecen sus
propias etiquetas e inducen sus propias PRPs, éstas podran ser capturadas hacia cualquiera de los
tipos de etiquetas establecidas, surgiendo una competencia por la formacién de MLTs. Sugerimos
que esto podria suceder en los casos donde la PE tuvo efectos perjudiciales sobre la MLT generada
por un aprendizaje fuerte. En la tarea de REO esto fue observado cuando la PE fue experimentada 60
min post-entrenamiento fuerte. De hecho, el suministro extra de PRPs por un CA 60 minutos antes
de dicho entrenamiento previene el efecto deletéreo, sugiriendo que la etiqueta gatillada por este
aprendizaje se encuentra activa y que las PRPs adicionales permiten recuperar la MLT. Por otro lado,
observamos que la PE tuvo efectos negativos sobre la MLT de El obtenida de un entrenamiento fuerte
cuando tuvo lugar 60 min antes del mismo. Es interesante recalcar que los tiempos a los que vimos
la modulacidn negativa del estrés sobre la MLT son los mismos en que se observan los fenédmenos de
promocién cuando los entrenamientos son débiles; ello apoya la existencia de una ventana especifica
y critica para la interaccidn particular entre el evento de estrés y el aprendizaje de cada una de las
diferentes tareas. Fendmenos de competencia de PRPs fueron observados a nivel celular entre
sinapsis activadas (Fonseca y col 2004; Govindarajan y col 2011) y también a nivel conductual; en
este Ultimo caso se observé que cuando una traza de memoria esta siendo consolidada, la ejecucién
de un segundo aprendizaje fuerte en otra tarea interfiere con la consolidacién de la primera
(Martinez y col 2014; Villar y col 2016).

En conclusién, nuestros resultados en roedores muestran que un estrés agudo afecta la
formacién de una memoria “satélite” de REO o El. Un evento de estrés una hora posterior a un
entrenamiento de REO es capaz de promocionar una memoria duradera, si la sesion de
entrenamiento es débil; sin embargo el mismo estrés impide la formaciéon de la MLT de REO cuando

el entrenamiento es fuerte. La experiencia estresante siempre previene la formacién de la MLT de
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REO cuando se experimenta antes de un entrenamiento de REO, sea éste débil o fuerte. En cambio,
un evento estresante una hora antes de un entrenamiento de El puede promocionar la memoria de
condicionamiento aversivo, si la sesidon de entrenamiento es débil, ya que si la sesion de aprendizaje
es fuerte el estrés modula negativamente la MLT. El estrés no permite la formacién de la MLT de El
cuando ocurre después del entrenamiento.

Hemos discutido nuestros resultados de acuerdo a las predicciones de la hipdtesis del EC, y en
este sentido, al sumar el marco conceptual del EC a los de "etiquetado sinaptico y captura" y
"etiquetado emocional”, surge un mecanismo fisiolégico global para explicar la promocion y los
efectos benéficos como deletéreos del estrés sobre la formacién de MLTs de aprendizajes no
relacionados, pero temporalmente cercanos.

En conclusién, nuestros resultados sugieren que los mecanismos celulares y moleculares
desencadenados por el estrés interaccionan en el hipocampo dorsal con los inducidos por el
entrenamiento, permitiendo o no la formaciéon de una MLT de REO o El, de acuerdo a las predicciones
del EC. Debido al rol protagénico del hipocampo en estos paradigmas de aprendizaje y memoria,
hemos estudiado los efectos del estrés a través de intervenciones farmacolégicas en dicha
estructura, pero debemos advertir que la respuesta de estrés es un fendmeno muy complejo que
involucra también a otras areas cerebrales. Los multiples efectos del estrés sobre la amigdala, por
ejemplo, y su impacto en regiones del cerebro con las cuales se conecta, incluido el hipocampo,
afectarian los diferentes procesos de plasticidad sindptica y memoria (Richter-Levin y Maroun, 2010;
McGaugh, 2013). Incluso la administracién de agonistas de los GR en corteza prefrontal medial ha
mostrado también tener efectos sobre la etapa de consolidacidon (Roozendaal 2009 JN) considerando

la importancia de esta estructura en los efectos del estrés.
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CAPITULO II:

Efectos del estreés sobre el

aprendizaje y la memoria en humanos
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MATERIALES
Y METODOS I1
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SUJETOS EXPERIMENTALES

637 estudiantes de entre 12 y 17 afios de seis escuelas diferentes de la Ciudad de Buenos Aires
participaron de las actividades, sin tener ninguno de ellos experiencias previas en las tareas
presentadas. En la seccién de resultados se incluye una tabla detallando las escuelas que
participaron, los cursos de estudiantes y otros detalles pertinentes.

El estudio fue llevado a cabo con la aprobacion del Comité de Etica de a Facultad de Medicina
de la Universidad de Buenos Aires, siendo los procedimientos revisados y aprobados por la maxima
autoridad de las instituciones educativas participantes. Asi mismo, un consentimiento fue firmado
por los padres de los estudiantes. Los estudiantes desconocian el protocolo de actividades, las
realizaron de forma anonima y existio la posibilidad de retirarse de las actividades en cualquier

momento que lo desearan.

FIGURA DE REY OSTERRIETH

Con el objetivo de estudiar los efectos del estrés sobre una memoria gréafica, elegimos
ensefiarles un dibujo a los estudiantes y evaluar la MLT formada del mismo. El protocolo que
diseflamos estuvo basado en el Test de la figura de Rey Osterrieth (Rey 1959; Ballariniy col 2013). En
éste test se presenta a los participantes una figura geométrica compuesta por 18 elementos
(Esquema 9), que luego seran evaluados segun la posicién y la forma en la que son realizados por
cada individuo. La eleccién de este paradigma se apoya en la existencia de una cuantificacion
estandarizada de los elementos que son parte de la figura y, por otro lado, en que resulta una imagen

desconocida en la curricula escolar, asegurandonos que la informacidn codificada por los estudiantes
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es nueva y no existe ningun “background” o experiencia previa que pueda ayudarlos a recordar mejor

esta informacién aprendida.

8: Lineas paralelas 9: Triangulo rectangulo

3: Cruz diagonal
/ 10: Segmento corto vertical

l:Cruz\

[ 11: Circulo con 3 puntos
P - .
@ _— 13: Triangulo
4: Linea horizontal L 4‘\ 16: Segmento horizontal

6: Rectangulo pequefio
sor
/ | L i
I

2:Rectangulo grande
externo / 12: Lineas paralelas

18: Cuadrado

7: Segmento corto

\

5: Linea vertical 17: Cruz

Esquema 9. Figura de Rey utilizada en los protocolos de aprendizaje en el aula. Consta de 18 elementos que se

analizaron segin como fueron copiados en el TR y cémo luego se dibujaron en el TS

En lo que llamamos el dia del entrenamiento (TR) los alumnos recibieron una hoja con la figura
de Rey y se les solicité copiarlo a mano alzada en la parte inferior de la misma (en blanco), en un
periodo de 5 minutos. Una vez finalizada la copia, las hojas fueron recogidas. El test (TS) de la MLT se
efectud 24 hs despues, al pedir a los estudiantes dibujar nuevamente, en 5 minutos, la figura de Rey,
para lo cual se les entrego una hoja en blanco (Esquema 10). Tanto las actividades del TR como las
del TS fueron dirigidas por los investigadores.

Finalizado el testeo, se analizaron los dibujos realizados y se calculé para cada estudiante cudl
fue el indice de retencién individual, tomando en consideracion cada uno de los 18 elementos
especificados anteriormente y comparandolos contra si mismos en la copia realizada el dia anterior.
Se analizé la ubicacidn, precisién y organizacion de los elementos de acuerdo al esquema de puntaje
estandarizado de Rey-Osterrieth’s (Shin et al 2006). Brevemente, cuando un elemento no es dibujado
obtiene un puntaje de 0 (nulo); si es dibujado pero en una ubicacién incorrecta y con errores, el

puntaje obtenido es 0.5 (bajo); si el elemento se encuentra en la posicidn correcta pero con errores,
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asi como en la posicién incorrecta pero dibujado con precisidn, el puntaje otorgado es 1 (medio).
Solo cuando tanto la ubicacién como el dibujo son correctos, sin errores, el puntaje es de 2 (maximo).
De esta manera, cuando la figura es dibujada a la perfeccidn se le otorgan 36 puntos (2 por cada uno
de los 18 elementos). Se calculé para cada estudiante, entonces, lo que denominamos /ndice de
Memoria: proporcion entre la performance obtenida en el dibujo realizado el dia del TS y la obtenida
al dibujar la figura en el dia del TR. Como podemos notar, la copia de la figura el dia del TR es
importante para nosotros, ya que si un elemento no es dibujado en ese momento no es evaluado en
el dia del TS. También cuantificamos los elementos con puntaje nulo, bajo, medio o maximo y
comparamos cada una de esas cantidades con la cantidad total de elementos, calculando de esta
forma la Proporcion de Puntajes obtenida por los estudiantes el dia del TS. Este parametro es un

numero entre Oy 1.

v

24 hs

Entrenamiento Test

Esquema 10. Protocolo para evaluar una memoria grafica en estudiantes. Durante el TR los alumnos realizan una
copia de la Figura de Rey Osterriett. Un dia después, durante el TS, se les pide a los alumnos volver a dibujar la

figura, segun lo que recuerden

Los estudiantes fueron asignados a diferentes grupos segun si tuvieron el dia del TR, o no, un
examen en el aula. Aquellos cursos que a tiempos anteriores o posteriores de la copia de la figura de
Rey (entre 0y 4 hs, segun el curso) tuvieron un examen curricular, por escrito, dentro del aula, fueron

asignados como grupos examen (EXM). Los cursos sin examen en el dia de la copia fueron
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denominados como grupos control (CTR). En el dia del TS, ninguno de los grupos tuvo examenes. El
examen en todos los casos fue establecido con anticipacion y aplicado por los docentes.

Se compararon entonces los indices de memoria y la proporcién de puntajes obtenidos entre un
grupo CTR y su grupo EXM. Siempre fue asignado a priori el grupo de estudiantes CTR a compararse
con el grupo EXM, ya que el objetivo fue analizar pares de cursos provenientes de la misma institucion
y con estudiantes en condiciones comparables (misma edad, con similares experiencias educativas y
ocurriendo el TR en el mismo dia y al mismo momento). De esta forma los pares comparados fueron
cursos del mismo afio escolar pero distinta division. En algunos casos trabajamos con escuelas con
tres divisiones por ano, y en esos casos una de las divisiones fue asignada como grupo CTR y las otras
dos resultaron grupos EXM diferentes, es decir con evaluaciones a distinto momento respecto de la
copia de la figura. Un dado grupo CTR siempre fue pareado y comparado con su grupo EXM
especifico.

Adicionalmente se registré y se tomo en cuenta para un analisis posterior, el sexo de los

alumnos.

EXAMEN

En una revisidn reciente acerca de las implicancias del estrés en clase, Vogel y Schwabe (2016)
discuten que los examenes pueden facilmente causar estrés en los estudiantes y que su intensidad
depende en parte de la demanda cognitiva que ellos representan y la multiplicidad con que son
presentados. Nosotros acordamos con estos conceptos y resaltamos la ventaja de nuestro protocolo,
donde no hay exdmenes masivos, sino una sola evaluacién en el dia en que los alumnos copian la

Figura de Rey; dichos exdmenes, ademas, fueron programados con anticipacién por cada profesor,
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siendo la fecha y el momento de evaluacidn conocido por los estudiantes, y consisten en testeos de
rutina con una demanda cognitiva moderada.

Incluso, al buscar informacidn sobre los niveles de estres reportados frente a distintos tipos de
estresores agudos, notamos que atravesar un evento de estrés psicosocial (con una duracion de unos
30 minutos, en nifios entre 9 y 11 afios) conlleva un aumento de cortisol promedio relativamente
pequefio (aumento promedio de 1.1 nmol/l). Los autores de este trabajo (de Veld y col 2014) se
refieren a este estresor como uno leve. Por otro lado, una situacion de estrés lograda en hombres y
mujeres (con edades entre 18 y 35 afios) por mantener el brazo en agua fria por 2 minutos, generé
un aumento de cortisol que duplicé el basal y fue considerado, nuevamente, como un evento
moderado de estrés (Hupbach y Fieman 2012).

Teniendo en cuenta estos datos, razonamos que los exdmenes representan para los estudiantes
situaciones de estrés moderado, y con esta premisa en mente evaluamos los efectos de un examen
sobre otro aprendizaje en el aula, en este caso la Figura de Rey-Osterrieth.

Para saber cuan estresantes resultaron los examenes en nuestro estudio particularmente,
decidimos llevar a cabo una encuesta entre los estudiantes. Si bien la manera ideal de medir el nivel
de estres inducido por los exdmenes es medir los niveles de cortisol de los sujetos que participaron,
esto planted la necesidad de tomar muestras de salivas de cada uno de los alumnos, un
procedimiento que requeria de otros permisos en el contexto en el cual llevamos a cabo la
investigacion. De esta manera, decidimos preguntar a los alumnos sobre el nivel de nerviosismo que
ellos sintieron durante el examen; en esta encuesta recogimos informacion del examen (materia
evaluada, momento del dia en que ocurrié, cuanto durd, etc) y le pedimos especificamente a los
estudiantes que elijan una cara dentro de una escala que contenia cinco opciones, redondeando con
un circulo aquella que representara mejor cual fue su estado al realizar el examen (Esquema 11). Esto

fue llevado a cabo en una muestra de la poblacion estudiantil (n=243).
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Muy  Medianamente Normal — Nervioso Muy
relajado  rejalado fervioso

Esquema 11. Escala con caras para que los alumnos identifiquen su nivel de nerviosismo al momento del examen;

dicha escala se valoro del 1 al 5, siendo 1 el nivel de nerviosismo mas bajo y 5 el mas alto.

Los examenes fueron sobre las principales asignaturas de la curricula secundaria (ej Matematica,
Biologia, Historia), fueron tomados por sus docentes, requirieron respuestas escritas a mano vy
tuvieron la misma duracidn (aproximadamente una hora). Los alumnos conocieron en todos los casos
la fecha de los exdmenes, pero no fueron advertidos de las actividades experimentales llevadas a
cabo por los investigadores, es decir que no supieron hasta el dia del TR que debian realizar una copia
de la figura de Rey ni tampoco fueron informados, una vez realizada esta actividad, que deberian
realizar un test de memoria al dia siguiente. No tomamos en cuenta el resultado de los examenes en

nuestro estudio, solo fueron considerados como estresores.

ANALISIS ESTADISTICO GENERAL

Los analisis estadisticos de los datos recogidos en las escuelas fueron realizados usando el
software Graph Pad Prism. Las diferencias entre grupos fueron determinadas usando el test t-Student
no pareado y ANOVAS de uno o dos factores (estas Ultimas para aquellos casos en donde ademads del

efecto de un examen, se estudid un posible efecto del género de los estudiantes).
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RESULTADOS 11
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En esta Ultima seccion se mostraran los resultados obtenidos en humanos acerca de la formacién
de memorias duraderas bajo un entorno de estrés.

Estudios previos en nuestro laboratorio fueron realizados en el ambito educativo con el objetivo
de conocer qué factores influencian el aprendizaje y la memoria dentro del aula y cudl es la forma en
que lo hacen. En estos estudios se ha mostrado que un evento novedoso dentro de la escuela
promueve la consolidacién de MLTs tanto de contenido literario como de una tarea gréfica (Ballarini
y col 2013). Andlisis de los requerimientos temporales o de la familiaridad o novedad del evento, por
ejemplo, han permitido sugerir que el mecanismo de EC puede ser subyacente a este fendmeno.

Otros trabajos realizados en contextos educativos (ver Vogel y Schwabe 2016) han mostrado
gue también el estrés tiene efecto sobre la memoria de aprendizajes realizados dentro del aula y nos
preguntamos entonces ¢Qué efectos tiene un estrés relacionado a la ensefianza escolar sobre la
formacién de otras memorias? éexiste un fendmeno de promocién por estrés sobre la memoria en
humanos? Si es asi, ¢podria explicarse mediante el EC? Los experimentos reunidos a continuacidn

han intentado responder estas preguntas.

Los examenes resultan situaciones de estrés moderado

Para evaluar los efectos del estrés sobre aprendizajes en el aula elegimos como factor estresante
la presentacion de examenes. Para determinar si los mismos fueron percibidos como estresores
durante nuestras actividades particularmente, decidimos llevar a cabo una encuesta entre los
estudiantes. En ella les preguntamos sobre el nivel de nerviosismo percibido durante el examen

realizado y les pedimos especificamente que elijan dentro de una escala con cinco opciones (con
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valor de 1 a 5 en sentido creciente de nerviosismo), aquella que representara mejor cual fue su
estado al realizar el examen.

Los datos mostraron que la media por curso estuvo entre los valores 2,5y 3,5. De esta manera,
pensamos que, en promedio, los exdmenes actuaron como factores estresantes moderados en esta

muestra de estudiantes.

Los examenes pueden tener efectos beneficiosos o perjudiciales sobre una MLT

grafica

El protocolo disefiado tuvo como objetivo testear una memoria grafica, y utilizamos para ello la
Figura de Rey Osterrieth. Durante el TR, esta figura fue entregada impresa en una hoja a todos los
estudiantes para que realicen una copia de ella. En el TS, 24 hs después, se les pidié dibujar lo que
recordaban. Tomando en consideracion la ubicaciéon y precision con que fueron dibujados los
elementos que componen la Figura de Rey se calculd para cada estudiante un indice de memoria.

La MLT se evalud en dos situaciones diferentes: cuando los cursos experimentaron un examen
escrito el dia del TR, a un tiempo en particular antes o después del aprendizaje de la figura (Grupos
Examen- EXM) y en cursos libre de evaluaciones (Grupos Control —CTR). Un determinado grupo CTR
siempre fue pareado y comparado con un grupo EXM especifico, asignado a priori.

Al analizar los resultados, notamos diferencias en los indices de memoria obtenidos en los
grupos de estudiantes CTR pertenecientes a diferentes instituciones educativas y observamos que el
examen parecia tener efectos diferentes dependiendo de este estado basal. Mientras algunos de los
grupos CTR alcanzaron un indice de memoria cercano a 0.5 (retencidn debil- CTRd), otros obtuvieron
valores cercanos o a 0.6 (retencion fuerte- CTRf). Los CTRd se compararon a través de un ANOVA de
un factor y no encontramos diferencias significativas entre ellos (F(s,150=0.74; p=0,62); lo mismo

sucedid entre los grupos CTRf (F(s,167) =1.72; p=0,12). Pero la comparacidn entre los CTRd y CTRf arrojo
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una diferencia significativa entre ellos (indice de memoria (:tSEM), CTRd: 0.49 + 0.01 vs CTRf: 0.59 +
0.01; t(12=6.65; p<0.001), razon por la cual estos grupos CTR fueron analizados por separado,
comparandose luego cada uno con sus correspondientes grupos EXM. Dentro de la misma institucion
educativa, los grupos CTR siempre pertenecieron al mismo tipo (es decir algunas instituciones
tuvieron CTRd y otras CTRf).

Luego, combinamos un mdaximo de dos pares de cursos de la misma condicién experimental
(igual momento del examen), en el que el tipo de control también era el mismo. Analizamos entonces
posibles diferencias entre los estudiantes de los grupos CTR y EXM.

Toda la informacién acerca de las escuelas involucradas, los cursos, edad y sexo de los
estudiantes, para todas las condiciones experimentales se muestra en la Tabla 1.

Al analizar la performance de los estudiantes en el TR, notamos que alrededor del 85% de los
participantes copiaron la figura por completo, mientras el 12% no copid un elemento y el 3% no copio
2 de ellos. Sin embargo, cuando comparamos mediante un ANOVA el indice de memoria entre los
estudiantes que copiaron la totalidad de la figura con aquellos que olvidaron algun elemento, no se
vieron diferencias significativas entre esos grupos, ni para los CTRd (F(2,53=1.24; p=0.30) ni para los
CTRf (F(2,55=0.04; p=0.96). De esta manera, la mayor parte de los estudiantes copian la figura en su
totalidad (u omiten solo uno o dos elementos) y no esperamos que sea un factor que genere cambios
en el indice de memoria de los estudiantes.

En la Fig. 14 se muestran los resultados obtenidos en el testeo de la MLT para los grupos con
CTRd. Todos estos controles mostraron un indice de memoria cercano a 0.5 y significativamente
menor a 0.6 (Test ‘t’ de una muestra vs 0.5: p>0.05; vs 0.6 p<0.05). De acuerdo con el momento en
que se realizd el examen, los grupos fueron asignados a distintas condiciones experimentales: -0, -
0.5, -1, -4 (cuando el examen tuvo lugar inmediatamente antes del TR, media, una o cuatro horas
antes) o +0.5, +1, +2 (cuando el exdmen se realizé media, una o dos horas post-TR). Los estudiantes
que experimentaron el examen 1 hora luego de la copia de la figura demostraron mejor retencion de

la misma, con unindice de memoria mayor que su grupo control (EXM+1 vs CTRd, t(s9=3.30

111



Tabla 1. Detalle sobre escuelas, cursos, edad y sexo de los estudiantes segln su condicién experimental

Escuela | Privado/Publico | Cursos Edad. Estudiantes | Estudiantes | CTR/ | Condicién | Debil (D)/
promedio sexo F Sexo M EXM Extal (h) Fuerte (F)

1°A 13 11 12 CTR -4 F

1°C 13 9 12 EXM -4 F

1°B 13 10 6 CTR -1 F

SA Privado 1°A 13 12 5 EXM -1 F

1°C 13 12 7 EXM -1 F

2°C 14 6 15 CTR 1 F

2°B 14 11 8 EXM 1 F

3°P 14 0 19 CTR -0.5 F

3°J 14 0 17 EXM -0.5 F

3°P 14 0 20 CTR +0 F

SJP Privado 3°S 14 0 19 EXM +0 F

5°J 16 0 18 CTR 4 F

5°E 16 0 11 EXM 4 F

5°C 16 0 6 EXM 4 F

4°11 16 10 10 CTR -0.5 F

4°10 16 10 6 EXM -0.5 F

CNBA Publico 1°11 13 8 9 CTR 0.5 F

1°8 13 18 7 EXM 0.5 F

1°11 13 9 9 CTR 1 F

1°7 13 18 14 EXM 1 F

1° CBU 13 17 1 CTR -4 D

1°A 13 7 13 EXM -4 D

4°CBU 16 14 5 CTR -0.5 D

ATE Privado 4°A 16 8 6 EXM -0.5 D

3°CBU 15 10 5 CTR -0 D

2°CBU 14 11 7 EXM -0 D

5°CBU 17 13 4 CTR 1 D

50A 17 10 10 EXM 1 D

2°C 14 9 15 CTR -1 D

2°S 14 16 8 EXM -1 D

1°S 13 13 4 CTR 0.5 D

EP Privado 1°C 13 13 13 EXM 0.5 D

1°S 13 13 4 CTR 2 D

1°B 13 10 4 EXM 2 D

5°S 17 6 10 CTR 2 D

5°C 17 4 6 EXM 2 D

P Privado 5°A 17 5 8 CTR 1 D

5°B 17 5 5 EXM 1 D
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p<0.01). Los otros grupos EXM, cuyos estudiantes tuvieron un examen pre-TR o a otros tiempos post-
TR mostraron indices de memoria similar en comparacidn con sus respectivos grupos control (EXM

vs CTRd correspondiente, p>0.05).

Copia Test
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Condicion experimental (h)

Figura 14. Un examen puede tener un efecto positivo sobre la MLT de una tarea grafica dentro de una ventana de
tiempo acotada. Un esquema del protocolo experimental se muestra en la parte superior de la figura: se pidié a
los estudiantes que copiaran la Figura de Rey y, excepto en los grupos CTRd, un examen escrito fue realizado por
ellos antes o después de la copia. El momento de la copia es el tiempo cero y las condiciones experimentales,
expresadas en horas, indican la distancia temporal de los exdmenes respecto al mismo. La MLT de esta figura
fue testeada 24 h después. El indice de Memoria se muestra como la media + SEM para los grupos controles
(CTRd, barras blancas) y para los grupos que tuvieron un examen a diferentes tiempos alrededor del TR (EXM,
barras negras). El nimero de participantes se escribe en cada barra. Test t-Student, CTRd vs. grupo EXM

respectivo; **p<0.01
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En la Fig. 15 se muestra la performance en el test de la MLT para los grupos con CTRf. Todos
estos controles mostraron un indice de memoria cercano a 0.6 y significativamente menor que 0.5
(Test ‘t’ de una muestra vs valor 0.6 p>0.05; vs valor 0.5 p<0.05). De acuerdo con el momento en
que los estudiantes tuvieron su examen, se separaron distintas condiciones experimentales: -0.5, -
1, -4 (cuando el examen se realizd6 media, una o cuatro horas antes del TR), o +0, +0.5, +1, +4 (cuando
el examen ocurrié inmediatamente después del TR, media, una o cuatro horas mas tarde). En
contraste con la mejoria en la MLT observada en los resultados previos (Fig. 14), la presencia de un
examen tanto antes como después de la copia de la figura redujo significativamente el indice de
memoria de los grupos EXM con respecto a sus correspondientes CTRf (EXM vs CTRf correspondiente,
a -1h: t(s0)-2.33 p<0.05; -0.5h: t(59)-2.24 p<0.05; +0h: t(37)-3.98 p<0.001; +0.5h: t(41)-2.92 p<0.01; +1h:
t(89)-2.78 p<0.01). Solo cuando el examen tuvo lugar 4 horas antes del TR o 4 horas después, este
efecto negativo sobre la MLT no fue observado (p>0.05 vs CTRf correspondiente).

Estos resultados muestran que un examen, experimentado durante el horario normal de
escuela, puede mejorar o perjudicar la MLT de una tarea grafica independiente, realizada también
dentro del aula, cuyo contenido no esta relacionado con los del examen. Ademas, la modulacién que

ejerce el examen sobre la MLT grafica ocurre dentro de una ventana critica de tiempo.

Los efectos del examen sobre la MLT grafica son independientes del sexo de los

participantes.

El background genético de los individuos, la edad y el sexo son factores que pueden tener
influencia en la respuesta de estrés generada. Todos estos factores crean una matriz compleja de
moduladores, mediadores y del tipo de respuesta de estrés resultante (Sandi y Pinelo-Nava 2007;

Joéls y Baram 2009).
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Figura 15. Un examen puede tener efecto negativo sobre la MLT de una tarea grafica en situaciones de aprendizaje
fuerte. Un esquema del protocolo experimental se muestra en la parte superior de la figura: se pidi6 a los
estudiantes que copiaran la Figura de Rey vy, excepto en los grupos CTRf, un examen escrito fue realizado por
ellos antes o después de la copia. El momento de la copia es el tiempo cero y las condiciones experimentales,
expresadas en horas, indican la distancia temporal de los exdmenes respecto al mismo. La MLT de esta figura
fue testeada 24 h después. El indice de Memoria se muestra como la media + SEM para los grupos controles
(CTRf, barras grises) y para los grupos que tuvieron un examen a diferentes tiempos alrededor del TR (EXM,
barras negras). El nimero de participantes se escribe en cada barra. Test t-Student, CTRf vs. grupo EXM

respectivo; *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001

Tomando en cuenta que durante nuestras actividades hemos usado un rango de edad pequefio
y la historia genética de cada individuo es un factor incontrolable en este estudio (suponemos, de
cualquier modo, que las diferencias individuales quedaran atenuadas al tener una cantidad grande
de representantes de cada grupo), si nos parecio interesante examinar si el sexo de los estudiantes

podia generar diferencias en los efectos del estrés sobre la MLT grafica. Varios estudios han mostrado
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que el estrés puede repercutir diferente en hombres y mujeres (Shors 2004 LM; Cadle y Zoladz 2015;
Oyola 2017; LoPilato2019).

En esta oportunidad, analizamos los indices de memoria teniendo en cuenta el sexo de los
estudiantes que participaron de las actividades. En cada condicidn experimental se separaron los
datos segun si el estudiante pertenecia al sexo masculino (M) o femenino (F). En un primer analisis
(Fig. 16) comparamos los grupos CTRd y CTRf y notamos que mas alla de las diferencias ya descriptas
entre ambos, los indices de memoria resultaron similares para los estudiantes M y F en cada uno de
estos grupos (ANOVA de dos factoresi2ss); Firipocontroy=57.45, p<0.001; Fsex0y=0.001, p=0.98; Finteraccion)

=1.97, p=0.16).
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Figura 16. Las diferencias observadas en la MLT de los CTRd y CTRf son independientes del sexo de los estudiantes.
Los resultados de los estudiantes que participaron como CTR (sin exdmenes) fueron analizados por separado
segln el género de cada individuo. El indice de Memoria se muestra como la media + SEM para los grupos CTRd
(barras blancas) y para los CTRf (barras grises) separandose los estudiantes del sexo masculino (M, barras lisas)
y femenino (F, barras rayadas). El numero de participantes se escribe en cada barra. ANOVA de dos factores,

***p<0.001

Examinamos también si la diferencia de memoria inducida por el exdmen 1 h luego del TR, en el
caso de los estudiantes con grupos CTRd, mostraba alguna diferencia entre sexos. Lo que observamos

(Fig. 17A) fue que el aumento en el indice de memoria en el grupo EXM+1 fue similar tanto para M

116



como para F (ANOVA de dos factoresise; Fiexamen=11.89, p<0.01; F(sex0=0.04, p=0.85;
Flinteraccion/=7.75€-5, p=0.99). A los demas tiempos evaluados para grupos con CTRd (Fig 17 B-G),
tampoco hubo diferencias en la retencién de la figura entre M y F de cada condicidn experimental
(p>0.05 para efecto de examen, sexo e interaccion). Solo en uno de los casos, aquellos estudiantes
que tuvieron su examen 4 horas antes del TR (Condicién -4h), no pudimos evaluar diferencias segin
el sexo por haber solo un estudiante M en uno de los grupos.

Luego examinamos en los grupos de estudiantes pertenecientes a la poblacién con CTRf si el
déficit de la memoria inducido por los exdmenes mostraba diferencias entre los sexos (Fig. 18). En
las condiciones experimentales donde se observd que el examen generd una menor retencion, se
registraron menores indices de memoria tanto para estudiantes M como F (p>0.05 para efecto de
sexo e interaccion; ver Tabla 2). Solo en una de las condiciones experimentales, la correspondiente a
estudiantes con examen una hora antes del TR (Condicion -1h), se observé un efecto del sexo ademas
del efecto del examen, sin haber interacciéon entre estos factores (ANOVA de dos factores(i,as);
F(examen)=4.68 p=0.04; F(sex0/=4.88 p=0.03; F(interaccisn=0.001 p=0.97); ello indica que la diferencia en el
indice de memoria observada entre los grupos CTRf y EXM-1 no es debida a diferencias de sexo. En
dos condiciones experimentales (Condicion +0h y +4h) no pudimos evaluar diferencias segun el sexo
por no encontrarse estudiantes F en los cursos. Finalmente, para la condicidon experimental restante
(Condicién -4h), donde el examen no tuvo efecto, tampoco se observaron diferencias entre

estudiantes M y F (p>0.05 para efecto de sexo e interaccidn; Tabla 2 y Fig. 18)
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Figura 17. Para la poblacién CTRd no se observaron diferencias en la MLT grafica de acuerdo al sexo de los
estudiantes. Se muestran los indices de Memoria + SEM segln el sexo de cada individuo: M (barras lisas) o F
(barras rayadas), para los grupos CTRd (barras blancas) y sus respectivos grupos EXM (barras grises oscuro) de
acuerdo a cada condicidn experimental: A) EXM+1 B) EXM+0.5 C) EXM+2 D) EXM-0 E) EXM-0.5 F) EXM-1. NUmero

de participantes en cada una de las barras. ANOVA de dos factores, **p<0.01
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Figura 18. Para la poblacién CTRf no se observaron diferencias en la MLT grafica de acuerdo al sexo de los

estudiantes. Se muestran los indices de Memoria + SEM segun el sexo de cada individuo: M (barras lisas) o F

(barras rayadas), para los grupos CTRf (barras grises claro) y sus correspondientes grupos EXM (barras grises

oscuro) de acuerdo a cada condicién experimental: A) EXM+0.5 B) EXM+1 C) EXM-0.5 D) EXM-1 E) EXM-4.

Numero de participantes en cada barra. ANOVA de dos factores, *p<0.05, # p<0.05 M vs F
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Tabla 2. Pardmetros estadisticos del ANOVA de dos factores: Condicion (EXM/CTRf) x Sexo (F/M)

Figura Analisis Parametros ANOVA LGLe,GLd p
F Interaccion:0.17 1,38 0.68
18a CTRfvs EXM+0.5 F efecto de Examen: 6.27 1,38 0.02
F efecto de Sexo:0.65 1,38 0.42
F Interaccion: 0.96 r 1,83 0.33
180 CTRfws EXM+1 F efecto de Examen: 6.72 1,83 0.01
F efecto de Sexo0:0.03 1,83 0.87
F Interaccion 0.02 V165 | 090
18c CTRfvs EXM-0.5 F efecto de Examen: 5.59 1,65 0.02
F of efecto de Sexo:0.98 1,65 0.33
F Interaccion: 0.001 F 1,44 0.97
1a8d CTRfvs EXM-1 F efecto de Examen: 4.68 1,44 0.04
F efecto de Sexo: 4.88 1,44 0.03
F Interaccion:1.14 F 1,40 0.29
188 CTRfvs EXM-4 F efecto de Examen:0.0002 1,40 0.99
F efecto de Sexo:0.30 1,40 0.59

El examen afecta la cantidad y la calidad de los elementos recordados

Finalmente, analizamos para cada estudiante la proporcion de puntajes (nulo, bajo, medio o
maximo) obtenida en el TS. Este es un numero entre 0 y 1 que nos da una idea de la cantidad de
elementos de la Figura de Rey que fueron omitidos, cuantos se dibujaron perfecto o con mayor o
menor precisidon, y estudiamos entonces si ello estad influenciado por el episodio de estrés que
representa el examen. Sabemos que el estrés puede influenciar de forma especifica la memoria de
la tarea, de acuerdo con su complejidad y las estructuras cerebrales involucradas en su
procesamiento (Diamond y Zoladz 2007 NP; Sandi y Pinelo-Nava 2007)

Como hemos observado en los resultados previos, los CTRf logran una mayor retencién de la
Figura de Rey en comparacién con los CTRd, y en la Fig. 19 notamos que el nimero de elementos con
puntaje nulo es mas bajo en estos grupos (CTRf vs CTRd, t(273)-5.59 p<0.001), como asi también se

produce un aumento de items perfectamente dibujados (puntaje mdximo; CTRf vs CTRd, t(273-6.33
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p<0.001). Por el contrario, no se observaron diferencias en la proporcion de puntajes bajo y medio

(p>0.05).

0.6+ *uk

*hk

0.57 .. @ CTRd CTRf
0.4
0.3

0.2- R

Proporcion de puntaje
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»
DD T T T T
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Figura 19. Existen diferencias en la proporcidn de puntajes de los grupos CTRd y CTRf. La Proporcién de Puntajes
es mostrada como la media + SEM para los grupos CTR, luego de analizarse la cantidad de items con puntaje
nulo, bajo, medio o maximo en cada caso. Comparamos el perfil de los CTRd (linea punteada negra) con el de

los CTRf (linea punteada gris). Test t-Student, ***p<0.001

Este mismo perfil se encontré cuando comparamos el grupo EXM+1 con su respectivo CTRd (Fig.
20), donde la presencia del examen tuvo un efecto positivo sobre la memoria grafica (EXM+1 vs CTRd;
puntaje nulo, t(s5)-3.62 p<0.001; puntaje mdximo, ts9)-2.54 p<0.05; puntajes bajo y medio p>0.05). Al
analizar las demds condiciones experimentales no se observaron diferencias en la proporcién de
puntajes que obtuvieron los grupos CTRd en comparacion con sus pares que experimentaron el
examen (EXM vs CTRd correspondiente; para todos los puntajes p>0.05), con excepcidn de un solo
caso: los estudiantes que tuvieron examen media hora luego del TR (EXM+0.5) mostraron menos
elementos con puntaje bajo que su grupo control(EXM+0.5 vs CTRd, t(41)-3.44 p<0.01)

Posteriormente, analizamos la proporcién de puntajes en los grupos de estudiantes con CTRf
(Fig. 21). En las condiciones experimentales donde el examen generd una reduccion en el indice de
memoria, se observé que dicha disminucién en la retencion de la figura recayé en el aumento de
items con puntaje nulo y/o un menor niumero de elementos perfectamente dibujados, es decir

aquellos con puntaje maximo (EXM vs CTRf correspondiente, puntajes nulo y mdximo p<0.05; ver
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Tabla 3). En los casos donde el indice de memoria no se modificé ante la presencia de exdmenes, la
proporcién de puntajes no tuvo diferencias entre grupos (EXM vs CTRf correspondiente; para todos

los puntajes p>0.05)

Tabla 3. Pardmetros estadisticos del Test ‘t’ en el analisis de la proporcién de puntajes obtenida.

Figura Analisis Parametro GL p
Nulo t=3,90 | 3& | 0,0004
21a CTRfvs EXM+0 |— D20 1=1.09 | 38 | 0.28

Medio t=1.27 38 0,21
Max 1=2,86 38 0,007

Nulo =226 | 41 | 0,03
Bajo =160 | 41 | 0.1189
21b | CTRIvs BEXM=0.5—pp =059 | 41 | 05559
Max 2,81 | 41 | 0,008
Nulo =2,16 | 89 | 0,007
Bajo =133 | 89 | 017
21c CTRfvs EXM4+1 [— o2 E o
Max 2,28 | 89 | 0,025
Nulo =032 | 33 | 0.75
Bajo =062 | 33 | 054
21d CTRIvs EXM#4 [ 20— = soe e
Max =053 | 33 | 06
Nulo =165 | 70 | 013
Bajo =185 | 70 | 007
21e | CTRfvs EXM-05 — 20— =L 1 Tt —l
Max =225 | 70 | 0,028
Nulo 3,25 | 50 | 0,002
Bajo =148 | 50 | 015
2 CTRIvs EXMA ) o =096 | 50 | 0.34
Max =163 | 50 | 0.1
Nulo =018 | 42 | 086
21g | CTRfvsExm4 | Balo | =042 | 42 | 068

Medio t=0,96 42 0,34
Wax t=0,35 42 0,73

Los resultados obtenidos en esta ultima seccién denotan que existe una influencia del exdmen
sobre la cantidad de elementos omitidos de la Figura de Rey como de aquellos dibujados
perfectamente, efectos que difieren segin el momento de aplicacién del examen y la fuerza del

aprendizaje. El examen puede modular positiva o negativamente la retencién de la memoria gréfica.

122



Proporcion de puntaje

Proporcion de puntaje

Proporcion de puntaje

Condicién +1h

Condicion +0.5h

0.6 0.5+
ok ' @ CTRd =k EXM
0.54 e
. @-CTRd - EXM E
¥ ] a
']
=]
=
g
[¥]
=]
(=N
g
o
0.0-— T T T 0.0-4— T T .
Nulo Bajo Medio Maximo Mulo Bajo Medio Maximo
Condicin +2h D Condicion -Oh
0.5+
087 ® CTRd A ExM
04 @ CTRd =k EXM m
7 i
=
=0
[=N
L
=
=
k=]
[5)
S
(=N
]
o
0.0 T T T T 0o : T T T
Nulo Bajo Medio Maximo Nulo Bajo Medio Maximo
- F
Condicion -0.5h Condicién 1h
057 ®- CTRd BM 0.5
* @ CTRd =k EXM
T 044
c
=
(=
O 0.3
=
=
=]
‘S 024
Q
o
]
& 011
0.0-— T T T 0.0-4— T T T
Mulo Bajo Medio Maximo Mulo Bajo Medio Maximo
Condicion -4h
G
0.5
@+ CTRd  —& EXM
044

0.3

0.2

Proporcion de puntaje

0.1+

0.0-— T
Nulo Bajo

4. Test t-Student; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

123

Medio

T T
Maximo

Figura 20. Existe una diferencia en la proporcién de puntajes entre el CTRd y el grupo EXM en la condicién donde
el estrés mejord la MLT gréfica. La Proporcion de Puntajes es mostrada como la media £ SEM. Comparamos el
perfil de los CTRd (linea punteada negra) con el de sus grupos EXM (linea continuada gris oscuro con triangulos)

segln cada condicién experimental: A) EXM+1 B) EXM+0.5 C) EXM+2 D) EXM-0 E) EXM -0.5 F) EXM -1 G) EXM -
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Figura 21. Existen diferencias en la proporcidn de puntajes entre los CTRf y los grupos EXM en aquellas condiciones
donde el estrés redujo la MLT gréfica. La Proporcién de Puntajes es mostrada como la media + SEM. Comparamos
el perfil de los CTRf (linea punteada gris claro) con el de sus grupos EXM (linea continuada gris oscuro con
tridangulos) segln cada condicion experimental: A) EXM+0 B) EXM+0.5 C) EXM+1 D) EXM+4 E) EXM -0.5 F) EXM -

1 G) EXM -4. Test t-Student; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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DISCUSION 11
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Los eventos de estrés y las hormonas y neurotransmisores liberados bajo su presencia son
moduladores principales del aprendizaje y la memoria en humanos. ¢Pero puede el estrés influir en
nosotros de la misma manera que lo hace en roedores? Nuestro trabajo con estudiantes apuntd a
conocer los efectos del estrés sobre los procesos de aprendizaje y memoria en las personas y sus
implicaciones, criticas, en el entorno educativo. Mostramos que un estrés moderado generado por
un examen dentro del aula puede tener efectos tanto beneficiosos como perjudiciales sobre una
memoria grafica de largo plazo obtenida en el mismo contexto escolar, tal como se observaron
efectos positivos y negativos del estrés sobre las memorias evaluadas en ratas.

Observamos que cuando los estudiantes expresaron una MLT mas débil de la tarea aprendida,
el examen una hora luego de la copia de la Figura de Rey, mejord la retencion de la misma. Este
efecto positivo del examen (que representa un incremento del 20-25% del puntaje total de retencidn
de los sujetos del grupo control) fue similar a la accidn de la novedad sobre aprendizajes en el aula
en alumnos de escuela primaria, previamente reportada por nuestro grupo de trabajo (Ballarini y col
2013). Asi mismo, el momento en que el examen modulé positivamente la MLT (1h post-TR),
coincidié con el momento en que se observod el fendmeno de promocién en roedores, cuando la
memoria evaluada fue no-aversiva. En cambio, cuando los estudiantes expresaron una MLT mas
robusta de la figura, el examen empeord la retencién, fendmeno que observamos en los roedores en
paradigmas de aprendizaje fuerte. De esta forma, la realizacién de un examen dentro del aula en
momentos cercanos a una tarea grafica logré modular la MLT de esta tarea, dependiendo el tipo de
efecto de la fuerza del aprendizaje que lograron los estudiantes.

En concordancia con nuestros hallazgos, distintos estudios remarcan los efectos positivos de un
estrés presentado luego de la tarea de aprendizaje. En uno de ellos se observd que estudiantes
universitarios expuestos a un video emocionalmente estimulante luego de una lectura, lograron
mejorar la MLT de la lectura (Nielson y Arentsen 2012), mientras en otro estudio se demostrd que

experiencias lo suficientemente salientes (como una estimulacién eléctrica) asociadas con un
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aprendizaje débil mejoraron la expresién de la MLT (Dunsmoor y col 2015). En un trabajo adicional
la preparacidn y exposicidn a un discurso publico, que ocurrié posterior a la visualizacién de un
cortometraje, generé que los participantes que atravesaron dicha situacion de estrés obtuvieran una
mejor retencidn del film, tanto en los aspectos visuales como el contenido verbal (Beckner y col
2006). Incluso se observo que una situacidn de estrés posterior a una tarea de separacién de patrones
fue capaz de mejorar la discriminacion de estimulos muy similares, encontrandose una correlacién
significativa entre la capacidad de discriminacion y el aumento en el cortisol (Jiang y col 2019). Es
importante destacar que, con el fin de explorar los efectos del estrés en las distintas fases de la
memoria episddica, fue realizado un meta-analisis con miles de participantes (Shields y col 2017). En
este Ultimo trabajo se concluye, en lineas generales, que el estrés que ocurre posterior a la
codificacién mejora la memoria a menos que el factor estresante se presente en un contexto fisico
diferente al del aprendizaje.

En cambio, eventos de estrés previos al aprendizaje muestran resultados inconsistentes. En dos
estudios farmacolégicos, por ejemplo, podemos observar que la administracion de cortisol
momentos antes del aprendizaje refuerza la memoria grafica y verbal para estimulos neutros como
para aquellos con valencia positiva o negativa (Buchanan y Lovallo 2001, Abercrombie 2003). Sin
embargo, otros investigadores han reportado efectos perjudiciales o nulos sobre la memoria cuando
el estrés ocurre a tiempos mads distantes del aprendizaje, en contraposicidén a las presentaciones
inmediatamente anteriores (de Quervain y col 2000; Payne y col 2006, Smeets y col 2007, Zoladz y
col 2011; Cadle y Zoladz 2015) En el meta-analisis de Shields y colaboradores (2017) los autores
obtienen la misma conclusiéon: cuando el estrés ocurre antes o durante la codificacion, la memoria
se ve perjudicada, a menos que la separacion temporal entre ellos sea muy breve o el material que
se aprende esté directamente relacionado con el factor de estrés.

La informacidn presente en la literatura sefiala que los efectos del estrés sobre las MLTs no
suelen estar condicionados solo por un factor sino por varios, de manera que es importante no solo
el momento de presentacién del estresor, sino su duracién, el tipo de informacién almacenada, si la

misma estd o no conceptualmente relacionada con la situacién de estrés, en qué contexto fisico
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ocurren el estresor y la adquisicidn de la nueva informacidn, etc. Respecto a este Ultimo aspecto, un
trabajo reciente (Sazma y col 2019) informa que un episodio de estrés incrementa una memoria de
reconocimiento de imagenes cuando ocurre en el mismo contexto en que se realizé el aprendizaje,
mientras que no parece tener efectos positivos cuando el estresor fue experimentado en un lugar
distinto; incluso, el aumento de cortisol detectado en la saliva estuvo relacionado al incremento en
la memoria en dicho contexto. El efecto positivo se observd independientemente del sexo de los
participantes y tanto si el material aprendido tenia valencia negativa o caracteristicas neutrales. En
nuestro estudio, las tareas de estrés y aprendizaje fueron realizadas dentro del mismo aula y
consideramos que ello puede resultar un factor clave al observar los cambios producidos por las
experiencias de estrés; adicionalmente en nuestro trabajo, como en el de Sazma y colaboradores, la
modulacién generada por el estrés fue sobre un contenido aprendido sin ninguna saliencia emocional
particular, y demostramos que la MLT de una figura neutral puede mejorarse o disminuirse.

A menudo, sin embargo, el efecto del estrés sobre la adquisicién y consolidacion de la
informacidon es mayor para material con impacto emocional en comparacién con aprendizajes
neutrales, o para aquel material relacionado con el contexto de la tarea estresante y, por lo tanto,
potencialmente mas relevante (Payne y col 2006; Smeets y col 2007; McGaugh 2013). las
catecolaminas, como la noradrenalina, parecen tener un rol critico en estos efectos del estrés sobre

|”

el aprendizaje como en la saliencia o “arousal” emocional generados. Sin embargo, esta modulacién
involucra diversas areas, incluyendo también la corteza prefrontal (Cahill y Alkire 2003; Maheu y col
2004; Van Stegeren y col 2010; Segal y col 2014). En este trabajo, si bien no comparamos los efectos
de los exdmenes sobre el aprendizaje de contenidos similares a los que fueron evaluados, pusimos a
prueba si un evento de estrés podia modificar la MLT de contenidos neutrales, pero que son
presentados a distintos momentos antes o después de un estresor y en el mismo contexto. Hasta el
momento la mayor parte de los trabajos resaltan el efecto de los estresores sobre elementos con
contenido emocional y sobre distintas etapas de la memoria. En esta tesis mostramos que un evento

estresante puede modificar el almacenamiento de informacién neutral y estudiamos una ventana de

tiempo mas extensa alrededor del aprendizaje y codificacion de la memoria, mostrando que el efecto
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del estrés resulta acotado y que la fuerza del aprendizaje resulta un factor critico en la modulacion
que ejerzan los circuitos activados por el estrés.

En los resultados presentados, vemos que los estudiantes pertenecientes a la poblaciéon con
retencién débil de la figura aprendida se beneficiaron con el evento de estrés, mientras que aquellos
con retencién mas fuerte no. La ley de Yerkes-Dodson (Y-D) ilustra los efectos del estrés sobre la
memoria, indicando que a diferentes niveles de estrés la capacidad de almacenar recuerdos cambia;
la ley Y-D es representada como una funcién en forma de U invertida: niveles de estrés muy bajos o
muy elevados no son éptimos para la formacién de la memoria, mientras que niveles intermedios
llevan a rendimientos mas altos (Diamond y col 2007; Calabrese 2008). En este contexto, la curva Y-
D provee un marco conceptual para interpretar nuestros resultados. Podemos pensar que los
estudiantes con mayor retencidn de la figura (grupos con CTRf) en su estado basal se encontraban
mas cercanos al centro de dicha U invertida, en un estado éptimo y permisible para formar y
almacenar memorias nuevas; asi, un evento estresante asociado a la tarea solo podra perjudicar la
memoria. Por el contrario, los estudiantes con una evocacién mas débil de la figura (grupos con
CTRd), podrian estar experimentando un nivel basal de estrés mas bajo al aprender, posicionandose
en el extremo izquierdo de la curva acampanada, y por lo tanto el exdmen genera efectos
beneficiosos sobre la retencidn de la informacién. Alternativamente, la diferencia entre estos grupos
en la capacidad de recordar, bajo condiciones basales, podria reflejar una diferencia en la percepcién
de los estresores en cada poblacidén. Quizas los estudiantes en los grupos de retencidon mas fuerte
son mas sensibles, tal que un mismo estresor puede “empujarlos” hacia la zona derecha de la curva
acampanada, diferente a lo que podria estar sucediendo con la poblacion de retencion mas débil.
Resultados como estos fueron observados en un interesante estudio de memoria realizado en
invertebrados (Hughes y col 2017) y se han reportado también que diferencias en la percepcién del
estrés por distintas cepas de ratas afecta su memoria (Andrews 1996). Durante la tesis no hemos
realizado mediciones de cortisol entre los estudiantes que nos permitan conocer el estado basal de
estrés ni hemos examinado sensibilidad a estresores, pero nos parece una idea interesante que

apoya nuestros resultados. Incluso, aunque no podemos atribuir las diferencias encontradas en los
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CTRd respecto de los CTRf a un factor particular, por ejemplo al rango de edad, composicidn de sexos
en esos grupos, estatus socio-economico de los estudiantes, o la performance en los exdmenes
realizados, pensamos que el contexto particular de cada escuela puede hacer que una situacion de
aprendizaje dada sea mejor que otras. Quizas otras caracteristicas que no hemos podido identificar
en este estudio contribuyan a las diferencias de retencién observadas entre estas dos poblaciones.
Otro resultado interesante de esta tesis se puede observar en la influencia del estrés sobre la
proporcién de puntajes obtenida en el test de la memoria gréfica. Para cada estudiante fue analizado
la cantidad de veces que en el test obtuvo un puntaje nulo, bajo, medio o maximo, en cada una de
las distintas condiciones experimentales. Observamos que cuando el estrés tuvo efectos positivos
sobre la memoria (Condicién +1h, en poblaciones de retencidon débil) menos elementos fueron
omitidos (es decir menos elementos fueron no dibujados) y una mayor cantidad se dibujaron
perfecto. Sin embargo, en los casos que el estrés tuvo efectos negativos sobre la memoria
(Condiciones entre -1h y +1h, en poblaciones de retencién fuerte) los estudiantes dejaron de dibujar
mas items y los que fueron recordados se dibujaron de manera mas imperfecta. Incluso las
diferencias observadas en la retencion entre los CTRd y CTRf mostraron también que los ultimos
dibujaron mds elementos y de manera mas precisa, apoyando las ideas previas respecto a estas
poblaciones. Los resultados sugieren que tanto la cantidad como calidad de los elementos
recordados son pardmetros afectados por el estresor, en este caso el examen. Segun el trabajo de
Diamond y colaboradores (2007), la complejidad de la tarea y las estructuras necesarias para su
procesamiento pueden determinar los efectos del estrés sobre la memoria generada. Si bien es muy
dificultoso definir con un criterio objetivo “dificultad de la tarea”, en unos de sus trabajos de
referencia Easterbrook (1959) propone que existe un rango éptimo en la utilizacidon de claves para
resolver una tarea, y aquellas que demandan un ndmero menor son las mas sencillas. Easterbrook
propone que con el aumento del “arousal”, saliencia o “emocionalidad” durante una tarea hay una
reduccion en las claves que un individuo puede procesar, de manera que si la tarea es compleja e
involucra la atencién a multiples claves, la performance puede verse deteriorada en contextos de

estrés mas elevados; para tareas mas simples la performance en cambio podra mejorar. En las
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actividades realizadas para esta tesis la tarea grafica para los estudiantes fue la misma, pero como
mencionamos anteriormente, puede ser percibida diferente en las dos poblaciones de estudiantes
encontradas, y entonces el estrés repercutir de diferente manera. Partiendo de poblaciones con
distintas caracteristicas es razonable pensar que un estresor puede afectar diferente las habilidades
cognitivas.

Por otro lado, nos parecid interesante examinar si el sexo de los estudiantes podia generar
diferencias en los efectos del estrés sobre la MLT grafica. Se ha observado en algunos casos que,
frente a mismos estimulos estresantes en iguales contextos, individuos de distinto sexo pueden
responder en direcciones diferentes e incluso opuestas (Cahill y van Stegeren 2003; Shors 2004;
Andreano y Cahill 2006; Cadle y Zoladz 2015; LoPilato 2019). En la revision realizada por Oyola y
Handa (2017) se expone que desde momentos tempranos los esteroides gonadales pueden
influenciar el eje HPA y ello conlleva a diferencias en la responsividad de este eje segun el sexo; desde
el punto de vista adaptativo tiene sentido que las respuestas de los organismos a cambios en el
entorno sean apropiadas a sus estados reproductivos. Comparado con los machos, se ha observado
que hembras de rata y ratdn muestran respuestas mas robustas del eje HPA como resultado del
estradiol circulante, lo cual aumenta los niveles de las hormonas de estrés tanto durante situaciones
gue no representan amenaza o desafio alguno, como después de presentarse un estresor. Los
resultados llevados a cabo en nuestro estudio, sin embargo, no muestran diferencias entre
estudiantes femeninos y masculinos, por lo menos para esta tarea y para el tipo de estresor
involucrado.

En este estudio fueron contraladas otras variables que creimos podrian representar un sesgo en
nuestros resultados, de manera de atribuir los cambios que hubiera en la retencidn de la figura
solamente a la presencia del examen. En principio, consideramos importante que las actividades se
desarrollaran dentro de las rutinas normales de cada institucidon educativa y a la hora de realizar los
protocolos se considerd no llevar a cabo las actividades si algln evento especial tenia lugar en la sede
educativa. Los examenes, que utilizamos como factores de estrés en esta tesis, fueron realizados por

los estudiantes en presencia del profesor correspondiente a la materia evaluada y el ingreso de los
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investigadores, antes o después de los examenes para realizar la copia de la Figura de Rey o en el dia
del test, involucrd un tiempo muy acotado. Ademas, los mismos investigadores se presentaron en los
pares de cursos que participaron de la investigacién (cursos con evaluaciones y cursos control); asi
mismo vale la pena destacar que en las instituciones educativas elegidas la participacion de personas
ajenas al establecimiento ha sido caracterizada por sus directivos como frecuente, estando los
estudiantes acostumbrados a realizar actividades con otras personas que no sean sus profesores.
Creemos también que la edad de los estudiantes puede modular los efectos del estrés sobre la
memoria, desde que las sefales percibidas como estresores y los mediadores de esa respuesta
cambian durante el desarrollo y hasta la adultez (Chen y col 2006; Lupien y col 2009). Sin embargo,
en nuestro trabajo el rango de edad evaluado fue pequefio (entre 12 y 17 afios); incluso las
diferencias de edad estuvieron representadas en todos los grupos experimentales, sugiriendo que
los efectos que observamos del estrés son independientes de este parametro. Es de interés para
nuestro laboratorio extender el estudio a instituciones educativas de nivel primario, e incluso en un
futuro a otros rangos etarios. El estado socioeconémico de los estudiantes puede también tener una
influencia poderosa en el aprendizaje; si bien en este trabajo no evaluamos la condicion social de
cada estudiante, todas las instituciones educativas que participaron en nuestro estudio estan
ubicadas dentro de la Ciudad de Buenos Aires y todas fueron privadas, con excepcién del Colegio
Nacional Buenos Aires (CNBA), que sin embargo cuenta con el mayor prestigio dentro de las escuelas
publicas del pais y creemos que sus estudiantes atraviesan condiciones econdmicas similares a las
demads. Un estudio mas detallado podria hacerse de esta variable, como asi también eventualmente
de las experiencias particulares de cada estudiante en su contexto social, que repercutan en los
efectos del estrés sobre las habilidades cognitivas. De cualquier manera, pensamos que aquellas
diferencias individuales que resultaron incontrolables en este trabajo estan representadas en todos
los grupos por igual.

Asi mismo, si bien no hemos realizado en los estudiantes que participaron de este estudio

mediciones del cortisol enddégeno, que nos permitan evaluar fisioldgicamente el nivel de estrés
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experimentado a raiz del examen, una entrevista fue completada y los resultados sugieren que los
examenes fueron percibidos como estresores moderados.

Finalmente, el mecanismo propuesto para entender estos efectos asociativos entre estimulos,
en este caso entre el evento estresante y el aprendizaje, es provisto por la hipétesis de etiquetado
sindptico y captura (Frey y Morris 1997) y su contraparte comportamental, el EC (Moncada y Viola
2007). Como expusimos en la seccion anterior, los efectos del estrés sobre la memoria podrian estar
relacionados con la convergencia de la activacidon neuronal inducida por el aprendizaje y la sintesis
de PRPs generada por el estresor, procesos fundamentales en la hipotesis del EC. La existencia de un
momento critico en el cual el estrés afecta la memoria apoya nuestra prediccion de que los procesos
moleculares disparados por ambas tareas interactian dentro de una ventana de tiempo e intervalos
mas amplios evitan dicha interaccion. En nuestro trabajo, el examen moduld la MLT de la tarea grafica
solo cuando fue presentado en una ventana de tiempo de hasta una hora, sea antes o después del
aprendizaje. Observamos efectos positivos sobre poblaciones de estudiantes con aprendizaje débil y
un efecto negativo en poblaciones con aprendizaje mds robusto. Si realizamos una comparacién con
los resultados del capitulo anterior en roedores, alli el estrés promociond las MLTs de tareas que solo
podian inducir una MCT, y en protocolos de aprendizaje fuerte, el estrés impidié la formacion de las
MLTs. En este trabajo observamos que el estrés moduld la memoria que los estudiantes formaron
de la Figura de Rey. La visién clasica de modulacion de la memoria (que implica la presencia de un
estimulo que aumenta o disminuye la expresion de una MLT formada) también puede ser explicada
por la distribucion de PRPs a los sitios activos transientes marcados por el aprendizaje, o por la
competencia por dichos recursos, que refuerza o debilita las conexiones sindpticas en la regién que
subyace a la tarea. Pensamos que los efectos positivos del estrés sobre poblaciones de aprendizaje
débil involucran induccion y utilizacién de PRPs que refuerzan la traza mnésica y el efecto negativo
en poblaciones de aprendizaje mas robusto involucra la competencia por dichos recursos.

Un resultado congruente con los nuestros fue obtenido en el reciente trabajo de Quent y
colaboradores (2018). Alli se observa que un incremento en los niveles de cortisol, por la

presentacién post-entrenamiento de un estresor, se relaciona con un aumento en la memoria de
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palabras aprendidas incidentalmente y este efecto no se encuentra cuando las palabras estuvieron
asociadas con una recompensa al momento del aprendizaje. Los autores destacan que sus resultados
pueden interpretarse mediante los modelos de etiquetado y captura, sugiriendo que el aumento de
cortisol solo puede afectar el aprendizaje que fue etiquetado pero no ha capturado PRPs, y por lo
tanto se beneficiara de las PRPs brindadas por la situacion de estrés; sin embargo el aumento de
cortisol no tiene efecto sobre los items recompensados porque su etiqueta pudo capturar PRPs
inducidas por el sistema de recompensa.

El estrés tiene un impacto critico en la formacién, evocacidn y reactivaciéon de la memoria,
nucleo de nuestro sistema de educacidn. Una visidon integradora de los efectos del estrés en el aula,
tanto sobre estudiantes como educadores, fue realizada en el trabajo de Vogel y Schwabe (2016).
Los autores postulan que episodios de emocion y/o estrés bajo o moderado (como desafios
cognitivos sin demandas excesivas) pueden aumentar la consolidacion de memorias para el material
de estudio, y que los efectos del estrés pueden entenderse como una funcién acampanada en
relacidn a las habilidades cognitivas, revirtiéndose los efectos positivos con altos niveles de estrés
(fechas limites, exdmenes exhaustivos, conflictos interpersonales). También resaltan que mientras el
estrés en momentos cercanos al aprendizaje parece mejorar la formacién de MLTs, si ocurre cuando
evocamos la informacion aprendida, tiene el efecto opuesto: estresores percibidos previos a la
expresién perjudican la memoria. Adicionalmente, Vogel y Schwabe muestran evidencia acerca del
cambio que el estrés genera en la forma en que las personas aprendemos; bajo condiciones
estresantes parecen aprenderse asociaciones mas “rigidas” entre estimulos y respuestas (un
comportamiento mas similar a los habitos) en lugar de crearse representaciones “mas flexibles” y
complejas del entorno (Schwabe y col 2007; Seehagen y col 2015). Los autores describen entonces
que el estrés no solo tiene influencia sobre cuanto aprendemos o logramos recordar, sino que puede
cambiar la naturaleza de esos recuerdos, al adoptarse estrategias de aprendizaje diferentes. Tomar
en consideracién estos efectos es de suma importancia para los educadores también, ya que el estrés

puede afectar la calidad de la ensefianza si su flexibilidad disminuye, por ejemplo.
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Los resultados obtenidos en esta tesis pueden sumarse a los hallazgos realizados hasta el
momento y nos permiten en conjunto elaborar estrategias que acompafien un mejor rendimiento
escolar. Los resultados aqui presentados alertan acerca de la influencia de los examenes sobre
procesos de memoria extrinsecos que tienen lugar hasta una hora antes o después, y los efectos
sobre aprendizajes que se adquieren con distinta fuerza. Si bien las practicas en donde se evoca el
material aprendido tienen resultados positivos sobre dichos contenidos (Karpicke y Roediger 2008),
el rol de los exdmenes sobre aprendizajes circundantes no relacionados, pero con los cuales estan
temporalmente asociados, no habia sido examinada hasta el momento. Creemos que es conveniente
que los educadores estén atentos a la agenda de exdmenes de sus estudiantes, dado que estos
podrian modular la retencion de otros contenidos que se ensefian en el aula.

En conjunto estos resultados permiten que tanto profesores como estudiantes comprendan
cuan poderoso puede resultar el contexto de aprendizaje, y en particular, los efectos que pueden

tener los exdmenes.
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CONCLUSIONES
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A lo largo de este trabajo hemos visto que existe una vasta evidencia que demuestra que el
estrés es un potente modulador de las funciones cerebrales y la cognicidn, afectando
particularmente los procesos de memoria. Mientras los efectos del estrés crénico, asociados a
déficits en la MLT, han sido ampliamente estudiados, los efectos del estrés agudo han generado un
mayor debate, al encontrarse efectos tanto positivos como negativos, que actualmente entendemos
que estan sujetos a variados factores, tanto relativos al evento de estrés per se como a las
caracteristicas del aprendizaje. Sin embargo, una de las observaciones mas relevante en la
bibliografia es el efecto positivo que un episodio de estrés agudo puede tener en la consolidacién de
las memorias, proceso por el cual éstas pueden ser almacenadas por un tiempo mas prolongado. La
presencia de un estresor puede proteger del olvido informacidn recientemente guardada obtenida
en contextos relevantes.

En el trabajo desarrollado durante esta tesis hemos visto que exponer a los animales a una
experiencia de aprendizaje débil solo permite que estos formen una MCT de la tarea experimentada.
Sin embargo, si este aprendizaje estd asociado temporalmente a un evento estresante se forman
trazas de memoria duraderas, sea tanto del espacio donde se encuentran ciertos objetos en una
arena (paradigma de REO) como de la asociacién de estimulos aversivos con un contexto en particular
(paradigma de El). Bajo el marco de la hipdtesis de EC, sugerimos que estas MLT pueden tener
caracteristicas propias de procesamiento, involucrando etiquetas de aprendizaje diferentes vy
probablemente distintas cascadas de sefializacién, de manera que el estrés impacta de forma
particular en cada uno de estos recuerdos. Para los paradigmas de REO y El vimos que la MCT puede
ser estabilizada en MLT cuando el evento de estrés ocurre a un tiempo especifico posterior o previo
al entrenamiento débil, respectivamente, y que ello depende de la sintesis de proteinas al momento
de presentacion del estresor. También observamos que el estrés perjudicd la formacién de la MLT en
ambas tareas cuando se asocié a entrenamientos fuertes, que per se disparan los procesos de

consolidacion.
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En el capitulo que aborda los efectos del estrés en la formacién de MLTs en humanos, se
observaron resultados similares. Determinamos que es posible afectar positivamente la MLT de un
aprendizaje grafico si un estresor es presentado en una ventana temporal acotada cercana al
aprendizaje asi como también el mismo estresor puede tener una influencia negativa cuando el
aprendizaje sobre la tarea grafica es mayor.

Nuestra investigacion aporta conocimiento del posible mecanismo subyacente a estos
fendmenos. Proponemos que la consolidacién de la MLT de un aprendizaje podria verse favorecida
a través de la provisién de PRPs por parte del evento estresante, que serdn capturadas hacia las
sinapsis etiquetadas por el aprendizaje; pero la consolidacién de la MTL también podria ser
interferida cuando el estrés compite por dichas PRPs o interfiere con el etiquetado dentro del mismo
sustrato neural.

La conclusidn principal de este trabajo de tesis doctoral es que la consolidacién de una traza
mnésica puede verse influenciada por un fenédmeno de estrés cercano y los efectos dependerdn del
estado de las redes neuronales en las estructuras encargadas de su procesamiento. La hipotesis del
EC no solo ofrece un marco conceptual amplio para la interaccidn entre estos eventos, siempre que
exista convergencia temporal y espacial de las sefiales, sino que parece ser un mecanismo general en
la formacién de la memoria, evidencidndose resultados similares tanto en roedores como humanos.
Incluso, multiples estudios realizados con otros aprendizajes débiles asociados a eventos salientes
sustentan esta idea (para revisidn, ver Viola y col 2014 y Moncada y col 2015). A través del
establecimiento de una etiqueta conductual todos los aprendizajes son potencialmente capaces de
generar una MLT, y la sintesis de PRPs gatillada por otra experiencia cercana puede permitir ese
proceso. La formacion y estabilidad de una MLT no solo depende de las caracteristicas y la fuerza de
la experiencia vivida, sino que se encuentra directamente influenciada por la activacién previa o

futura de los circuitos neurales involucrados en su consolidacion celular.
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