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Introduccion




MEMORIA DE MIEDO

Las especies utilizan distintas estrategias de vida para adaptarse a las demandas
ambientales. En los animales, una de las principales demandas es evitar la depredacién, y a
la vez, cubrir necesidades biologicas esenciales como la alimentacién. En consecuencia, la
seleccion natural llevo a la formacion de un sistema nervioso que optimizé un conjunto de
mecanismos de supervivencia. Estos mecanismos estan respaldados por diferentes circuitos
neurales y su activacion da lugar a respuestas comportamentales defensivas que son la
fuente de diferentes estados: el miedo, la ansiedad y el panico (Perusini & Fanselow, 2015).
Estos términos estan asociados a relaciones de causa y efecto. La causa estd dada por la
proximidad, certeza o probabilidad de la amenaza. El efecto es el conjunto de
comportamientos que ocurren en cada estado.

Una determinada experiencia aversiva conlleva a una respuesta de miedo especifica,
la cual influencia el comportamiento y la fisiologia del organismo. Esta respuesta defensiva
es innata y especie-especifica. Si bien este comportamiento se observa inmediatamente
luego del evento traumatico, puede persistir en el tiempo, incluso durante toda la vida del
organismo. En este caso el aprendizaje se da mediante la asociacion entre el ambiente y la
amenaza que representa el estimulo aversivo, resultando en un mecanismo que protegera
al individuo cuando se presente una situacion igual o similar. Es asi que el miedo es critico
para la supervivencia de los animales (Byrne, Rajbhandari, et al., 2017).

En el ser humano, se han descripto diferentes patologias asociadas a déficits en la
regulacion de los mecanismos neuronales que participan en la formacién de una memoria
de miedo. Dentro de estos desdrdenes se encuentran el sindrome de estrés post traumatico,
sindrome de ansiedad generalizada y ataques de panico, entre otros. Comprender las bases
de los procesos neurologicos involucrados en estas enfermedades es una de las principales

metas de la neurociencia en la actualidad.



CONDICIONAMIENTO CONTEXTUAL DE MIEDQO

Uno de los modelos utilizados para estudiar la formacion de este tipo de memorias
es el condicionamiento de miedo Pavloviano. La utilizacion del condicionamiento de miedo
como modelo experimental estd basada en el supuesto de que el miedo es un sistema
motivacional defensivo que evolucion6 a los fines de optimizar la supervivencia frente a
amenazas ambientales. Cuando un animal es expuesto a un evento traumatico, del cual no
puede escapar, se induce la formacion de un estado emocional negativo que activa circuitos
neuronales dando lugar a comportamientos defensivos (Gaston Calfa et al., 2006; Isoardi et
al., 2007; Manzanares et al., 2005; Martijena et al., 2002; Perusini & Fanselow, 2015). La
activacion de este sistema produce cambios altamente predecibles en el comportamiento y
la fisiologia, siendo, la magnitud de estos cambios proporcional al nivel de miedo que
experimenta el organismo (Cushman & Fanselow, 2010).

En el condicionamiento de miedo Pavloviano, un estimulo neutral es acoplado a un
estimulo aversivo para provocar una respuesta defensiva. El estimulo neutral es
denominado estimulo condicionado (EC) y el estimulo aversivo, estimulo incondicionado
(EI). Como resultado de este entrenamiento, el estimulo neutral adquiere la caracteristica de
ser percibido como aversivo y puede, por si solo, generar una respuesta defensiva
denominada respuesta condicionada.

En modelos de roedores dichas respuestas incluyen: comportamiento de
inmovilizacién o freezing, alteraciones de la actividad del sistema nervioso auténomo,
liberacion de hormonas relacionadas al estrés, analgesia y facilitacion de reflejos (Ehrlich et

al., 2009).



En el condicionamiento de miedo contextual; los animales asocian el estimulo
aversivo, al contexto en el que se presenta el EI. Asi, el contexto de condicionamiento (EC)
puede generar una respuesta condicionada de miedo. En este caso el animal asocia el EI a

un contexto especifico (EC) (Fig. 1).
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Condicionamiento
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freezing

Fig. 1. Esquema representativo del protocolo de experimentacion utilizado en el condicionamiento
de miedo contextual.

El contexto puede ser definido como el marco multisensorial en donde ocurren los
procesos cognitivos. Generalmente se considera estable, aunque puede poseer fluctuaciones

y cambios de elementos discretos (Chaaya et al., 2018).

CIRCUITOS CEREBRALES QUE PARTICIPAN EN LA FORMACION DE LA MEMORIA DE

MIEDO

Existen dos estructuras del encéfalo que han sido identificadas como las regiones
esenciales para la adquisicion y consolidacién de la memoria de miedo contextual: el
hipocampo y el complejo basolateral de la amigdala.

Se propone que el hipocampo combina los elementos individuales que hacen al
contexto y forma una representacion unitaria del mismo. La informacion de esta
representacion es enviada a la amigdala, que simultdneamente recibe proyecciones

somatosensitivas del estimulo incondicionado. Asi la representacion del contexto y estimulo



aversivo convergen en la amigdala, dando lugar a la respuesta defensiva. Este modelo

simplificado fue propuesto por Jerry Rudy y Michael Fanselow (Fanselow, 2010) (Fig. 2).
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Fig. 2. Modelo del circuito de la formacién de una memoria contextual de miedo
propuesto por Rudy y Fanselow. (Modificado de Fanselow, 2010).

AMIGDALA

La amigdala es una de las estructuras clave para la adquisiciéon de memorias de
miedo (Fanselow & Poulos, 2005; J. LeDoux, 2000; Maren, 2001). Ademads, posee una funcion
moduladora del aprendizaje, a través de la modulacion de la accién en diferentes estructuras
como la corteza y el hipocampo (McGaugh, 2004).

La amigdala esta formada por subnticleos anatémica y funcionalmente diferentes: el niicleo
central (CEA), el nucleo lateral (LA) y el ntcleo basal (BA). Estos dos ultimos forman
conjuntamente el complejo basolateral de la amigdala (BLA) (Fig. 3).

BLA es una estructura con una composicion similar a la de la corteza compuesta en
su mayoria de neuronas glutamatérgicas y en menor proporcion interneuronas
GABAérgicas (Fig. 3B). La porcion lateral de la amigdala (LA), es el sitio de mayor entrada
de informacién sensorial a la amigdala y recibe la mayor cantidad de aferentes

somatosensoriales de diversas dreas. La porcion basal recibe menos informacion directa de



areas sensoriales, pero estd conectada reciprocamente con otras regiones cerebrales como la
corteza prefrontal y el hipocampo ventral.

BLA posee proyecciones hacia CEA. CEA contiene neuronas GABAérgicas en mayor
proporcién. Este nucleo es considerado la via eferente mds importante en cuanto a la
expresion de respuestas emocionales. Posee conexiones desde la subdivision medial del
mismo hacia el tronco

A Informaciéon somatosensorial B

cerebral, controlando

Neuronas GABAérgicas

respuestas conductuales
y fisiologicas especificas

(Fig. 3A). Rodeando BLA

~ Respuesta
se encuentran pequenos Emocional
(miedo)

grupos de neuronas

GABAérgicas,
. Fig. 3. Organizacion general de la amigdala. LA= Nricleo lateral BA=
denominadas masas > . . )
Niicleo Basal CEI y CEm= Niicleo Central. (Modificado de Ehrlich et
celulares intercalares al., 2009)

(ITC). Un grupo medio
de ITC modula la interaccion entre BLA y CEA.
Circuitos en BLA

Las vias desde BLA proyectan hacia las células intercalares que luego conectan con
CEA. La excitacion de las interneuronas inhibitorias conduce a la inhibicién de la actividad
de salida, mientras que su inhibicién da lugar a un aumento de dicha actividad. En
consecuencia, la expresion de respuestas comportamentales puede ser observada cuando
las células intercalares inhiben a las neuronas inhibitorias presentes en CEA, perdiendo esta
su control inhibitorio y resultando en un incremento en la excitabilidad de las neuronas
glutamatérgicas (Isoardi et al., 2007) permitiendo la salida de la informacién desde el

complejo (J. E. LeDoux, 2007).



HIPOCAMPO

La amigdala posee conexiones con diferentes regiones del cerebro. A través de

dichas conexiones es que la amigdala modula el componente emocional de las funciones
cognitivas que se llevan a cabo en dichas regiones, como son los procesos de aprendizaje y
memoria (McGaugh, 2004; McGaugh et al., 2002). Diferentes estudios sugieren que BLA
interactia, de forma directa e indirecta, con el hipocampo durante el proceso de
consolidacion de la memoria, modulando la actividad y plasticidad de diferentes regiones
del mismo (Malin & McGaugh, 2006; Packard et al., 1994; Roozendaal et al., 1999).
Una de las funciones cognitivas atribuidas al hipocampo es la adquisiciéon de mapas
cognitivos espaciales, es decir, representaciones mentales del contexto fisico en donde se
encuentra el organismo (Goodman et al., 2017). Especificamente el hipocampo dorsal (HD)
cumple un rol esencial en la representacion contextual luego de un condicionamiento de
miedo (Fanselow & Dong, 2010; Kim & Fanselow, 1992; Maren & Fanselow, 1997; Phillips &
LeDoux, 1992).

Asi, la evidencia sugiere que la modulacién emocional de la memoria puede ser
parcialmente atribuida a las vias aferentes y eferentes de BLA que inducen la plasticidad
sinaptica en dreas del circuito que se involucra en la formacion de la memoria. La plasticidad
sinaptica se entiende como la reorganizacion de una sinapsis, acompafnada por cambios
morfoldgicos, funcionales y organizacionales en respuesta a un estimulo interno o externo

persistente (Dyer et al., 2016).



ESPINAS DENDRITICAS
La mayoria de las sinapsis excitatorias del

Moléculas de

cerebro ocurren en las espinas dendriticas (Bourne & adhesiong i

Terminal
posinaptica

Harris, 2007). Las espinas dendriticas son pequefas

Cabeza de
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estructuras postsindpticas sobresalientes en la

superficie de las dendritas (Fig. 4). Morfoldgicamente
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@ Microtdbulos

cual posee receptores, canales y sistemas de

sefnalizacion involucrados en la transmision sinaptica, Fig. 4. Representacién esquemitica de

asi como proteinas involucradas en la plasticidad una espina dendritica en donde se

T . ., ..  esquematizan los elementos mds
sindptica. Las espinas establecen el contacto sinaptico

representativos de su citoesqueleto.
con las terminales del axén y tienen como principal (Modificado de Segura et. al, 2017)
funcion la compartimentalizacion e integracion de las sefiales locales (Valencia Segura et al.,
2018; Yuste, 2013).

Esta estructura es mantenida por una red de citoesqueleto de actina, la cual funciona
como una estructura de soporte para el posicionamiento estable de canales, proteinas de
adhesion y estructuras como endosomas y densidades postsindpticas (Spence & Soderling,
2015).

Las espinas dendriticas pueden permanecer estables desde meses hasta afios
(Grutzendler et al., 2002; Trachtenberg et al., 2002), lo cual seria importante para la
estabilidad de los circuitos neuronales. Aun asi, pueden sufrir cambios morfoldgicos, de
hecho, la plasticidad estructural de las espinas dendriticas estd correlacionada con la
plasticidad de circuitos neuronales durante el aprendizaje (Li et al., 2017; G. Yang et al.,
2014; Guang Yang et al., 2009).

La potenciacién a largo plazo (LTP) es una mejora perdurable de la transmision
sindptica como consecuencia de un estimulo o una tarea de aprendizaje. El efecto opuesto

que lleva a una disminucion de la fuerza sindptica es denominado depresion a largo plazo



(LTD). Ambos procesos de potenciacion y depresion estan asociados con aumento y
disminucion del tamafio de espinas dendriticas, respectivamente. Estos cambios de
plasticidad estructural son propuestos como la base de la reorganizacién de circuitos a largo
plazo durante el aprendizaje y la memoria (Kasai et al., 2010). En consecuencia, se asume
que alteraciones dindmicas a corto plazo en la fuerza sindptica conducen a cambios
morfologicos estables a largo plazo, denominados traza de una memoria (Byrne,
Ammassari-Teule, et al., 2017).

La forma de las espinas dendriticas es importante para su funcién como compartimiento
eléctrico o bioquimico de la sinapsis (Tsay & Yuste, 2004). Una caracteristica interesante es
la posibilidad de clasificar a las espinas segin su morfologia (Fig. 5):

1. Tipo I: Espinas pequefias (“Stubby”): son espinas con cabeza grande y no poseen

cuello visible. También son consideradas formas maduras.

2. Tipo II: Espinas con forma de hongo (“Mushroom”): esta clase de espinas poseen una

gran cabeza y un cuello delgado y son ricas en F-actina y G-actina. Son consideradas

formas maduras (Harris, 1999; Kasai et al., 2003; Segal & Andersen, 2000).

3. Tipo III: Espinas delgadas (“Thin”): son espinas con forma de filopodio, muy

delgadas y sin cabeza visible.

Tipo Il

Cabeza

i

Dendrita

Fig. 5. Clasificacion morfologica de las espinas dendriticas (Modificado de Chapleau et al., 2008).



La plasticidad estructural de las espinas también estd acompafiada por una
reorganizacion molecular. A demas del rearreglo del citoesqueleto de actina, se observan
cambios en el tamano de la densidad postsinaptica y el nimero de receptores de glutamato
(Bosch et al., 2014; Meyer et al., 2014).

En modelos experimentales, luego de la inducciéon de LTP en el hipocampo se ha
observado un aumento en el volumen de la cabeza de espinas (Bourne & Harris, 2007). La
evidencia sugiere que las espinas maduras poseen un rol esencial en los procesos de
formacion de la memoria. Esta conclusion proviene de diferentes caracteristicas de las
espinas maduras:

- poseen mayor densidad postsindptica, lo cual le permite anclar mayores receptores

AMPA, haciendo que estas sinapsis sean funcionalmente mas eficientes;

- poseen mayor reticulo endoplasmico liso, lo que les concede la posibilidad de poder

regular de forma mas eficiente los niveles de Ca*2localmente;

- poseen mayor cantidad de polirribosomas para sintesis local de proteinas;

- poseen procesos astrogliales peri sindpticos, los cuales pueden proveer

estabilizacion sindptica y regulan los niveles de glutamato.
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Factor de crecimiento insulino-simil 1 IGF-1)

Los factores neurotréficos son moléculas, generalmente polipéptidos
(neurotrofinas), que participan en diferentes procesos del sistema nervioso central y
periférico. Poseen un rol muy importante en el desarrollo, donde regulan la diferenciacion
de las células madre-neuronales. Ademads, actian en el sistema nervioso adulto, donde
participan en la supervivencia neuronal, plasticidad sindptica y en procesos de aprendizaje
y memoria. Por otra parte, en diferentes alteraciones neurodegenerativas como Alzheimer
y Huntington se han descripto alteraciones en los niveles de neurotrofinas, asi como
también en desordenes psiquidtricos como depresion, ansiedad y abuso de sustancias
(Platholi & Lee, 2018).

Diferentes hormonas y péptidos, relacionados en la homeostasis de la glucosa, tienen
un gran impacto en la actividad neuronal (Mainardi et al., 2015). De hecho, estudios
demuestran que moléculas tales como la insulina, el péptido glucagon-simil I, la grelina y
el factor de crecimiento insulino-simil 1 (IGF-1),
poseen ciertos efectos en la funcién hipocampal.

ElIGF-1 es un péptido enddgeno de cadena
simple, que pertenece a una familia de péptidos

estructuralmente relacionados con la insulina

(Figura 6). Estas moléculas cumplen un rol

importante tanto a nivel celular y tisular, en la Fig. 6. Representacion de la estructura
molecular del factor de crecimiento insulino-
simil I.

regulacion de la  proliferacion celular,
diferenciacidn, apoptosis, como en determinados
aspectos del desarrollo y el crecimiento corporal.

La familia de los IGFs incluye los polipéptidos IGF-1 e IGF-2. Estos ligandos poseen
receptores especificos, IGF-1R e IGF-2R, respectivamente. También se han caracterizado seis

proteinas de union al factor de crecimiento, IGFBPs (del inglés: IGF Binding Proteins),

ademas de proteasas de IGFBPs, que permiten la liberacion de los IGFs.
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Sintesis y distribucion de IGF-1

El IGF-1 es principalmente sintetizado en el
higado. (Fig. 7) Esta sintesis estd principalmente
regulada por la hormona somatotropina (GH). La
glandula pituitaria produce GH, que es transportada
a diferentes tejidos incluyendo el higado, principal
blanco de esta hormona. La union de GH a sus
receptores en el higado promueva la sintesis de IGF-1
mediante la estimulacion de la transcripcion del gen
que codifica para este factor de crecimiento.

Una vez sintetizado, el IGF-1 circula por el
torrente sanguineo unido a IGFBP, la cual prolonga su
vida media y transporta al factor hasta la superficie de
sus células blanco (Abdel-Wahab et al., 2015). Ademas

de la sintesis periférica también existe una sintesis

v
' IGFs
IGEBP

GHﬁM ! ]ﬁGFR

Células blanco

}

IGFs, via de senalizacion

Fig. 7. Sintesis de IGF-1.

local de IGF-1 en el sistema nervioso central. Dicha produccion se ejerce principalmente por

las células micro gliales en su estadio M2 (Labandeira-Garcia et al., 2017). La expresion de

ARNm de IGF-1 en el cerebro es relativamente baja en comparacion con la de su receptor

IGFIR lo que resalta la importancia del IGF-1 producido periféricamente (Dyer et al., 2016).

Las células epiteliales del plexo coroideo y las células endoteliales de los vasos sanguineos

cerebrales expresan los niveles mads altos de IGF1R en el cerebro. La presencia de estos

receptores permite la entrada de IGF-1 desde la circulacion sistémica al encéfalo mediante

transcitosis (Fernandez & Torres-Aleman, 2012).
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Vias de seiializacion de IGF-1

El receptor IGFIR es una proteina heterotetramérica constituida por dos
subunidades a extracelulares y dos subunidades B intracelulares, unidas por puentes
disulfuro (LeRoith et al., 1995).

Durante el desarrollo, los receptores IGF-1 se encuentran ampliamente distribuidos
en corteza, hipocampo, cerebelo, hipotdlamo, tronco encefdlico y médula. Dicha expresion
disminuye luego del nacimiento. En el cerebro adulto, los receptores son expresados
principalmente en neuronas en areas similares a las embrioldgicas, con mayores niveles de
expresion en vasos y plexo coroideo (Fernandez & Torres-Aleman, 2012; Popken et al., 2004).
Aungque los receptores de péptidos insulino-simil muestran una cierta inespecificidad en
términos de sus ligandos, su activacion siempre resulta en las mismas cascadas especificas
de senalizacion intracelular. Un ejemplo bien estudiado, es que la union de IGF-2 al receptor
IGF-1R conduce a actividades similares a las provocadas por IGF-1 en el cerebro (Fernandez
& Torres-Aleman, 2012).

La unién de IGF-1 a su receptor causa la autofosforilacion de las subunidades 3
intracelulares, lo que provoca la activacion enzimatica y subsecuente fosforilacion del
sustrato 1 del receptor de insulina (IRS1) en multiples residuos de tirosina. Estos sitios
fosforilados funcionan como sitios de anclaje para numerosas proteinas de sefializacion
intracelular (Dyer et al.,, 2016) (Fig. 8). La activacion de IGF-1R desencadena la via de
senalizacion de fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3Kinase-Akt), la cual promueve el crecimiento
y la maduracion celular. IRS1 se une a PI3K que fosforila PIP2 a PIP3. PIP3 se una a dos
proteinas quinasas: Akt y PDKI1, provocando la activacion de Akt, la cual actia a nivel de
numerosas proteinas de la célula para promover el crecimiento y la supervivencia celular.
Los sustratos blanco de Akt incluye al complejo sensible a rapamicina (mTOR), el cual
estimula la produccién de ribosomas y la sintesis proteica (Burgos & Cant, 2010). Otro
sustrato es la proteina pro-apoptdtica BAD, que es inhibida por la fosforilacién de Akt (Kiley
et al., 2003). Otro de los efectos de la fosforilacion del receptor de IGF-1 es la inhibicién por
fosforilacion de la glicogeno sintasa pro-apoptotica 3 (GSK3p), la cual estd asociada con

aumento del almacenamiento de glicdgeno en neuronas de proyeccion en el cerebro
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postnatal y con la reduccién de la hiperfosforilacion de la proteina tau, lo que causa muerte

neuronal (Deak & Sonntag, 2012).

Ademas de la via PI3K, IGF1R también activa la via de las MAP quinasas. El receptor
fosforila la proteina Sch, la cual recluta al complejo GRB2/SOS, activando el complejo Ras y
asi dando lugar a esta via de sefalizacion, relacionada con el crecimiento dependiente de

transcripcion y mitogénesis.
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crecimiento

Fig. 8. Vias de sefializacion de IGF-1. (Modificado de Jung & Suh, 2014).

El rol de la via ERK/MAPK en procesos cognitivos y de formacién de la memoria

Se ha demostrado que la activacién de la via de sefalizacién de las quinasas
reguladas por sefalizacién extracelular (ERKs), miembros de la familia de las MAP
quinasas, poseen un rol importante en la plasticidad sindptica y procesos de formacién de
la memoria, y tareas de aprendizaje en diferentes dreas cerebrales (Giovannini, 2006).

De hecho, la via de sefalizacion ERK/MAPK posee un rol mayor en la emergencia

de memorias de miedo y en los cambios plasticos en BLA asociados con el aprendizaje de
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miedo (Maldonado et al.,, 2011). Se piensa que estas vias de sefalizacién intracelular
transducen los cambios dependientes de actividad, caracteristicos de formas mas cortas de
plasticidad sindptica, en cambios estructurales y funcionales a largo plazo mediante la
participacion de activadores de la transcripcion en el nticleo (Schafe et al., 1999).

Propiedades del IGF-1 en el sistema nervioso central

Neurogénesis

El hipocampo es una de las pocas areas en donde la neurogénesis persiste durante la
adultez. En los mamiferos, la zona subventricular y subgranular representan los dos nichos
de neurogénesis en el cerebro adulto (Braun & Jessberger, 2014). Existe evidencia de que, en
el hipocampo, neuronas recién generadas se integran a circuitos existentes, jugando un rol
importante en procesos de memoria y aprendizaje (Mainardi et al., 2015).

Estudios llevados a cabo en modelos in vitro e in vivo sugieren que el IGF-1 promueve la
neurogénesis hipocampal, al afectar la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de

células madre neuronales (Aberg et al., 2003; Brooker et al., 2000).

Sinaptogénesis y plasticidad sindptica

La mayoria de las sinapsis excitatorias se llevan a cabo en las dendritas, es asi que la
plasticidad sindptica es un fendmeno intrinsecamente dendritico (Maheux et al., 2016).
Dichos cambios plasticos se cree que son fundamentales para realizar varias funciones
cerebrales, como el refinamiento de las conexiones durante el desarrollo, el aprendizaje y la
memoria.

Se han utilizado diferentes modelos experimentales a los fines de dilucidar el
potencial efecto del IGF-1 en procesos plasticos del sistema nervioso. En experimentos
realizados en tejidos corticales se observo que el tratamiento con IGF-1 estimula la
plasticidad estructural (Corvin et al., 2012). En experiencias in vivo en ratones knock-out
para IGF-1 se observd que estos poseian un ntiimero reducido de espinas dendriticas en
neuronas de la corteza y dendritas mas cortas (Camarero et al., 2001; Cheng et al., 2003).
También se ha observado que el tratamiento con suero anti IGF-1 en hipocampo adulto,

impide el incremento en el nimero de espinas dendriticas en CAl, producido por la
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actividad fisica (Glasper et al., 2009). Ademas, luego de la infusién intracerebroventricular
de IGF-1 se comprobd un incremento del tamano y el numero de complejos de espinas de
boton multiple, asi como también un aumento en la densidad postsindptica en el area CA1
del hipocampo (Shi et al., 2005).

Por ultimo, estudios electrofisiologicos también proveen evidencia del efecto
neuroplastico del IGF-1. La aplicacion aguda de IGF-1 induce un aumento de la transmision
sinaptica excitatoria de hasta un 40% en la regién CA1 del hipocampo. Ademads, ratones
mutantes que expresan niveles bajos de IGF-1 demostraron una completa falta de LTP en el

hipocampo (Xing et al., 2006).

Cambios comportamentales

En cuanto a los efectos relacionados a funciones relacionadas con el cerebro, se han
descripto algunos cambios en procesos de aprendizaje y memoria luego del tratamiento con
IGF-1.

En ratones knock-out para IGF-1, se observéd un déficit en el aprendizaje y la
retencion de la memoria en el test de Morris (laberinto acuatico). Este fendmeno se observé
desde los 2 meses de edad, persistiendo hasta los 18 meses (Svensson et al., 2006; Trejo et
al., 2007). También se observo que en tratamiento con suero anti IGF-1 afectaba el

aprendizaje de una tarea de evitacion pasiva (Lupien et al., 2003).

Potenciales mecanismos de accion

Existen numerosos mecanismos propuestos a través de los cuales IGF-1 podria
ejercer su efecto sobre la neuroplasticidad (Fig. 9). Mientras diferentes estudios abordan
dichos procesos individualmente, seria correcto pensar que IGF-1 ejerce su accion a través
de la combinacién de los mismos. Cada uno de estos eventos estaria también sujeto a una
especificidad espacial y temporal a los fines de incrementar la eficacia sindptica y la

comunicacion neuronal (Dyer et al., 2016).
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Receptores glutamato

La modulacién de la presencia de receptores de glutamato y la composicién de las
subunidades de los mismos es clave en la determinacion del efecto de IGF-1 en la
neuroplasticidad. A través de la activacion de la via PI3K, IGF-1 podria mejorar la

incorporacion de receptores glutamato en la espina dendritica (Deak & Sonntag, 2012)
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Fig. 9 Potenciales mecanismos de accién de IGF-1. (Modificado de Dyer, 2016)

El balance entre las distintas subunidades NR2B/NR2A (que conforman el receptor
NMDA) refleja el potencial de plasticidad sindptica encontrandose modulado

positivamente por IGF1 (Le Greves et al., 2005).
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Canales de Calcio

Otra forma que posee IGF-1 de actuar sobre la neuroplasticidad de las sinapsis
glutamatérgicas es a través de la regulacion de las corrientes de calcio. La activacion de su
receptor logra la fosforilacion de canales dependientes de voltaje, incrementando el flujo de
calcio hacia el medio intracelular y la consecuente liberacion de neurotransmisores (Deak &
Sonntag, 2012).
Movilizacién de vesiculas

La elevacion de concentracion de calcio acciona la maquinaria para la exocitosis. Esta
consiste en sensores de calcio (sinaptotagminas), proteinas del complejo SNARE
(sinaptobrevina/VAMP, syntaxinal y SNAP-25) y otras proteinas de uniéon que son
esenciales para la correcta fusion de vesiculas sindpticas en la zona activa. IGF-1 aumenta
los niveles de expresion de syntaxinal contribuyendo a la liberacion de neurotransmisores

(Corvin et al., 2012).
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Hipotesis

IGF-1 en BLA se involucraria en el cambio pldstico estructural de hipocampo dorsal como fenémeno
neurobioldgico preciso de la formacion de la traza de memoria.

Objetivo General

Evaluar el rol de IGF-1 como modulador sindptico en BLA sobre la plasticidad estructural
hipocampal, subyacente a la formacién de la traza de memoria.

Objetivos Especificos

Objetivo Especifico 1. Evaluar la participacion de IGF-1 en la formacion de una traza de

memoria.

Objetivo Especifico 2. Evaluar los niveles de ERK 1/2 (via de segundos mensajeros de la
activacion del receptor de IGF-1) en BLA, antes del condicionamiento contextual.

Objetivo Especifico 3. Evaluar si los cambios plasticos estructurales en HD los cuales serian
promovidos la accion neurotrofica de IGF1, son los responsables de la formacion de la traza
de memoria.
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Materiales y Métodos




Animales

Ratas macho adultas (Wistar) fueron alojadas en cajas estandares de plastico con
comida y agua ad libitum y fueron utilizadas a partir del segundo mes de vida (200-230 g
de peso). En todos los experimentos con animales se siguieron las pautas provistas por el
Comité CICUAL de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de
Coérdoba (protocolos aprobados Exp. 0030807/2018 Res. 1221 y Exp. 0000314/2017 Res. 1195).

Vectores adenovirales utilizados

RAd-IGF-1. Vector recombinante adenoviral portador del cDNA para ratIGF-1 El
transgén se encuentra bajo el control del promotor de citomegalovirus murino (mCMYV).

Vector control: RAd-DsRed. Adenovector que expresa el gen de la proteina
fluorescente roja DsRed2 de Discosoma sp (promotor mCMYV).

Ambos vectores fueron construidos por el método de los dos plasmidos (Microbix),
amplificados en la linea celular embrionarias de rifién humano (HEK293), purificados en
gradientes de CsCl, dializados y finalmente titulados por el método de dilucién en placas
(experiencia previa del grupo de trabajo Herenu et al., 2006, 2007, 2009; Mitschelen et al.,
2011; Nishida et al., 2011; Sanchez et al., 2008).

Terapia Génica con IGF-1

Para realizar la cirugia estereotdxica los animales fueron anestesiados con una
solucion de ketamina (55mg/Kg, intraperitoneal) / xilazina (11mg/Kg, intraperitoneal).
Luego fueron posicionados en un aparato estereotaxico. Una canula de infusion guia (30G,
longitud de 12mm) se conectd a través de una via de polietileno a una micro jeringa de 10ml
(Hamilton) montada en una bomba de micro infusiéon. La cdnula se posiciond en las
coordenadas pertinentes para poder inyectar en amigdala basolateral: Antero-Posterior: -
2.8 mm Medio-Lateral: +4.8 mm y Dorso-Ventral: -8.4 mm; -8 mm. Se infundieron 0.75 ul
por hemisferio, de una solucion que contenia los vectores virales RAd-DsRed (1x10% pfu/ul)

0 RAd-IGF-1 (1x10® pfu/ul).
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Conducta Condicionamiento en Contexto A (7 dias posteriores a la cirugia)

Este experimento se realizé dentro de una sala de conducta, actsticamente aislada.
La cdmara de condicionamiento, de 20x23x40cm, estd formada por paredes de acrilico
blancas, una tapa transparente, un piso de barras de metal de 4mm de grosor y separadas
entre si por 1.5cm. La misma estd dividida en izquierda y derecha (IZQ y DER) por un panel
de acrilico negro. Luego de armar la cdAmara, se conecta la fuente por donde es transmitida
la corriente a la rejilla de metal.

En el curso del experimento, una vez dentro de la cdAmara de condicionamiento, el
animal permaneci6 3 minutos en un periodo de aclimatacion (periodo pre-shock). Luego se
aplico un estimulo de 0.5 mA durante 3 segundos y el animal continu6 50 segundos mas en
la cdmara (periodo post-shock).

Durante ambos periodos, pre- y post-shock, se midio en el tiempo de “freezing”,
considerado como la condicion en que el animal se encuentra inmdvil, con sus cuatro patas

en el suelo y la cabeza hacia adelante.

Test 1 en Contexto A (24 h posteriores al condicionamiento)

Los animales fueron expuestos al contexto en donde recibieron el estimulo (cdmara
de condicionamiento), respetando el lado (IZQ o DER) en el que recibieron el

condicionamiento y durante un periodo de 5 minutos se midid el tiempo de freezing.

Test 2 en Contexto A (7 dias posteriores al Test 1)

Los animales fueron expuestos al contexto en donde recibieron el estimulo (cAmara
de condicionamiento), respetando el lado (IZQ o DER) en el que recibieron el

condicionamiento y durante un periodo de 5 minutos se midio el tiempo de freezing.

Test de la Plancha Caliente

Para la evaluacién de nocicepcion, los animales fueron expuestos a una plancha con una
temperatura de 54°C, y se medird en el tiempo que tardan en reaccionar, levantando alguno

de los miembros anteriores, durante un periodo de 90 segundos.

22



Test 1y 2 en un contexto nuevo (Contexto B)

Para evaluar si la respuesta conductual estaba asociada a un contexto especifico, se
realizaron los test 1 y 2 en un contexto diferente (Contexto B) al del condicionamiento
(Contexto A). El contexto B consiste en dos cajas de madera enfrentadas, de color negro, con
un piso de goma y una tapa trasparente. Los animales fueron colocados dentro de la caja,
respetando el lado (IZQ o DER) en el que recibieron el condicionamiento y se midi6 en

tiempo de freezing durante un periodo de 5 minutos.

Inmunohistoquimica

La evaluacion estereoldgica de las estructuras de interés se realizé utilizando una
variante simplificada del método del fraccionador 6ptico. En cada animal, uno de cada 6
cortes contiguos (40 pm) fue seleccionado para obtener un grupo de secciones seriadas no-
contiguas, las que fueron procesadas por IHQ usando anticuerpos comerciales contra IGF-
1 (Anti-IGF-1 Antibody, clone Sm1.2). Se utilizé Vectastain Universal ABC kit como sistema
de deteccion (Vector Labs, Burlingame, CA) y la 3,3-diaminobenzidina tetrahidrocloruro
(DAB; Sigma, St. Louis, MO) como cromogeno. Imagenes de los cortes fueron obtenidas
utilizando un microscopio Leica DM 4000 B asociado a un software y una camara digital
Leica DFC. Las imdgenes fueron procesadas utilizando el programa “Image Composite

Editor”.

Western-Blot

Seis dias posteriores a la cirugia, los animales fueron sacrificados. Se les extrajo el
cerebro y este fue colocado en una matriz acrilica, rodeada por hielo. Se realizaron cortes
coronales de 2 mm en la zona de la amigdala y esta fue extraida con un sacabocado. Las
estructuras provenientes de ambos hemisferios fueron disgregadas en homogeneizadores
conteniendo RIPA y sus correspondientes inhibidores de proteasas (Ortovanadato, PMSF y
NP40) a 4° C. Luego las muestras fueron sonicadas y centrifugadas, y se midi6 el volumen
final del sobrenadante. Para la cuantificacion de proteinas se uso la técnica de Bradford. 35

mg de la muestra fueron colocados en cada uno de los carriles de un gel SDS-PAGE al 4% y
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la corrida se realizé en un gel SDS-PAGE al 10%. Luego la muestra fue transferida a una
membrana de fluoruro de polivinilideno. La membrana se bloqued con leche al 5 % diluida
en buffer TTBS por 1 h a temperatura ambiente y luego incubadas durante toda la noche a
41 °C con un anticuerpo primario anti-ERK1/2MAPK fosforilada (rabbit, 1:1000; Cell
Signaling Technologies). Al dia siguiente fueron incubadas con anticuerpo secundario anti-
rabbit conjugado a peroxidasa (1:1000, CellSignaling), por 2 h a temperatura ambiente y
revelados usando quimioluminiscencia en placas.

La membrana fue recuperada* para, posteriormente, hacer el revelado de ERK1/2
total. Se incubd durante toda la noche a 41 °C con anticuerpo primario anti-ERK1/2MAPK
(mouse, 1:2500; Cell Signaling Technologies). Al dia siguiente fueron incubadas con un
anticuerpo secundario anti-mouse conjugado a peroxidasa (1:2500, CellSignaling), por 2 h a
temperatura ambiente y revelados usando quimioluminiscencia en placas.

La senal de las placas fue cuantificada usando los programas “Adobe Photoshop
CC” e “Image]”.

*la recuperacion de la membrana se realizé mediante un lavado con metanol por 5 minutos

a temperatura ambiente.

Espinas Dendriticas

Animales administrados con la terapia adenoviral en BLA, fueron sacrificados 1 dia
posterior a la evocacion de la traza de la memoria. Luego del sacrificio y la extracciéon de
cerebro se obtuvieron rebanadas de 200 um de cortes coronales de hipocampo dorsal. Las
muestras se preservaron en una solucion PFA 50% y PBS 50%. En rebanadas fijadas se
procedi6é a administrar un colorante fluorescente (Dil, Probe, Eugene, OR) en regiones
apicales del arbol dendritico (Regién hipocampal CA1). Posteriormente se colocd la
rebanada en una solucién conteniendo PFA 4% para su fijacion durante 12 h. Luego se
montd en porta objetos y fue visualizada por medio de un microscopio confocal (Olympus
IX81). Secciones Opticas en el eje Z fueron adquiridas a pasos de 0.1um. El software “Image]”

fue utilizado para el posterior analisis.
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Densidad de espinas: Las mismas fueron identificadas como protrusiones pequefas
que se extienden no mas de 3um desde la dendrita pariente. Solamente espinas que
aparecieron en forma continua con la dendrita fueron cuantificadas. El largo de la dendrita
fue medido y el numero de espinas fue normalizado por 10um de dendrita.

Morfologia de espinas: Las mismas fueron clasificadas en tres categorias: Tipo I o
espinas cortas (denominadas en la literatura de habla inglesa como “stubby”) las cuales
carecen en cierta medida de cuello; Tipo II o espinas que se asemejan a hongos
(“mushrooms”) las cuales presentan una cabeza amplia, con un cuello corto y angosto; y
Tipo III que son espinas finas, largas y cabeza pequena (Calfa et al., 2012; Tyler & Pozzo-
Miller, 2003). Espinas individuales fueron incluidas en cada categoria, basado en la relacién
especifica de L/d« y dea/dew, en donde L es el largo de la espina desde la base de la dendrita
hasta la punta de la misma, d«ues el didmetro maximo del cuello, y d«. es el didmetro maximo

de la cabeza.

Andlisis estadistico

Los datos comportamentales fueron analizados por ANOVA de dos vias seguido de tests a
posteriori apropiados y pruebas T de Student. El analisis de datos de espinas dendriticas y
Western-Blot se realiz6 mediante pruebas T de Student. Se utilizo el programa Prism

GraphPad 6 para el analisis estadistico.
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Resultados




Objetivo Especifico 1. Evaluar la participacion de IGF-1 en la expresion de una

traza de memoria.
Experimento 1. Sobreexpresion de IGF-1 en BLA

Para poder visualizar la sobreexpresion de IGF-1 en la zona de la amigdala, se
tomaron imagenes de cortes coronales, los cuales fueron previamente procesados con

inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo anti- IGF-1.
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Figura 10. Inmunohistoquimica para IGF-1. A. Corte coronal de cerebro de rata tratada
con RAd-DsRed. B. Corte coronal de rata tratada con RAd-IGF-1.

Con un aumento de 2,5x (Fig. 10), se observa en ambos cortes la diferencia de expresion en
la zona del complejo basolateral de la amigdala (ubicacion estereotaxica de BLA: Antero-
Posterior: -2.8 mm Medio-Lateral: +4.8 mm y Dorso-Ventral: -8.4 mm; -8 mm). La
sobreexpresion exdgena de IGF-1 se observa marcadamente en las ratas tratadas con
RAdIGF-1, no asi en el grupo tratado con RAd-DsRed. En ambos cortes se observa también
en la zona de entrada de la cirugia, una fuerte expresion de IGF-1. Esto podria deberse a la
respuesta inmunitaria de la microglia presente en la zona de la lesion. Las células de la
microglia han sido descriptas como las principales responsables de la sintesis local de IGF-

1 en el sistema nervioso central (detalles en introduccion).
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Para un mayor detalle de la zona de interés, BLA, se muestran imdagenes a mayor

aumento (20x) (Fig. 11). Las dos imagenes superiores muestran un corte obtenido de un

animal tratado con RAd-DsRed y en las dos imagenes inferiores un corte de un animal

tratado con RAdIGF-1.
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Figura 11. Inmunohistoquimica para IGF-1. Complejo basolateral de la amigdala
(20X). Ay B. Hemisferio Izquierdo (A) y Derecho (B) RAd-DsRed. C y D. Hemisferio

Izquierdo (C) y Derecho (D) RAdIGF-1.
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Experimento 2: Evaluacion de la traza de memoria
Para la evaluacion conductual de la formacion de la traza de memoria, un grupo de
18 animales fue aleatoriamente asignado a dos grupos experimentales: un grupo recibio la

terapia con RAd-IGF-1 y el restante fue inoculado con RAd-DsRed.
Condicionamiento Contexto A

Ambos grupos de animales fueren colocados en la cdmara de condicionamiento siete
dias posteriores a la cirugia, en donde recibieron el estimulo condicionado (EI). El ANOVA
a dos vias para el porcentaje de freezing a tiempos pre- y post-El arrojé6 un efecto
significativo del condicionamiento independientemente del tratamiento (Fq, 34 = 89,75; p <
0,0001). En la Fig. 13 A se observan los resultados obtenidos para el condicionamiento en el

contexto A.
Test 1

El dia posterior al condicionamiento, cuando las ratas fueron expuestas nuevamente
a la caja de condicionamiento durante 5 minutos, los animales tratados con RAdIGF-1
presentaron un nivel elevado de tiempo de freezing con respecto a los animales tratados con
RAd-DsRed. El grupo con el tratamiento de IGF-1 obtuvo una media de 49,83% mientras

que el grupo control una media de 32,69%. T-test: t= 5,067; p <0.0001. (Fig. 13 B).
Test 2

7 dias posteriores al condicionamiento, se observaron resultados similares, en donde
el grupo tratado con RAdIGF-1 presentd un mayor porcentaje de tiempo de freezing que el
grupo control. Aunque en este test la diferencia fue menor, el grupo tratado con RAdIGF-1
obtuvo una media de 49,23% y el grupo control de 36,05%. T-test: t= 3.335; p = 0.0039 (Fig.
13 C).

Test de la plancha caliente

En cuanto a la evaluaciéon nociceptiva, ambos grupos de animales percibieron el

estimulo a tiempos similares. T-test: t=0.02; p = 0.98. (Fig. 13 D).
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Fig. 12. Esquema del protocolo experimental para el andlisis de la traza de memoria en el contexto A.
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Figura 13. A) Condicionamiento en contexto A: Pre Shock: porcentaje de tiempo de freezing antes
del estimulo. Post Shock: porcentaje de tiempo de freezing después del estimulo. ANOVA a dos vias.
(Fa,39=2,684p=0,11). B) Test 1: Evaluacion de la memoria contextual de miedo 24 h después
del entrenamiento. (t= 5,067; p<0.0001). C) Test 2: Evaluacién de la memoria contextual de miedo
14 dias después del entrenamiento (t= 3.335; p = 0.0039 D) Evaluacién nociceptiva en plancha
caliente: (t= 0.02; p = 0.98). Los datos estin representados por la media + SEM. (**: p<0,01; ***: p<
0,0001; n=8-9).
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Experimento 3: Evaluacion de la traza de memoria en un contexto diferente.

Con el fin de evaluar la asociacion entre la respuesta y un contexto especifico se
realiz6 el mismo protocolo de condicionamiento detallado anteriormente. Al igual que los
animales utilizados para ser testeados en el mismo contexto, ambos grupos de animales
fueren colocados en la camara de condicionamiento siete dias posteriores a la cirugia, en
donde recibieron el estimulo condicionado (EI). El ANOVA a dos vias para el porcentaje de
freezing a tiempos pre- y post-El arrojo un efecto significativo del condicionamiento
independientemente del tratamiento (F 24 = 23,26; P <0,0001). En la Fig. 14 A se observan

los resultados obtenidos para el condicionamiento en el contexto A.
Test 1 en contexto B

Como se esperaba el porcentaje de la respuesta de freezing de ambos grupos no fue
diferente, al ser expuestos a un contexto nuevo con respecto al contexto en donde se recibid

el condicionamiento. T-test: t = 0,9861; p = 0,3435 (Fig. 15 B).
Test 2 en contexto B

7 dias posteriores al condicionamiento, se observaron resultados similares, en donde
nuevamente no se observaron diferencias en el porcentaje del tiempo de freezing entre

ambos grupos. T-test: t =0,9056; p = 0.3829 (Fig. 15 C).

2 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 14

Rata Wistar Macho
(2 meses)
, . Handling Condicionamiento Test 1 Test 2
Dia 0 Cirugia
CtxA CtxB CtxB

Fig. 14. Esquema del protocolo experimental para el andlisis de la traza de memoria en el contexto B.
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Figura 15. A) Condicionamiento en contexto A: Pre Shock: porcentaje de tiempo de freezing
antes del estimulo. Post Shock: porcentaje de tiempo de freezing después del estimulo. ANOVA a dos
vias. [F (1, 24) =0,1734; p = 0,680]. B) Test 1 en contexto B: Evaluacion de la memoria contextual
de miedo 24 h después del entrenamiento. (t= 0,9861; p = 0. 3435). C) Test 2 en contexto B:
Evaluacién de la memoria contextual de miedo 14 dias después del entrenamiento (1=0,9056; p =
0.3829). Los datos estin representados por la media + SEM. n=7
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Objetivo Especifico 2. Evaluar los niveles de ERK 1/2 (via de segundos mensajeros de la

activacion del receptor de IGF-1.

En la figura 17 A se observan los resultados obtenidos para la evaluacion de los
niveles de ERK fosforilada (pERK) con respecto a ERK total (ERK). Para el grupo control se
obtuvo una media de 0,57, mientras que para el grupo tratado con RAdIGF-1 se obtuvo una
media de 1,17. Si bien no se observo una diferencia significativa, se observa que existe una
tendencia, con un n=3 y p=0,051, en donde la relacién pERK/ERK tiende a ser mayor en el

grupo tratado con RAdIGF-1 que el grupo control, tratado con RAd-DsRed.

En la figura 17 B se muestra la placa de revelado, tanto para pERK como para ERK. Del lado
izquierdo el grupo de animales tratado con RAd-DsRed y del lado derecho los animales

tratados con RAdIGF-1.

Dia 0 Dia 7
Cirugia
Rata Wistar Macho
Sacrificio
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Fig. 16. Esquema del protocolo experimental para la evaluacion del andlisis de
los niveles proteicos de ERKp/ERKT.
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Fig. 17. A) Resultados obtenidos para el andlisis de los niveles proteicos de ERKp/ERKT. Las barras
representan la media + SEM de ERKp/ERKT expresada como densidad dptica (t= 2,74 p=0.0519 n=3). B)
Placas reveladas con ambas proteinas ERKp y ERKT.
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Objetivo Especifico 3. Evaluar si los cambios plasticos estructurales en HD los cuales

serian promovidos por la accion neurotrofica de IGF1, son los responsables de la

expresion de la traza de memoria.

Con el fin de evidenciar si el tratamiento con RAd-IGF-1 en BLA es capaz de inducir
cambios plasticos estructurales en la regién CA1 del hipocampo, un grupo de seis ratas fue
aleatoriamente asignado a dos grupos: un grupo recibid la terapia con RAd-IGF-1Yy, el grupo
control, fue inoculado con RAd-DsRed. El andlisis de la densidad y clasificaciéon de espinas
dendriticas, se llevd a cabo en un total de 42 segmentos dendriticos: RAd-DsRed: 20

segmentos; 628,17 um y 3 ratas. RAdIGF-1: 22 segmentos; 671,73 um y 3 ratas.

En la figura 19 A se muestran los resultados de la cuantificacion para el total de
espinas dendriticas. Los resultados se expresan en cantidad de espinas por cada 10 um de
dendrita analizada. Lo observado es que entre ambos grupos no existe una diferencia

significativa en el nimero de espinas totales. T-test: t= 0,84 p=0,462.

En cambio, en el andlisis de las espinas maduras (fig. 19 B), si se observaron
diferencias significativas entre los grupos. T-test: t=5,099 p=0.0063. El nimero de espinas
maduras fue mayor en el grupo tratado con RAd-IGF-1. En contraste, en el analisis de las
espinas finas (fig. 19 C) se observo que éstas fueron significativamente mayores en el grupo

RAd-DsRed. t= 4,244 T-test: p= 0,0001.

@ Dia 6 Dia 7 Dia 8

Rata Wistar Macho
(2 meses)
Dia 0: Cirugia

Handling Condicionamiento Sacrificio

Fig. 18. Esquema del protocolo experimental para el andlisis de espinas
dendriticas (realizado el Dia 8).
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Fig. 19. Anadlisis cuantitativo de espinas dendriticas. A) Espinas dendriticas totales.
RAd-DsRed: 11,74 espinas/10 um IGF-1: 12,31 espinas/10 um. (t= 0,84 p=0,462) B) Espinas
dendriticas maduras. RAd-DsRed: 2,77 espinas/10 um RAAIGF-1: 4,79 espinas/10 pm.
(t=2,804 p=0,006) C) Espinas dendriticas finas. RAd-DsRed: 5,27 espinas/10 um RAAIGF-1:
3,64 espinas/10 um (t= 4,244 p= 0,0001). Data representada como media + SEM. n= 20-
22dendritas/3 ratas/ 628-671 um.
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Conclusion y Discusion




Se encuentran establecidos en hipocampo, cognicién y memoria, los posibles campos
efectores de IGF-1, reportandose que es una de las moléculas estimuladora del metabolismo
de la glucosa, aportando energia para la biosintesis de neurotransmisores por lo que
facilitaria circuitos hipocampales en cuanto a plasticidad, transmision y estructura sinaptica,
asi como también participando en aspectos neurogénicos modificando aprendizaje, memoria
y funcionalidad cognitiva (Deak & Sonntag, 2012; Liquitaya-Montiel et al., 2012; Mainardi et
al., 2015). Ademas, a través de la activacion de PI3K, IGF-1 podria estar involucrado en la
incorporacion y transporte de receptores glutamatérgicos en espinas dendriticas (Deak &
Sonntag, 2012). No obstante, escasa literatura refiere a estudios sobre el rol de los factores de
crecimiento en memorias aversivas. Se ha reportado que el tratamiento sistémico con IGF-2
antes del condicionamiento mejora la retencidon y persistencia de distintas memorias de
trabajo, a corto y largo plazo, incluyendo memorias de condicionamiento de miedo (Stern et
al., 2014). Agis-Balboa y Fischer, sugieren que se establece un patrén especifico de células
granulares de DG-CA3 en la recuperacion de las memorias de miedo, participando
especificamente la sefalizacion de IGF-2 (mediada indirectamente por IGFIR) como
regulador esencial tanto de la neurogénesis del hipocampo adulto como de la extincion del
miedo (Agis-Balboa & Fischer, 2014). Estos estudios también estan sostenidos por Burgdorf
et al. (2017), sugiriendo que IGFBP2 posee efectos simil-terapéuticos en multiples modelos
de estrés postraumatico en ratas, en donde IGFBP2 facilitaria la plasticidad estructural al
nivel de las espinas dendriticas (Burgdorf et al., 2017).

Uno de los factores de crecimiento estudiados en la formacion de una memoria de
miedo, es el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF). Se observé que BDNF esta
involucrado tanto en el proceso de formacién de una memoria de miedo, como también en
cambios plasticos estructurales en hipocampo dorsal (Gaston Calfa et al., 2012; Giachero et
al., 2013).

En el presente trabajo de tesina, el abordaje con el Adenovector portador del cDNA
para IGF 1 fue desde BLA. Se observé que el tratamiento con el factor de crecimiento induce
una mayor expresion del comportamiento de inmovilizacién en animales tratados bajo un

protocolo de condicionamiento débil. Estos resultados indicarian un efecto facilitador y/o
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promotor de IGF-1 en los procesos de formacién/expresion de una traza de memoria de
miedo. Al tener en cuenta el modelo de circuito de interconexion BLA-corteza -Hipocampo
mencionado previamente, IGF-1 en BLA proporcionaria un estado propicio para la
formacion de este tipo de memorias.

No se observaron diferencias entre grupos respecto al comportamiento de
inmovilizacion cuando las ratas fueron testeadas en un contexto diferente, sugiriendo que
IGF-1 posee una accidon potenciadora sobre la memoria asociativa. Con este protocolo,
podemos inferir que la memoria de miedo fue un proceso selectivo del contexto en donde
fueron condicionados los animales (Contexto A). En consecuencia, la exposicion al mismo
contexto, en donde el animal recibi¢ el condicionamiento es necesaria para observar dichos
cambios comportamentales.

Podemos concluir también, que uno de los mecanismos a través de los cuales IGF-1
estaria actuando es la via de sefializacion MAPK/ERK, la cual se encontré6 aumentada al
momento del condicionamiento (relacion de ERKp/ERKT en BLA). Estos resultados
obtenidos muestran una clara tendencia (n=3; p=0,0051) debiendo procesar restantes
muestras disponibles en futuros estudios.

El anélisis de espinas dendriticas, no mostr6 diferencias entre grupos en relacion a
su numero total; sin embargo, existe un cambio estructural en hipocampo dorsal (CA1) en
cuanto a la morfologia de las mismas. El cambio plastico se evidencié con un incremento
hipocampal de espinas maduras en animales tratados con RAd-IGF-1 vs su contraparte
control. Debido a caracteristicas especificas descritas previamente, se ha hipotetizado que
las espinas maduras cumplen un rol esencial en los procesos de formacién de la memoria.
Asi sugiere que el IGF-1 en BLA tiene un efecto sobre la plasticidad estructural en el
hipocampo, mas detalladamente en la morfologia de las espinas, siendo éste el proceso
detras de la respuesta comportamental observada.

Como comentarios finales, podemos mencionar que el proceso de
formacion/expresion de memorias aversivas, involucra diferentes estructuras cerebrales y
conexiones entre ellas, dando lugar a mecanismos complejos. La disfuncionalidad de estos

circuitos neuronales, dan como resultados desdrdenes de ansiedad, sindrome de estrés post
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traumatico, sindrome de ansiedad generalizada, entre otros. Profundizar en los mecanismos
que subyacen a estos procesos mnésicos es critico al momento de desarrollar tratamientos
nuevos y efectivos para estos desordenes. Resultan de gran aporte futuro en memorias
aversivas la exploracion y manipulacién, mediada por IGF 1 en este caso, de procesos
plasticos que involucren cambios comportamentales, sindpticos y/o estructurales donde el
hipocampo y BLA poseen un rol esencial.

En resumen, los resultados de esta tesina de grado permitieron profundizar sobre la
formacion de la traza de una memoria de miedo, la participacion de la via BLA-hipocampo

y evidenciar el rol del factor de crecimiento IGF-1 en el mencionado circuito.
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