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RESUMEN

El presente estudio investigd la memoria de miedo resultante de la interaccion entre
una experiencia estresante y la evocacion de una traza de memoria de miedo ya
establecida. Esta combinacién aumento tanto la expresion como la retencion de miedo
en ratas Wistar adultas. Del mismo modo, la infusibn local de un agente
benzodiacepinico (midazolam) en la amigdala basolateral (ABL) antes del estrés
atenuod la potenciacion de la memoria de miedo, lo que sugiere la participacion de una
reduccion inducida por el estrés de la transmision GABAérgica en la ABL en el efecto
promotor del estrés. Por otro lado, se ha sugerido que mientras el gen de expresion
temprana zif268 esta involucrado en el proceso de reconsolidacion, la expresion del
factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF) en el hipocampo dorsal (HD) esta
altamente correlacionada con la consolidacion. Por lo tanto, se evaluo la contribucion
relativa de estos dos procesos neurobiologicos a la memoria de miedo resultante de la
interaccién mencionada anteriormente. La infusion local en el HD de un oligonucleétido
antisentido contra Zif268 o de un inhibidor de la degradacion de proteinas (clasto-
lactacistina-B-lactona), la cual se sugiere estar implicada en el proceso de
desestabilizacién inducida por la evocacién, no afecté a la memoria contextual
resultante. En contraste, la inhibicion del BDNF hipocampal atenud la influencia
promotora del estrés sobre la retencién de miedo. Ademas, la experiencia de evocacion
elevo el nivel del BDNF en el HD 60 minutos después de la evocacion exclusivamente
en los animales estresados. Estos hallazgos sugieren la implicancia de un mecanismo
sensible a BDNF hipocampal en el efecto promotor del estrés sobre la memoria de
miedo después de la evocaciéon. Por otra parte, la combinacion entre el procedimiento
de condicionamiento de miedo y el estrés aumentd el nUmero de espinas dendriticas
maduras en el HD. Este aumento de la densidad de las espinas dendriticas en el HD
fue impedido por la infusion local del midazolam en la ABL antes del estrés. Estos
resultados destacan el rol de la atenuacion de la neurotransmision GABAérgica en la
ABL en la influencia del estrés sobre la memoria de miedo y la remodelacion sinéptica
hipocampal. En conclusion, la plasticidad estructural en el HD se asocia a la facilitacion
de la memoria de miedo después de la combinacién del condicionamiento de miedo y

el evento estresante.



ABSTRACT

The present study investigates the fear memory resulting from the interaction of a
stressful experience and the retrieval of an established fear memory trace. Such
combination enhanced both fear expression and fear retention in adult Wistar rats.
Likewise, midazolam intra-basolateral amygdala (BLA) infusion prior to stress
attenuated the enhancement of fear memory thus suggesting the involvement of a
stress-induced reduction of the GABAergic transmission in BLA in the stress-induced
enhancing effect. It has been suggested that, unlike the immediate-early gene zif268
which is related to the reconsolidation process, the expression of hippocampal brain
derived neurotrophic factor (BDNF) is highly correlated with consolidation. We therefore
evaluate the relative contribution of these two neurobiological processes to the fear
memory resulting from the above mentioned interaction. Intra-dorsal hippocampus (DH)
infusions of either the antisense Zif268 or the inhibitor of the protein degradation (clasto-
lactasyn-B-lactone) suggested to be involved in retrieval-dependent destabilization
process, did not affect the resulting contextual memory. In contrast, the knockdown of
hippocampal BDNF mitigated the stress-induced facilitating influence on fear retention.
In addition, the retrieval experience elevated BDNF level in DH at 60 min after recall
exclusively in stressed animals. These findings suggest the involvement of a
hippocampal BDNF sensitive mechanism in the stress-promoting influence on the fear
memory following retrieval. Furthermore, the combination between the fear conditioning
procedure and the stress increased the number of mature dendritic spines in DH. Intra-
BLA infusion of midazolam prevented the increase of the density of dendritic spines in
DH. These findings emphasize the role of the stress-induced attenuation of GABAergic
neurotransmission in BLA in the promoting influence of stress on fear memory and on
synaptic remodeling in the DH. In conclusion, the structural remodeling in DH
accompanies the facilitated fear memory following the combination of fear conditioning

and the stressful stimulation.
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ABREVIATURAS

A: adrenalina.

ABL: amigdala basolateral — complejo basolateral de la amigdala.
ACTH: hormona adrenocorticotrofina.

AMPA: “alfa-amino-3-hidroxy-5-metil-4-isoxazole propionic acid’.
Arc: “activity-regulated cytoskeletal protein”.

ASO BDNF: ODN antisentido contra BDNF-.

ASO Zif268: ODN antisentido contra Zif268.

AVP: arginina-vasopresina.

BDNF: factor neurotréfico derivado de cerebro.

C/EBP: “transcription factor CCAAT enhancer binding protein”.
CA: contexto A.

CaMK: protein-quinasa dependiente de calmodulina/calcio.
CB: contexto B.

Ce: ndcleo central de la amigdala.

CREB: “cAMP-responsive element binding protein”.

CRH: hormona liberadora de corticotrofina.

DCS: D-cicloserina.

DEPT: desorden de estrés post-traumatico.

E: estrés.

EC: estimulo condicionado.

El: estimulo incondicionado.

ELK1: “Ets LiKe gene1”.

ERK: “extracelular signal-regulated kinase”.

FT: factor de transcripcion.

GABA: acido y-amino butirico.

GC: glucocorticoides.

GRs: receptores glucocorticoides.

HD: hipocampo dorsal.

HHA: eje hipotalamo-hipdéfiso-adrenal.

IKK: “IkB kinase” — quinasa del inhibidor del NF-kB.

ITC: region intercalada — Células intercaladas.

MAPK: protein-quinasa activada por mitdgenos.

MCP: memoria a corto plazo.

MDZ: midazolam.

MLP: memoria a largo plazo.



MRs: receptores mineralocorticoides.

MSO BDNF: ODN sinsentido contra BDNF.
MSO Zif268: ODN sinsentido contra Zif268.
NA: noradrenalina.

NE: no estrés.

NF-kB: “nuclear factor-kappa B”.

NMDA: N-metil-D-aspartato.

NPP: neuronas piramidales de proyeccion excitatorias.

ODN: oligonucledtido.

PAG: sustancia gris periacueductal.

p-ERK: fosfo-ERK.

PFA: paraformaldehido.

PKA: protein-quinasa A.

PLP: potenciacion a largo plazo.

PVN: nucleo paraventricular del hipotalamo.
SAL: salina.

SNC: sistema nervioso central.

SUP: sistema ubiquitina-proteosoma.
VGCC: canal de calcio voltaje-dependiente de tipo L.
B-lac: clasto-lactacistina-B-lactona.

TPA: activador del plasmindgeno tisular.

ABREVIATURAS
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INTRODUCCION

Aprendizaje y memoria

Los procesos de aprendizaje y memoria, junto a las fuerzas selectivas de la
evolucién, son muy relevantes para la supervivencia, el bienestar y la adaptacién de los

organismos complejos.

En el marco de la psicologia cognitiva, el aprendizaje se refiere a la adquisicion de
informacion acerca del ambiente con la posterior formacion de trazas de memoria en un
individuo, mientras que desde el punto de vista neurobiologico, este término hace
referencia a los cambios neuronales que codifican dichas trazas de memoria en el
cerebro del individuo. El aprendizaje puede ocurrir intencionalmente o accidentalmente,
tanto en la vida real como en el laboratorio. Ademas, incluso en situaciones de
aprendizaje intencional, el sujeto puede adquirir informacion accidentalmente ademas
del material de estudio. Esto puede introducir factores de confusion en la interpretacion
de la consecuencia comportamental de una situacion de aprendizaje. La regla general
es que el aprendizaje puede ocurrir incluso cuando no tenemos la intencién que suceda
(Dudai, 2002).

Generalmente, como seres humanos somos de la opinion de que las memorias dan
forma a nuestro caracter y personalidad. La conceptualizacion adecuada del término
“memoria” es un objetivo crucial ya que orientara a los profesionales de la ciencia de
la memoria a centrarse en un nivel de andlisis adecuado para la comprension de los
fendbmenos biolégicos que definen la memoria. La definicién clasica de memoria se
refiere a esta como los “cambios duraderos en el comportamiento de un individuo como
consecuencia de sus experiencias”. Se han presentado variaciones de esta definicion
clasica siendo una de las mas importantes aquella que destaca que la memoria a
menudo se muestra como cambios latentes en el comportamiento en lugar de cambios
manifiestos. En este caso se hace referencia a la memoria como “el resultado de
cambios dependientes de la experiencia no sélo en el comportamiento actual o real
sino también en el potencial de comportamiento”. Esta observacion introdujo el
“conocimiento”, y no el “rendimiento”, como un atributo esencial de la memoria: la
memoria es “conocimiento organizado que crece y se vuelve mas organizado”
(Charniak y McDermott, 1985).

Otra variante que acercaria aun mas al objetivo antes mencionado, sustituye el

concepto de “conocimiento” por un término relacionado pero mas apropiado para el
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analisis en neurociencia: “representacion interna”. En el sistema nervioso, una
representacion interna es, especificamente, una version estructurada del mundo
codificada en circuitos neuronales (Dudai, 1989). Estas representaciones internas
varian enormemente en su complejidad, desde las méas elementales hasta las mas
complejas en la cognicibn humana. Por lo tanto, la memoria es la retencion de
representaciones internas creadas por diferentes experiencias que podrian guiar el
comportamiento (Dudai, 1989; 2002).

Desde el punto de vista de la memoria como recuerdo, Tulving y Thompson
argumentan que la memoria es una actividad similar a la percepcion, en el sentido de
gue implica la aprehension y comprension de estimulos actuales en funcién de la
experiencia pasada. En consecuencia, una nueva memoria, para ser recordada de una
manera significativa, debe consolidarse dentro de una memoria preexistente

relacionada (Tulving y Thompson, 1973).

Sistemas de memoria

Durante mucho tiempo prevalecié la idea de que la memoria abarcaba dos etapas
seriales: una etapa de almacenamiento temporal denominada memoria a corto plazo
(MCP) y una etapa de almacenamiento mas duradera denominada memoria a largo
plazo (MLP). Este sistema temporal de la memoria se basoé en los hallazgos de Donald
Hebb de una actividad neural transitoria seguida de un cambio mas permanente en la

transmision sinaptica después de un aprendizaje (Hebb, 1949) (Ver méas adelante).

En este modelo, propuesto formalmente por Atkinson y Shiffrin (1968), la informacion
sensorial del mundo exterior se codifica inicialmente como MCP. Esta MCP tiene la
capacidad de contener una cantidad limitada de informacién durante un corto periodo
de tiempo y puede expresarse inmediatamente después de la adquisicion. Esta MCP
transitoria se transforma con el tiempo en una MLP mas permanente, que puede
contener una cantidad aparentemente ilimitada de informacién durante toda la vida. El
pasaje de una MCP a una MLP se convirtié en el sistema de formacién de la memoria

mas aceptado (Figura 1).

Sistemas - Memoria a - Memoria a

sensoriales corto plazo largo plazo

Figura 1. Sistema de memoria propuesto por Atkinson y Shiffin (1968).
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Histéricamente, en los experimentos de aprendizaje y memoria se han utilizado
diferentes paradigmas junto con tratamientos amnésicos globales. Los resultados en un
paradigma fueron generalizados a otros, predominando asi la nocion de que la
memoria era un proceso unitario, dirigido en gran parte por los mismos principios, sin
importar la naturaleza del estimulo presentado o el comportamiento requerido. Sin
embargo, actualmente se considera la existencia de mdultiples sistemas de memoria
gue pueden funcionar independientemente unos de otros, cada uno controlando
diferentes tipos de conocimiento y respuestas. Todos estos sistemas tienen acceso a la
misma informacion de las situaciones de aprendizaje, pero cada uno esta especializado
en representar un tipo de relacién entre los elementos de dicha informacién. Cada
representacion resultante determina el grado de control ejercido por cada sistema

sobre el comportamiento en la presente situacion (White y McDonald, 2002).

Se han establecido dos sistemas de MLP: el sistema de memoria explicita o
declarativa, dependiente de una recoleccién consciente y el sistema de memoria
implicita o no declarativa, independiente de la conciencia (Figura 2). La memoria
explicita o declarativa se divide en dos componentes: la memoria episodica y la
memoria semantica (Tulving, 1972). La memoria episddica, también conocida como
memoria autobiografica, almacena informacién correspondiente a hechos o eventos
personales como por ejemplo un viaje familiar a Paris o el nacimiento de un hijo. La
memoria semantica esta relacionada con el conocimiento general del mundo, por
ejemplo, a quién se conoce como el Libertador de América o cual es la capital de
Francia. La adquisicién de la memoria declarativa se asocia con el sistema del lI6bulo
temporal medial, junto con el hipocampo y sus subestructuras (CA1-CA4, el giro
dentado y el subiculo), pero su almacenamiento definitivo parece radicarse en

diferentes areas de la corteza cerebral.

La memoria implicita implica un cambio en el rendimiento de una actividad motora o
en reacciones autonémicas como resultado de la experiencia previa con un estimulo,
pero no involucra ninguna recoleccion consciente por parte del individuo. La memoria

implicita se clasifica en memoria procedimental, no asociativa y asociativa.

La memoria procedimental se relaciona con la realizacion de una habilidad motora,
como conducir un automévil, andar en bicicleta, jugar al fatbol, etc. Su expresion es en
gran medida automatica, inconsciente y dificil de verbalizar. Se adquiere gradualmente

y se perfecciona con la practica.
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Memoria a largo plazo

|
|
| | |
| Semantica Aprendizaje

Aprendizaje
no-asociativo asociativo

Figura 2. Clasificacion de los diferentes sistemas de memoria a largo plazo. Adaptado de Knowlton y
col., 1996.

|
|

El aprendizaje no asociativo se puede subdividir en habituacion y sensibilizacion. La
habituacion se refiere a una disminucidén de la respuesta debido a la repeticién del
estimulo. La sensibilizaciébn consiste en la presentacion repetida de un estimulo

intenso, que conduce al aumento de la respuesta a un estimulo diferente.

El aprendizaje asociativo, también conocido como condicionamiento pavloviano,
implica una asociacion entre dos estimulos. Hay diferentes formas de aprendizaje
asociativo. Entre ellos, se encuentra el condicionamiento de miedo que conduce a la

formacion de una memoria emocional de miedo (ver condicionamiento de miedo).

Las diferentes formas de memoria implicita dependen de diferentes areas
cerebrales. El principal lugar de almacenamiento de la memoria procedimental radica
en estructuras subcorticales, como el cuerpo estriado (caudado putamen). Las
memorias no asociativas parecen implicar diferentes vias sensoriales. EI componente
motor de una memoria asociativa depende del cerebelo mientras que el componente

emocional del complejo amigdalino.

Consecuentemente, ahora se emplean procedimientos selectivos bien establecidos
para estudiar sistemas cerebrales especificos y, asi, tipos particulares de aprendizaje y
memoria; a modo de ejemplo, el condicionamiento de miedo es frecuentemente
utilizado para el estudio de la amigdala, mientras que el laberinto acuatico es uno de

los procedimientos seleccionados para el estudio del hipocampo (Nader y Hardt, 2009).
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Fases de procesamiento de la memoria

Un gran conjunto de evidencias ha demostrado que después de una experiencia
inicial de aprendizaje, la nueva informacion recientemente adquirida se encuentra en un
estado inestable, la cual puede estabilizarse por medio de un proceso definido como
consolidacion. Sin embargo, algunos datos indican que la evocacién de la memoria por
la presentacion de un estimulo recordatorio (una clave o sefial asociada al aprendizaje
original) puede inducir una fase labil adicional requiriendo de un proceso activo para
estabilizar nuevamente dicha memoria. Este proceso ha sido definido como
reconsolidacibn y se ha propuesto que es un componente importante del

procesamiento de la memoria a largo plazo.

Actualmente, multiples evidencias apoyan el punto de vista de que la memoria es un
proceso principalmente dindmico. Elucidar la naturaleza y la evolucion temporal de los
cambios biolégicos que acompafian a la adquisicion, el almacenamiento, la evocacion y
la reconsolidacién es clave para comprender los mecanismos involucrados en la

formacion de la memoria a largo plazo.
Consolidacién

Una de las tradiciones mas importantes en la investigacion de la memoria se inicié
hace mas de 100 afos cuando Miller y Pilzecker propusieron la hipétesis de la
consolidacion de la memoria (Muller y Pilzecker, 1900). En estudios con humanos,
encontraron que la memoria de una informacion recientemente aprendida fue
interrumpida por el aprendizaje de otro tipo de informacion poco después del
aprendizaje original. Este hallazgo sugirid que los procesos subyacentes a las nuevas

memorias persisten inicialmente en un estado fragil y se consolidan con el tiempo.

En 1882, el psicologo francés Théodule-Armand Ribot ya habia informado en su
monografia “Enfermedades de la Memoria” que la probabilidad de amnesia por un
trauma cerebral era mayor para memorias recientes que para memorias mas remotas
(Ribot, 1882). La aparicion de la hipétesis de consolidacion de Miller y Pilzecker

proporcion6 una explicacion para dicha amnesia retrograda.

Ignorada por casi medio siglo, la hipotesis de la consolidacion se revitalizo en 1949,
cuando dos publicaciones informaron que el shock electroconvulsivo inducia amnesia

retrograda en roedores (Duncan, 1949; Gerard, 1949), lo que provoco una explosion de
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estudios sobre amnesia retrograda inducida experimentalmente (Glickman, 1961;
McGaugh, 1966).

Donald Hebb proporcioné una explicacién fisiolégica para el concepto de
consolidacion de Miller y Pilzecker (Hebb, 1949). Este autor propuso que la
estabilizacién de la actividad neuronal inducida por el aprendizaje era fundamental para
la formacién de nuevas memorias. Afios mas tarde se penso que la actividad neural
transitoria post-aprendizaje correspondia a la MCP y si esta actividad no se alteraba,
conducia a cambios permanentes en las sinapsis implicadas, permitiendo asi la
formacion de una MLP (Atkinson y Shiffrin, 1968) (Figura 3).

Memoria a ‘ Memoria a
corto plazo largo plazo
Consolidacion

Estado labil =l Estado estable

Figura 3. Proceso de consolidacion de la memoria.

Los hallazgos de que los inhibidores de la sintesis de proteinas no impidieron la
adquisiciéon de informacion pero interrumpieron la formacion de una MLP (Agranoff y
col.,, 1965) y que drogas estimulantes administradas minutos u horas después del
entrenamiento la potenciaron (McGaugh y Krivanek, 1970) apoyaron la opinién de que
la memoria existe en dos estados: un estado labil, en el cual es susceptible a
disrupcién o potenciacion y un estado estable, en el cual la traza de memoria esta

consolidada y consecuentemente permanece inmune a estos tratamientos.

Dos modelos de consolidacion de la memoria surgieron de la fundamentacion
empirica establecida por estos trabajos: la consolidacién sinaptica o celular y la

consolidacién sistémica.

La consolidacién sinaptica o celular, un modelo derivado de la investigacién en
animales de laboratorio, se relaciona estrechamente a la teoria de consolidacion inicial
de la memoria formulada al comienzo del siglo pasado, ya que describe los
mecanismos moleculares que estabilizan los cambios en la eficacia sinaptica después

de una experiencia de aprendizaje (Dudai, 2004; Kandel, 2001). Al igual que el modelo
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de Muller y Pilzecker, la consolidacion celular postula que el grado de modificacion de
la memoria después de la alteracion de estos procesos serd mayor para memorias mas
recientes (menor avance de estos procesos). En consecuencia, no se observara una
modificacion de la memoria cuando el tratamiento se aplique después de que la
consolidacion se haya completado. Diversas estrategias farmacoldgicas, genéticas y
por medio de lesiones selectivas han ayudado a definir los sistemas cerebrales y los
procesos moleculares involucrados en la consolidacion de la memoria (Abel y Lattal,
2001). Entre los elementos moleculares estrechamente relacionados a la consolidacion
sinaptica se pueden mencionar: receptores de glutamato, factores de transcripcion
[‘cAMP-responsive element binding protein” (CREB), ‘transcription factor CCAAT
enhancer binding protein” (C/EBP), c-fos, “nuclear factor-kappa B” (NF-kB), Zif268,
“brain derived neurotrophic factor” (BDNF)], quinasas (protein-quinasa A, PKA) y otros
efectores [“activity-requlated cytoskeletal protein” (Arc), activador del plasmindgeno
tisular (TPA)] (Maren y col., 1996; Melchor y Strickland, 2005; Alberini, 2009).

La consolidacion sistémica, por otro lado, es una hipotesis que se refiere a un
proceso de transferencia o de reorganizacién de la memoria mas que a un proceso de
estabilizacion, y describe un cambio tiempo-dependiente en los sistemas cerebrales
gue mantienen la memoria. La investigacion que dio origen a este modelo comenzo con
el estudio de Scoville y Milner (1957) sobre el caso de Henry Gustav Molaison, mas
conocido como el paciente HM, quien perdi6 la mayor parte del I6bulo temporal medial
en una cirugia para aliviar su epilepsia intratable. La operacion le provoco un profundo
deterioro de la formacion de nuevas memorias episédicas (amnesia anterégrada) y una
pérdida de tales memorias de afios anteriores (amnesia retrograda). Su caso y otros
similares, sugieren que el hipocampo inicialmente trabaja con la neocorteza para
consolidar la memoria pero, con el tiempo, gradualmente su rol se torna menos critico.
En contraste, los cambios temporales en la neocorteza se vuelven exclusivamente
esenciales para el almacenamiento de la informacibn mediante el aumento de la
conectividad entre diversas areas corticales (Squire y Alvarez, 1995). Al igual que el
modelo de consolidacion celular, la consolidacién sistémica supone una sensibilidad de
la memoria a tratamientos amnésicos temporalmente graduada: menos completa es la

consolidacion sistémica, mas memoria sera afectada después del dafio hipocampal.

Dadas las definiciones operativas, es importante sefalar que el término

‘consolidado” significa que la memoria es insensible a cualquier tratamiento. Asi, el
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término no implica que todos los cambios moleculares y celulares inducidos por el
aprendizaje se hayan completado. De hecho, los cambios nunca podrian completarse;

podrian continuar en cierta medida durante toda la vida util de una traza de memoria.
Evocacién

Para el andlisis funcional de la fases de la memoria, el estudio sobre la evocacion
cumple un rol relevante ya que el recuerdo efectivo es la Unica prueba de que la
memoria existe (James, 1890). La evocacion es un proceso complejo mediante el cual

la informacién previamente adquirida puede ser utilizada.

En el marco cognitivo, Endel Tulving propuso que la evocacién puede subdividirse
en dos procesos separados: la reactivacion y la conversion. La reactivacion (Tulving la
llamé “ecphory”) se refiere al proceso por el cual la informacion de evocacion,
proporcionada por una sefal, se correlaciona con la informacién almacenada en una
traza de memoria. El producto de esta correlacion posibilita la segunda etapa de la
evocacion, la conversion. Dicha etapa abarca la experiencia subjetiva del recordatorio y

la performance correspondiente de la memoria (Tulving, 1983).

Desde el punto de vista neurobiologico, la reactivacion también es considerada
como la etapa inicial de la evocacion y corresponde al proceso de activacion de los
sistemas neurales que codifican la traza de memoria. Operacionalmente, dicha etapa
resulta de la re-exposicion a la informacion adquirida durante el entrenamiento. En
otras palabras, la reactivacion supone el pasaje de una memoria de un estado inactivo
a uno activo, lo cual puede o no manifestarse comportamentalmente (Lewis, 1979). Por
lo tanto, la performance durante un test de evocacion no debe ser un atributo definitorio

de la formacién de una memoria relevante (Figura 4).

Reactivacion m

Memoria
consolidada
L EGLERS | Rendimiento
activa de la memoria
Senal —

Figura 4. Representacion esquematica de las dos fases de la evocacion de la memoria:
reactivacion y expresion.
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El fendmeno de reactivacion de la memoria inducida por una sefial surgié a finales
de 1960, en el marco de un desafio a la hipotesis de la consolidacion (Lewis, 1969), ya
gue pudo inducirse amnesia retrégrada para una memoria ya establecida, cuando los
animales son expuestos a sefales asociadas con el episodio de entrenamiento
(Misanin y col., 1968). Este procedimiento fue referido descriptivamente como “amnesia
dependiente de una senal”’. Luego, esta expresion fue reemplazada por un término que
resalta el proceso de estabilizaciébn que presumiblemente tiene lugar después de la

reactivacion: “reconsolidacion” (Przybyslawski y Sara, 1997; Sara, 2000).

Como se expondra mas adelante, los estudios de reconsolidacién proponen gue la
experiencia de la evocacion de memorias ya consolidadas puede “desestabilizar’ la
traza de memoria y en consecuencia inducir un estado inestable, requiriendo asi un
nuevo periodo de estabilizacion dependiente de sintesis proteica, llamado
reconsolidacién, cuya principal finalidad es mantener la traza de memoria (Tronson y
Taylor, 2007; Hardt y col., 2010) y permitir su actualizacién o “updating” (Morris y col.,
2006; Lee, 2010).

En consecuencia, la evocacion de la memoria ha sido utilizada principalmente como
una herramienta destinada a estudiar el proceso de reconsolidacion. Sin embargo, es
oportuno reconsiderar a la evocaciébn como un proceso en si mismo, es decir, no sélo
como una etapa preliminar de la reconsolidaciéon, sino como una etapa distinta del
procesamiento de la memoria que tiene un rol fundamental con respecto a las

memorias pre-existentes.

Dentro de este contexto es importante destacar la siguiente declaracion de Yadin
Dudai (2002): “la evocacion no es una mera lectura pasiva de la informacion, sino que
también es una experiencia; por lo tanto, una vez evocada la memoria es poco

probable que permanezca exactamente igual”.

Se propone que la evocacion de la memoria puede resultar en dos efectos
principales: (1) la induccién de maleabilidad de la memoria y (2) el incremento en la

accesibilidad de la memoria.

La maleabilidad es una condicion que permite la integracion de nueva informacion a
la memoria preexistente (“updating”), un fenémeno ampliamente abordado por los
estudios de reconsolidaciéon (Nader y Hardt, 2009; Sara, 2010; Alberini, 2011,

McKenzie y Eichenbaum, 2011). La capacidad de integrar nueva informacion es
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transitoria y puede ser detectada poco después de la evocacion, sin que
necesariamente participe un proceso de reconsolidacion (Tronel y col., 2005; Rudy y
col., 2002; Lee, 2010).

El incremento de la accesibilidad inducido por la evocacion se asocia a un
fortalecimiento de la performance de retencién. En algunos casos, se ha demostrado
gue la evocacion puede revertir la amnesia retrograda resultante de la disrupcion de la
consolidacion de la memoria (Lewis y col., 1969; Quartermain y col., 1972; Miller y
Springer, 1972; Sara, 1973; DeVietti y Hopfer, 1974), asi como otros tipos de deterioro
de la performance por causas naturales tales como el olvido y el envejecimiento
(Gisquet-Verrier y Alexinski, 1986; Gisquet-Verrier y col.,, 1989). Por lo tanto, la
evocacion podria definirse como un mecanismo para restablecer la accesibilidad de la
memoria. Por otro lado, la evocacion es capaz de facilitar la retencion en ausencia de
cualquier perturbacion sobre la consolidacion (Rohrbaugh y Riccio 1970; Rohrbaugh y
col., 1972). En este caso la facilitacion estaria asociada a una mayor accesibilidad a la

memoria en lugar de un fortalecimiento “absoluto” de la misma.

En conclusién, la evocacién crea un estado transitorio durante el cual el contenido
de la memoria es accesible facilmente y puede ser modificado y/o actualizado. Como
ambos aspectos se alcanzan rapidamente se infiere que son el resultado directo de la
evocacion de la memoria per se. De esto se desprende que la reconsolidacién no es
siempre requerida para estos procesos y resalta a la evocacion como un factor

importante en la dinAmica de la memoria (Gisquet-Verrier y Riccio, 2012).

Si bien aqui se reconoce a la evocacion como una etapa importante dentro de la
dinamica de la memoria, los mecanismos moleculares subyacentes a este proceso han
sido escasamente estudiados. La mayoria de las publicaciones se han centrado en los
mecanismos implicados en el proceso de desestabilizacion inducido por la evocacion
con el objetivo de una mejor comprensioén del rol funcional de la reconsolidacién, sin
considerar a la evocacion de la memoria como un proceso en si mismo, capaz de

modificar memorias pre-existentes.

Como se mencioné anteriormente, se considera que la evocacidon puede
desestabilizar la memoria, la cual requiere de un nuevo periodo de estabilizacion
dependiente de sintesis de proteinas. Existen evidencias que apoyan la idea de que la

desestabilizacion es, en parte, una fase dependiente de la degradacion de proteinas
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sinapticas en el hipocampo (Lee y col., 2008). Desde esta perspectiva se ha sugerido
gque la evocacion sefaliza el proceso de desestabilizacion necesario para la
modificacion de una memoria establecida a través del proceso de reconsolidacion (ver

reconsolidacion).
Reconsolidacién

Durante varias décadas se sostuvo que la consolidacion de la memoria era un
proceso Unico: una memoria recientemente adquirida pasa irreversiblemente con el
tiempo de un estado I4bil a un estado estable donde permanece inmune a los efectos
de cualquier manipulacién (Davis y Squire, 1984). Como se sefialé anteriormente, esta
teoria estandar de la consolidacién fue desafiada cuando Donald Lewis reveld por
primera vez la amnesia post-evocacion (Lewis, 1979), fendmeno referido como
“‘amnesia dependiente de una sefal”. Lewis y sus colegas observaron que la memoria
fue susceptible a los efectos amnésicos de un shock electroconvulsivo después de la
presentacion de una sefial asociada con el aprendizaje (recordatorio). Se sugirid
entonces que la memoria, tras la evocacion, era labil, como lo fue inmediatamente
después de la adquisicién (Misanin y col., 1968). Esta fase labil adicional inducida por
el recuerdo no recibié atencién hasta 1997, cuando se observo que la evocacion de
una memoria espacial bien consolidada fue dependiente de los receptores NMDA (N-
metil-D-aspartato) para mantener la estabilidad (Przybyslawski y Sara, 1997). Aqui se
introdujo el concepto de “reconsolidacion” para explicar el proceso por el cual las
memorias previamente consolidadas se estabilizan nuevamente después de la
evocacion (Sara, 2000). En afios recientes esta teoria de la reconsolidacion ha recibido
una mayor atencion tedrica y una amplia confirmacion experimental, demostrandose en
una amplia gama de especies (incluyendo a los humanos), en diferentes tareas y
regiones cerebrales y con diversos agentes amnésicos y potenciadores (Nader y col.,
2000; Pedreira y col., 2002; Anokhin y col., 2002; Eisenberg y col., 2003; Sangha y col.,
2003; Walker y col., 2003; Dacher y col., 2005). Por ejemplo, Nader y colaboradores
(2000) demostraron que la inhibicion de la sintesis de proteinas en la amigdala
basolateral (ABL) después de la evocacion de una memoria previamente consolidada
resultd en una amnesia para la memoria evocada. No se observaron alteraciones de la

memoria en ausencia de evocacion.
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En conclusién, las memorias no se consolidan o estabilizan sélo una vez; al ser
evocadas pueden regresar a un estado inestable y necesitan ser reconsolidadas o re-

estabilizadas (Figura 5).

Labilizaciéon

Memoria Memoria
estable labil

Reconsolidacion

Figura 5. Labilizacion (desestabilizacion) y reconsolidacion
(re-estabilizacion) de la memoria después de la evocacion.

Aunque la demostracion original de un proceso de reconsolidacion fue replicada y
extendida a otros paradigmas, algunos estudios no han conseguido alterar la memoria
después de la evocacion (Cammarota y col., 2004), sugiriendo que este proceso no es
una propiedad universal de la memoria (Nader y Hardt, 2009). Sin embargo, los
resultados negativos pueden definir las condiciones bajo las cuales las memorias no
son susceptibles a una alteracion permanente, indicando la existencia de factores

limitantes para la ocurrencia de la reconsolidacion.

Las condiciones limitantes se refieren a situaciones fisiol6gicas, ambientales o
psicolégicas que dificultan la induccion de un proceso de reconsolidacién. Varias
condiciones limitantes han sido propuestas, tales como la edad de la memoria (el
tiempo desde el entrenamiento) (Milekic y Alberini, 2002; Frankland y col., 2006), la
fuerza de la memoria (la intensidad del entrenamiento) (Suzuki, y col., 2004) y la
duracién de la sesién de reactivacion (Bustos y col., 2009; Pedreira y Maldonado,
2003). Sin embargo, si bajo ciertas condiciones no se detectan efectos sobre la
reconsolidacion, no se puede concluir con seguridad que se ha encontrado una
condicion limitante. Actualmente no esta claro si estas condiciones son verdaderas

condiciones limitantes o situaciones en las que es mas dificil inducir reconsolidacion.
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Igualmente, la importancia del fenbmeno no disminuye por el hecho de que la
reconsolidacion no siempre ocurra. Mas bien, esta caracteristica del fendmeno permite
una comprension mas profunda de la dindmica de la memoria. Esta bien establecido el
hecho de que la evocacién de una memoria consolidada puede volverla a un estado
labil del que debe ser re-estabilizada con el fin de prevenir la pérdida de la memoria
(Nader y Hardt, 2009).

En cuanto al rol funcional de la reconsolidacion de la memoria se propone que este
proceso tiene una funcién adaptativa, ya que permite que la memoria existente sea
recalibrada rapidamente mediante la adicibn de nuevos conocimientos y el
debilitamiento y/o el fortalecimiento de determinados contenidos de la traza de memoria
(Sara, 2000; Dudai, 2006).

Sin embargo, como se expuso en la seccion anterior, algunos suponen que la
evocacion puede crear un estado de plasticidad transitoria durante el cual una memoria
puede ser modificada y/o actualizada sin el requerimiento de un proceso de

reconsolidacion (Gisquet-Verrier y Riccio, 2012).

Se ha reportado que la reconsolidacion puede resultar en memorias mas
persistentes o fuertes, lo que sugiere un rol de la reconsolidacién en el mantenimiento
continuo de las memorias a largo plazo. Resultados recientes han demostrado que
evocaciones repetidas de una memoria, las cuales van acompafiadas de
reconsolidacion, dan como resultado el fortalecimiento de la memoria evitando asi la

disminucién de la respuesta debida al olvido (Inda y col., 2011).

Otro apoyo a la conclusion de que la reconsolidacibn aumenta la fuerza de la
memoria fue dado por Lee (2008) quien informé que un segundo ensayo de
aprendizaje fortalece una memoria de miedo contextual de una forma reconsolidacion

dependiente.

Si bien hay evidencias de que las memorias pueden ser actualizadas después de la
evocacion, no esta del todo claro si esa actualizacion sigue un proceso de
consolidacion o reconsolidacion. Un estudio indic6 que la reconsolidacion se produce
s6lo conjuntamente con la incorporacion de nueva informacion, es decir, que la
disponibilidad de nueva informacién durante la evocacion podria ser necesaria para

gue la reconsolidacién ocurra (Rodriguez-Ortiz y col., 2005).
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Un método para examinar el rol de la reconsolidacion en la actualizacion de los
memorias es el de identificar los mecanismos diferenciales de reconsolidacion y
consolidacion (ver Consolidacion vs Reconsolidacion). Asi, Lee (2010) demostro que la
reconsolidacion de la memoria sustenta la actualizacién del contenido de una memoria

contextual dependiente de hipocampo.

La comprension de los mecanismos moleculares de la reconsolidacion podria
proporcionar pistas cruciales sobre los aspectos dinamicos de la funcion mneménica
normal y de los trastornos psiquiatricos que se caracterizan por memorias emocionales

excepcionalmente robustas y persistentes.

La evocacion puede inducir un estado en el cual las sinapsis parecen requerir la
sintesis de nuevas proteinas (Nader y col., 2000). Sin la sintesis normal de proteinas,
la morfologia sinaptica y los mecanismos que median la memoria se eliminan o se

vuelven disfuncionales.

Varios factores de transcripcion (FT) han sido implicados en la reconsolidaciéon de la
memoria. Dicha implicancia ha sido demostrada a través de la inhibicion especifica o la
medicién de su actividad en diferentes areas cerebrales después de la evocacion.
Algunos FT que han mostrado ser criticos para la reconsolidacion son el CREB, NF-kB,
“Ets LiKe gene1” (ELK1), Zif268 y C/EBPf (Kida y col., 2002; Merlo y col., 2005; Miller
y Marshall, 2005; Lee y col., 2004; Tronel y col., 2005). Los factores de transcripcion
son fosforilados por quinasas. La “extracelular signal-regulated kinase” (ERK) se
requiere para la reconsolidacion de memorias de miedo condicionado (Duvarci y col.,
2005), memorias de reconocimiento de objetos (Kelly y col.,, 2003) y memorias
formadas por un condicionamiento de preferencia a un lugar (Miller y Marshall, 2005).
La PKA también es necesaria para la reconsolidacion de memorias de miedo

condicionado (Koh y Bernstein, 2003).

Actualmente, se desarrolla una intensa investigacion dirigida a identificar los
mecanismos moleculares implicados en la induccion de una memoria consolidada a un
estado labil, fendmeno fundamental para la ocurrencia de la reconsolidacion.
Recientemente se identificaron a los receptores NMDA en la amigdala (Mamou vy col.,
2006), a la degradacion de proteinas (Lee y col., 2008) y a los receptores de
cannabinoides CB1 en el hipocampo (Suzukiy col., 2008) como componentes cruciales

para la labilizacion de la memoria consolidada después de la evocacion.
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En relacion a la participacion de los receptores NMDA, recientemente se demostré
una doble disociacion en la necesidad de receptores NMDA que contienen GIUN2B y
aquellos que contienen GIuN2A en la amigdala basolateral en los procesos de
desestabilizacion y re-estabilizacion de una memoria de miedo condicionado,
respectivamente. Por otro lado, se demostré una doble disociacién en los mecanismos
gue subyacen a la evocacion y a la desestabilizacion de la memoria, ya que el bloqueo
de los receptores AMPA (“alfa-amino-3-hidroxy-5-metil-4-isoxazole propionic acid”)
impidi6é la expresion de la memoria al mismo tiempo que permitié la desestabilizacion.
Estos datos demuestran que mecanismos de sefalizacion glutamatérgicos en la
amigdala basolateral median diferencialmente la evocacion, la desestabilizacién y la

reconsolidacion de memorias de miedo previamente consolidadas (Milton y col., 2013).

Se ha sefalado que la evocaciéon de una memoria de miedo contextual induce un
cambio temporal bifasico de la expresion en membrana del receptor AMPA que
contiene la subunidad GIuA2 en el hipocampo dorsal. La evocacion inicialmente
conduce a una endocitosis dependiente de GIuA2 de estos receptores y a una
disminucién de la fuerza sinptica. Luego de esta fase aguda inicial de depresion
sindptica (1-4 h), se observé una segunda ola de trafico de receptores AMPA (7 h). El
blogqueo de la endocitosis dependiente de GIuA2 inducida por la evocacion, aumenta la
expresion posterior de miedo. Ademas, este bloqueo impide la pérdida de la respuesta
de miedo después de la actualizacion del contenido de la memoria de miedo. Se
concluy6 que la endocitosis de los receptores AMPA que contienen GIuA2 inducida por
la evocacion es fundamental para la desestabilizacion de una memoria de miedo y para
la reinterpretacion del contenido de dicha memoria ante la disponibilidad de nueva

informacion ambiental durante la reconsolidacién (Rao-Ruiz y col., 2012).
Consolidacién vs reconsolidacién

A pesar de su nombre, la reconsolidacion no es una recapitulacion exacta de la
consolidacion. Si bien a nivel celular y molecular la consolidacion y la reconsolidaciéon
presentan algunos mecanismos en comun, evidencias recientes han demostrado

mecanismos especificos para cada uno de estos procesos.

Una diferencia notable entre la consolidacion y la reconsolidacién se observé a nivel
del patron de activacién de factores de transcripcion. En el hipocampo dorsal, se ha

sefialado una doble disociacion entre el Zif268, el cual se requiere selectivamente para
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la reconsolidacion y el BDNF, el cual es selectivamente necesario para la consolidaciéon
del condicionamiento de miedo contextual (Lee y col., 2004). Una continuacion de este
trabajo establecié que esta separacion a nivel de la expresion génica se reflejé en vias
de sefalizacién paralelas e independientes “upstream” de la activacion transcripcional:
la via receptor NMDA-ERK1-BDNF es funcional para la consolidacion mientras que la
via receptor NMDA-quinasa del inhibidor del NF-kB (IKK)-Zif268 lo es para la
reconsolidacion (Lee y Hynds, 2013).

Otra disociacién entre la participacion de los factores de transcripcion en la
consolidacion y la reconsolidacion se ha demostrado con el C/EBP. En el hipocampo,
el C/EBPB se requiere para la consolidacion, pero no para la reconsolidacion de un
aprendizaje de evitacion inhibitoria. En cambio, en la amigdala, el C/EBPf se requiere
para la reconsolidacibn pero no la consolidacibn de una memoria de evitacion
inhibitoria. Esta discrepancia entre el hipocampo y la amigdala en la consolidacién y
reconsolidacion indica la posibilidad de que en la reconsolidacion de la evitacion
inhibitoria participen sistemas y patrones de activacion diferentes a los de otros tipos de

condicionamiento de miedo (Tronel y col., 2005).
Estrés
Concepto

El término “estrés” proviene de la raiz indoeuropea “str”, que ha sido histéricamente
asociada con el ejercicio de presion. Asi, el griego “strangalizein”, su derivado en inglés
y sinénimo ‘“to strangle” (estrangular) y el latin “strigere” (apretar), tienen sus origenes

en un pasado muy lejano.

La palabra “estrés” fue popularizada y utilizada por primera vez en la investigacion
fisiologica y biomédica por el cientifico hiungaro-canadiense Hans Selye en 1936. Selye
describid la aparicion de un sindrome en ratas después de la exposicion a diferentes
agentes nocivos como el frio, la injuria quirargica, el shock espinal y la actividad fisica
excesiva. El también observd que los signos y sintomas del sindrome, los cuales
incluian Ulcera gastrica e hipertrofia adrenal y timica, fueron independientes de la
naturaleza del agente nocivo y probablemente representaban una respuesta comun.
Con el fin de caracterizar a este fendmeno él utilizé el término “estrés” para describir
una amenaza potencial o real a la homeostasis, impuesta por fuerzas adversas internas

o externas, denominadas “estresores”; la homeostasis se restablece por un complejo
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repertorio de respuestas comportamentales y fisiologicas adaptativas del organismo,

llamada “respuesta al estrés” mediada por el “sistema de estrés” (Selye, 1936).

El sinbnimo moderno de homeostasis, que significa estado de equilibrio, fue
acufiado por el fisidlogo estadounidense Walter Cannon en el comienzo del siglo 20. Al
explicar el concepto de homeostasis, Cannon dej6é en claro que lo importante era la
estabilidad relativa, a pesar de las fluctuaciones ambientales, de aquellos parametros
gue son fundamentales para la supervivencia celular, como la disponibilidad de
nutrientes y de oxigeno, la temperatura, el pH y las concentraciones i6nicas. Cannon
discutié explicitamente el hecho de que otros pardmetros que son relevantes para el
mantenimiento del ambiente extracelular, como la presion arterial, la frecuencia
cardiaca y la glucemia, a pesar de que por lo general permanecen dentro de ciertos
‘rangos normales” cuando el cuerpo esta en reposo, tendrian que ser modificados
activamente en otros momentos para satisfacer las necesidades tisulares (Cannon,
1932).

Mediante el empleo de la ley de Hooke, la cual expresa que la magnitud de
deformacion de un objeto es directamente proporcional a la magnitud de la fuerza
externa aplicada, Cannon y Selye extrapolaron de forma creativa los conceptos de la

fisica a la biologia.

Con el namero cada vez mayor de publicaciones en el campo de la investigacion
sobre el estrés se ha hecho evidente el uso de una definiciébn convencional de estrés
como “la respuesta del cuerpo a cualquier perturbacion real o amenazante de la
homeostasis”. Esta definicion trae problemas considerables ya que implica que todas
las amenazas a la homeostasis, por muy leves y transitorias que sean, son estresores,
incluso comer el almuerzo (que dard lugar a un aumento de la glucemia y asi
desencadenard una respuesta homeostatica). Es inapropiado el uso del término
‘estrés” para condiciones que van desde la mas ligera estimulacion desafiante a

condiciones severamente aversivas.

Es por ello que varios autores han remarcado la ambigiiedad y la circularidad de la
definicion de estrés en términos de una amenaza para la homeostasis en general
(Levine y Ursin, 1991; McEwen y Wingfield, 2003; Day, 2005; Levine, 2005; Romero y
col., 2009). Practicamente todas las actividades de un organismo directa o

indirectamente tienden a afectar la homeostasis. Por lo tanto, esta definicion
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convencional carece de sentido y necesita una consideracién critica a la luz de los

conocimientos actuales.

En los ultimos afios se ha argumentado que el concepto de homeostasis necesita
ser complementado con los conceptos de “alostasis” (literalmente “estabilidad a través
del cambio”) y de “carga alostatica” (en efecto, el costo de la alostasis). Uno de los
supuestos beneficios de asumir estos conceptos es que proporcionan un medio para
lograr una “definicion mas precisa de homeostasis y estrés” (McEwen y Wingfield,
2003).

La version original del concepto de alostasis fue presentada por Sterling y Eyer
(1988). Ellos aprovecharon el hecho de que ciertos parametros fisiologicos parecen ser
reajustados a nuevos rangos de acuerdo a las circunstancias, por ejemplo, la presion
arterial durante la vigilia vs el suefio. Argumentaron que esto demostraba que el
concepto de homeostasis era erréneo y debia ser reemplazado por un nuevo concepto,
es decir que “para mantener la estabilidad, un organismo debe variar todos los
parametros de su medio interno y armonizarlos de manera adecuada a las demandas

ambientales”. Sterling y Eyer aplicaron el término alostasis a este concepto.

La segunda version del concepto de alostasis fue establecida por McEwen y Stellar
(1993), la cual fue modificada posteriormente por el propio McEwen. Este Ultimo
describe la alostasis como “el proceso de mantenimiento activo de la homeostasis”
(McEwen y Wingfield, 2003). Es decir, McEwen usa el término alostasis para resumir
los procesos que permiten alcanzar la homeostasis. McEwen describe a los conceptos
de alostasis y homeostasis como complementarios. Igualmente, a lo que él se refiere
como “mecanismos alostaticos” son en realidad idénticos a los “mecanismos
homeostaticos” de Cannon. Por ello, para muchos la version de McEwen del concepto
de alostasis no ofrece algo que no estuviera ya evidente en el concepto original de
homeostasis de Cannon. McEwen y Stellar definieron la “carga alostatica” como la
tension puesta sobre el organismo por sus intentos de mantener la homeostasis contra
cualquier desafio. Es decir, carga alostatica se refiere al desgaste del organismo como
consecuencia de su esfuerzo para mantener la estabilidad de los parametros criticos
para la supervivencia. La carga alostatica excesiva podria producir enfermedad y/o
acelerar el envejecimiento, algo de una importancia clinica evidente. McCEwen propone
que es posible clarificar el concepto de “estrés” al incluirlo dentro del concepto mas

amplio de alostasis. Asi, en una revision reciente, McEwen y Wingfield (2003)
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escribieron que “el término estrés seria utilizado para describir eventos que amenazan
al individuo y que provocan respuestas fisiolégicas y comportamentales como parte de
la alostasis”. Es decir, proponen que el estrés es sélo un tipo de desafio que puede

activar respuestas alostéticas.

Como las “respuestas alostaticas” de McEwen son en realidad idénticas a las
‘respuestas homeostaticas” de Cannon, la introduccién de los conceptos de alostasis y
carga alostatica conduce inevitablemente a un razonamiento circular hacia el concepto
convencional de estrés (‘respuesta del organismo a cualquier perturbacion real o
amenazante de la homeostasis”). En resumen, el analisis anterior lleva a la conclusién
de que una definicibn mas clara de estrés no es inherente a los conceptos de alostasis

y carga alostatica per se.

El punto critico es que la definicibn convencional de estrés combina
inadvertidamente dos tipos diferentes de respuesta que pueden ser utilizadas por el

organismo para afrontar un desafio (Day, 2005).

l. Una respuesta selectiva (normalmente suficiente) que permite un ajuste
apropiado para el manejo de un desafio especifico menor. Por ejemplo, un
aumento transitorio en el estado de alerta cuando se oye un sonido imprevisto.
Esta respuesta probablemente seria suficiente para evitar o corregir cualquier

perturbacion de la homeostasis.

Il. Una respuesta no selectiva (de emergencia) que permite una 6ptima
redistribucién de los recursos del organismo en respuesta a, 0 en anticipacion
de, un desafio mayor (estresor) que probablemente no pueda ser afrontado por
una respuesta selectiva. Por ejemplo, la activacion de la corteza suprarrenal,
médula suprarrenal y cognitiva cuando un sonido inesperado es reconocido

como el primer signo de un ataque.

En consecuencia, una adecuada reformulaciéon de la definicion de estrés de Selye
podria ser: el estrés es una respuesta del organismo a cualquier desafio que supera
con mucho, o se juzga como tal, a los mecanismos selectivos de la respuesta

homeostatica.

Por su parte, Levine y Ursin afirman que el estrés debe ser considerado un proceso

de varios componentes: el estimulo (estresor), la evaluacion cognitiva de este estimulo,
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gue valora hasta qué punto puede ser considerado como una amenaza, y la respuesta
comportamental y fisiologica (respuesta de estrés) (Levine y Ursin, 1991). Ellos
consideran que el principal problema con el concepto de estrés es que la mayoria de

las definiciones existentes incluyen solo algunos de estos componentes (Levine, 2005).

Actualmente, la definicion de estrés se centra en dos términos: “controlabilidad” y
“predecibilidad”. Estos términos fueron introducidos en la investigacion del estrés por
Jay M. Weiss al comienzo de los afios setenta del siglo pasado. Este autor llegé a la
conclusién de que no es la naturaleza fisica del estimulo aversivo lo que induce la
patologia, sino mas bien el grado en que el estimulo puede ser previsto y controlado
(Weiss, 1972). Dos consideraciones importantes ayudan a mejorar esta hipétesis. En
primer lugar, estudios en humanos indican que la respuesta neuroendocrina a una
situacion competitiva depende mas de factores subjetivos relacionados con la
evaluacion cognitiva de la situacién que del propio resultado (Salvador, 2005). Los
resultados sugieren que cuando los sujetos se enfrentan con una competicion, evalian
de tal manera que se activa una respuesta de afrontamiento. Mas importante que ganar
o perder es el patron de afrontamiento mostrado por el sujeto, lo cual determina los
cambios hormonales experimentados cuando se enfrentan a la competencia y su
resultado (Salvador, 2005). Con esto se concluye que el control real no es lo que
cuenta, sino la percepcion de control de la situacion. En segundo lugar, la
controlabilidad no debe ser definida como un fenémeno “todo o nada”: control total o
ausencia total de control. En cambio, deben considerarse diversos grados de
controlabilidad, desde el control absoluto, pasando por la amenaza del control, a la
pérdida total de control. Por ejemplo, una rata macho dominante puede tener un control
total en un entorno social estable, pero sélo un control parcial o experimentar amenaza

del control en condiciones socialmente inestables (Koolhaas y col., 2011).

Siguiendo esta linea de razonamiento, se propone que el uso del término “estrés”
debe limitarse a condiciones donde una demanda ambiental excede la capacidad
reguladora natural de un organismo, en situaciones particulares que incluyen la falta de
prediccion (impredecibilidad) y de control (incontrolabilidad). La impredecibilidad se
caracteriza por la ausencia de una respuesta anticipatoria y la pérdida de control refleja
una recuperacion tardia de la respuesta de estrés. Esta definicibn mas estrecha puede
evitar confusiones con reacciones fisiologicas normales que son obligatorias para

sostener el comportamiento.
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Respuesta al estrés

La respuesta al estrés esta mediada por el sistema de estrés, situado en parte en el
sistema nervioso central (SNC) y en parte en los 6rganos periféricos. La actividad basal
y la capacidad de respuesta Optimas del sistema de estrés son esenciales para la
sensacion de bienestar, el desempefio exitoso de diferentes tareas y las interacciones
sociales adecuadas. Por el contrario, la actividad basal y la capacidad de respuesta
excesivas o inadecuadas de este sistema pueden alterar el desarrollo, el crecimiento y
la composicion corporal, y conducir a una serie de desordenes sométicos vy

comportamentales.

En el SNC, la respuesta al estrés incluye la facilitacion de vias neurales que
subyacen las funciones adaptativas agudas y limitadas en el tiempo, como el alerta
(“arousal’), la vigilancia y la atencién enfocada y la inhibicién de vias que controlan
funciones agudas no adaptativas, como la alimentacion, el crecimiento y la

reproduccion.

A nivel periférico, los cambios por estrés dan lugar a un aumento de la oxigenacion y
nutricion del cerebro, del corazon y de los musculos esqueléticos, 6rganos esenciales
para la coordinacién central de la respuesta al estrés y de la reaccion inmediata de

“lucha o huida”.

Los principales efectores centrales del sistema de estrés son las hormonas
hipotalamicas arginina-vasopresina (AVP) y hormona liberadora de corticotrofina
(CRH), los péptidos derivados de la pro-opiomelanocortina, la hormona a-melanocito
estimulante y la B-endorfina, y la noradrenalina (NA) producida en los centros A1/A2 del
locus coeruleus del tallo encefalico y en el sistema nervioso autobnomo central. Otras
vias aminérgicas ascendentes, tales como las vias serotonérgicas que se originan en el
cerebro medio (nucleos del rafe), acompafian a la NA derivada del locus coeruleus a
través de la secrecidon de la 5-hidroxitriptamina (serotonina). Los principales efectores

periféricos son los glucocorticoides (GC), la NA y la adrenalina (A).

La secrecion de GC esta regulada principalmente por una poblacion selecta de
neuronas secretoras en el ndcleo paraventricular del hipotalamo (PVN). Tras la
estimulacién por estrés, estas neuronas secretan un coéctel de secretagogos de la
hormona adrenocorticotrofina (ACTH) a la circulacion portal hipofisaria, entre los cuales

encontramos a la CRH y AVP. El aumento subsiguiente de la ACTH circulante estimula
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la sintesis y secrecion de GC en la corteza suprarrenal. La magnitud de la respuesta
del eje hipotalamo-hipoéfiso-adrenal (HHA) provocada por estas neuronas del PVN esta
limitada por mecanismos neuronales y hormonales para mantener los niveles de GC

dentro de limites tolerables.

En cerebro de mamiferos, las hormonas corticosteroides actlan principalmente a
través de los receptores mineralocorticoides y glucocorticoides (MRs y GRs,
respectivamente). Los MRs tienen una alta afinidad por los corticosteroides, por lo que
estan en su mayoria ocupados incluso cuando los niveles circulantes de
corticosteroides son bajos. Los GRs tienen una afinidad diez veces menor y, en
consecuencia, estos receptores estan parcialmente ocupados en condiciones basales,
ocupacion que aumenta cuando se elevan los niveles de corticosteroides - por ejemplo,
después del estrés. Los dos tipos de receptores estan diferencialmente distribuidos en
el cerebro. La expresion de los MRs es elevada en las neuronas del hipocampo y del
septum lateral y moderada en los subndcleos de la amigdala, el PVN y el locus
coeruleus. Estas regiones definen un circuito que esta involucrado en el procesamiento
cognitivo, emocional y neuroendocrino de eventos estresantes. Los GRs se expresan
de forma ubicua en el cerebro, pero preferentemente en el hipocampo, el septum lateral
y el PVN.

Poco tiempo después de un evento estresante, la liberacion de monoaminas, como
la NA, la dopamina y la serotonina, aumenta en poblaciones neuronales especificas.
Esta liberacién es desencadenada por circuitos cerebrales que estan implicados en la
evaluacion del evento estresante o, indirectamente, por la activacion del sistema
nervioso simpatico. La activacion de los sistemas monoaminérgicos depende de
muchos factores, incluyendo el sexo, el momento del dia y la controlabilidad o
recurrencia del estresor. Por ejemplo, la activacion de las neuronas del rafe por
exposicion a un “shock” es sélo importante cuando la situacion es incontrolable (Joels y
Baram, 2009).

Cada monoamina contribuye a determinados aspectos del comportamiento de la
respuesta inmediata a la situacion estresante. Por ejemplo, niveles elevados de NA
supuestamente causan un cambio del procesamiento enfocado de informacion
sensorial a una exploracibn mas general del medio ambiente, que puede ofrecer
mejores soluciones para condiciones desafiantes (Aston-Jones y Cohen, 2005). La

dopamina, que se libera durante el estrés moderado en la corteza prefrontal, se cree
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gue mejora la evaluacidon de riesgos y estrategias de decisiéon, y la serotonina es un
instrumento para la reduccion de la ansiedad post-estrés (Adamec y col., 2008). Por lo
tanto, las monoaminas colectivamente promueven diferentes estrategias de
comportamiento que posibilitan que los animales puedan enfrentar y sobrevivan a la

fase inicial de un evento estresante.

Es importante destacar que si bien el eje HHA y el sistema simpatico adrenal son
claves en la respuesta al estrés, su activacion no siempre es el resultado de una
experiencia estresante. Por ejemplo, situaciones apetitivas y gratificantes como el
comportamiento sexual (Bronson y Desjardins, 1982; Woodson y col., 2003; Bonilla-
Jaime y col.,, 2006) y la victoria social provocan respuestas del eje HHA que son
similares en magnitud a las respuestas que provocan situaciones muy aversivas como
la derrota social. En realidad, estos sistemas tienen una funcién crucial en la
del

comportamiento, funcion que va mas alla del estrés per se (Sapolsky y col., 2000). Un

preparacion metabdlica y cardiovascular organismo para realizar un

comportamiento metabolicamente mas exigente estara acompafado por una mayor

activacion (Figura 6).

“Footshock” 0.5 mA
Inmersion en agua
Jaula novedosa
Ruido 100dBA
“Handling”

Control

1000 2000

Respuesta de corticosterona (AUC; pg/dl x min)

Comportamiento sexual |—|
Derrota social H
Victoria social H
Natacion (naive) '—{
Natacién (entrenado)

Inmovilizacion |—{

“Footshock” 2 mA |—|

“Footshock” 1 mA |—| Figura 6. Respuesta de la corticosterona

plasmatica de ratas Wistar adultas a
diferentes condiciones de test, cuantificada
como el area total bajo la curva de
respuesta (AUC). Cada test consistid en
una serie estandarizada de muestras de
referencia y una exposicion de 15 minutos
al estimulo seguido de una fase de
recuperacion de 1 hora. La condicién
control corresponde a “jaula de
alojamiento”. Las muestras de sangre se
recogieron a través de una canula de la
vena yugular implantada de forma
permanente. Adaptado de Koolhaas et al.,
2011.

En conclusion, a pesar de que los términos respuesta al estrés y mediadores de

estrés generalmente tienen connotaciones negativas, estos mecanismos evolucionaron
ya que, en el corto plazo, proporcionan una ventaja adaptativa, y sus efectos dafinos

s6lo surgen cuando el estrés es excesivo o cuando hay una falla en los sistemas de



INTRODUCCION

inactivacion del estrés. Es importante revitalizar la opinion de que el “estrés” debe ser
considerado como una percepcion cognitiva de incontrolabilidad y/o impredecibilidad

gue se expresa en una respuesta fisiolégica y comportamental.

Memoria emocional de miedo

La evolucion ha dotado a cada especie con una serie de mecanismos de defensa
instintivos para ayudar a los organismos a enfrentar a diversas condiciones
ambientales que amenazan la seguridad y el bienestar. El puercoespin exhibe sus
espinas, los zorrinos liberan olores ofensivos y las cucarachas se escabullen entre las
grietas para su seguridad. Aunque los seres humanos en las sociedades modernas no
tienen que preocuparse de escapar de los predadores, la emocion de miedo y los
comportamientos defensivos relacionados ayudan a mantenernos a salvo de un peligro
tanto en situaciones cotidianas como peligrosas: nos agachamos para cubrirnos de un

proyectil, pisamos el freno para no chocar o gritamos para pedir auxilio.

Los eventos emocionales a menudo alcanzan un estatus privilegiado en la memoria.
Es bien conocido que las experiencias emocionalmente significativas generan
memorias robustas y de larga duracion, siendo mas propensas a ser recordadas que
eventos emocionalmente neutros (Roozendaal y col., 2009). Las personas recuerdan
bien donde estaban y qué estaban haciendo cuando experimentaron un terremoto o
presenciaron un accidente. De manera similar, las ratas recuerdan el lugar en el que
recibieron un shock eléctrico o la ubicacién de una plataforma de escape en un tanque
lleno de agua. Esta potenciacion de la memoria no se limita a experiencias aversivas:
eventos placenteros también tienden a ser bien recordados. Ademas, hay varios
estudios que muestran que el estrés facilita la formacion de la memoria (Beylin y Shors,
1998; Shors, 2001; McGaugh y Roozendaal, 2002). Estos son fendmenos altamente
adaptativos, garantizando asi el almacenamiento de informacién relevante, lo cual
posibilitara detectar, anticipar y evitar estimulos potencialmente peligrosos en

encuentros futuros.

El término miedo se refiere a un estado caracterizado por factores psicoldgicos,
neurobiolégicos y por un conjunto de fendémenos corporales que se producen en
respuesta a una amenaza. El miedo es un estado comun de la vida, casi desde el
comienzo. La expresion de miedo se conserva en gran medida a través de las culturas

humanas y, en cierta medida, a través de especies de mamiferos humanos y no
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humanos. Existen procedimientos experimentales bien definidos para obtener y medir
la respuesta de miedo, y muchos de estos pueden ser utilizados en formas mas o

menos similares en humanos y en modelos animales.

El miedo es uno de los elementos basicos para la activacion de la respuesta al
estrés que, como se expuso anteriormente, abarca una serie de cambios autonémicos
y neuroendocrinos que ayudan a la supervivencia (McEwen, 2003, Sapolsky y col.,
2000). Al mismo tiempo, estos cambios periféricos impactan en el cerebro, alterando la

forma en que los circuitos emocionales y cognitivos procesan la informacion.

Sin embargo, la codificacion eficiente de las memorias emocionales, como la
memoria de miedo, puede volverse no adaptativa; el estrés severo a menudo las
convierte en una fuente de trastornos afectivos como la depresion, las fobias, el
trastorno de pénico y el desorden de estrés post-traumético (DEPT). Una mayor
comprension de los mecanismos involucrados en los efectos del estrés sobre los
procesos cognitivos podria tener implicaciones potenciales en términos de la

prevencion y el tratamiento de estos trastornos (Shin y Liberzon, 2010).

Los mayores avances en la comprension de como el miedo se organiza en el
cerebro se han realizado por medio de estudios que utilizan el condicionamiento

pavloviano de miedo.

Condicionamiento de miedo

El condicionamiento de miedo pavloviano es un procedimiento conductual en el cual
un estimulo emocionalmente neutro [estimulo condicionado (EC)] puede adquirir
propiedades afectivas tras repetidas asociaciones temporales con un evento
biolégicamente significativo [estimulo incondicionado (El)]. A medida que la asociacién
EC-EI se aprende, respuestas fisioldgicas y de comportamiento innatas pasan a estar
bajo el control del EC (Figura 7). A modo de ejemplo, si una rata se coloca en un
contexto (EC) seguido de forma contingente por un shock eléctrico en las patas (El),
después de unos pocos apareamientos contexto-shock (uno es a menudo suficiente),
las respuestas defensivas (respuestas que ocurren tipicamente en presencia de un
peligro) seran elicitadas posteriormente por la sola presentacion del contexto. Ejemplos
de respuestas defensivas que quedan bajo el control del EC incluyen respuestas
conductuales defensivas (como el congelamiento o “freezing”), una respuesta

autonoma (por ejemplo, la frecuencia cardiaca, la presion arterial) y una respuesta
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endocrina (secrecién de hormonas), asi como alteraciones en la sensibilidad al dolor

(analgesia) y supresion refleja (respuestas de sobresalto y parpadeo potenciadas por el

miedo). Esta forma de condicionamiento estd evolutivamente conservada, habiéndose

reportado en moscas, gusanos, caracoles, cangrejos, peces, palomas, conejos, ratas,

gatos, perros, monos y humanos (LeDoux, 2000).

Estimulo condicionado (EC)

Estimulo incondicionado (El)

—

Tiempo >

Amenaza natural

w >

Respuesta de miedo

|#

Estimulo condicionado (EC)

- Comportamiento defensivo
- Alerta
- Hipoalgesia

- Potenciacion refleja

> Liberacion de hormonas del estrés

Figura 7. A. El condicionamiento de miedo implica la presentacién de un estimulo incondicionado nocivo,
normalmente una descarga eléctrica en las patas, al final de la presentacion de un estimulo condicionado
relativamente neutral (EC), tal como una luz, un tono o un contexto. B. Después del condicionamiento, el
EC provoca una amplia gama de respuestas comportamentales y fisioldgicas que ocurren
caracteristicamente cuando un animal se encuentra con una amenaza natural (por e€j., una rata que se
encuentra con un gato). Adaptado de LeDoux 2000.

Es oportuno identificar las diferentes fases de la memoria en este paradigma de
miedo condicionado. La adquisicion es el aprendizaje inicial de la asociacion entre el
EC y el El durante el entrenamiento. La evocacion es el recuerdo de la asociacion EC-
El a través de la sola presentacion del EC durante un test de evocacion. La respuesta a
la presentacion del EC es un indice de la memoria formada de la asociacion EC-EI
durante el entrenamiento. Como fue sefialado anteriormente, la presentacion de la

sefial condicionada durante el test de evocacion puede inducir un proceso de

reconsolidacion (Figura 8).
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Contexto + Shock
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Figura 8. Fases de procesamiento de una memoria de miedo condicionada al contexto.

Neuroanatomia de los circuitos de miedo

El condicionamiento de miedo es especialmente Util para estudiar las bases
neuronales del miedo. Un eslabon clave en este circuito es la amigdala, que se
encuentra entre los sistemas aferentes sensoriales y los sistemas eferentes de control
de las respuestas de comportamiento, autbnoma y endocrina situados en el tallo
encefélico. Igualmente, otras estructuras cerebrales también contribuyen al

condicionamiento de miedo.
La amigdala

La amigdala o complejo amigdalino es una estructura que se ubica en el |6bulo
temporal medial del cerebro y esta constituida por distintos nucleos. El esquema mas
aceptado actualmente propone que la amigdala consiste de una division
evolutivamente primitiva asociada con el sistema olfatorio (la region cortico-medial) y
una division evolutivamente nueva asociada con la neocorteza (la region basolateral o
complejo basolateral). La region cértico-medial incluye los nucleos cortical, medial y
central, mientras que el complejo basolateral incluye los nucleos lateral, basal y
accesorio basal. Cada nucleo a su vez se divide en subnucleos (LeDoux, 2009) (Figura
9).

El complejo basolateral (ABL) es el principal receptor de informacion de los sistemas
sensoriales como el visual, auditivo, somatosensorial (incluido el dolor), olfatorio y
gustativo y esta implicada en el procesamiento emocional, generando una reaccion

emocional apropiada ante cualquier amenaza ambiental (LeDoux y Schiller, 2009). Por
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lo tanto, esta region del cerebro desempefia un rol esencial en el procesamiento de las
emociones (Aggleton, 2000; LeDoux, 2000). Los otros nucleos de la amigdala reciben
informacion de otras regiones del cerebro, permitiendo que diversos tipos de

informacion sean procesados por la amigdala.

El nacleo central (Ce) es la principal region eferente de la amigdala, al menos para
las respuestas emocionales innatas y las respuestas fisiologicas asociadas. Este
controla la expresién de la reaccion de miedo, incluyendo las respuestas conductuales,
autondmicas y enddécrinas a través de proyecciones selectivas a areas como el
hipotalamo, sustancia gris periacueductal (PAG) y el nucleo dorsal del vago (LeDoux,
2009).

Figura 9. La amigdala. A. Ubicacién de la amigdala en el I6bulo temporal medial (rojo).
B. Principales areas de la amigdala (cerebro de rata; tincién de la acetilcolinesterasa).
Los mismos nucleos estan presentes en los primates, incluyendo los humanos. Nucleos
de la amigdala: complejo basolateral (linea de puntos; La, nucleo lateral; B, nucleo
basal; AB, accesorio basal); Ce, nlcleo central; itc, células intercaladas; M, nuacleo
medial; CO, nucleo cortical. Otras areas: AST, area de transicion amigdalo-estriatal;
CPu, caudado putamen; CTX, corteza. Adaptado de LeDoux 2009.

Para que la informacion sensorial recibida por la amigdala lateral influya sobre el
comportamiento, debe atravesar conexiones intra-amigdala. Existen escasas
conexiones directas entre la ABL y el Ce. Las principales rutas de comunicacion entre
estos ndcleos implican conexiones entre la parte medial de la amigdala lateral a otros
nacleos que luego se conectan con el central. Por ejemplo, la ABL proyecta a la region
intercalada (ITC), una red inhibitoria que se conecta con el Ce. Se ha sugerido que los
estimulos desde el nucleo central son inhibitorios. La ABL activa las células



INTRODUCCION

intercaladas y estas inhiben la actividad del ndcleo central permitiendo asi que se

desencadene la respuesta de miedo (LeDoux, 2009).

La mayoria de los aferencias a la amigdala son excitatorias (gutamatérgicas) que
hacen sinapsis con las dendritas de las neuronas piramidales de proyeccion
excitatorias (NPP), las cuales transmiten sefiales a otros nucleos de la amigdala y a
otras regiones cerebrales. Estas aferencias también se conectan con interneuronas
GABAérgicas inhibitorias las que a su vez lo hacen con las NPP (inhibicién
anterograda) y algunos axones de las NPP conectan con estas interneuronas
(inhibicion recurrente). Esta fuerte red inhibitoria mantiene una baja actividad celular
espontanea y previene la respuesta a estimulos irrelevantes (previene el disparo de
potenciales de accion). Los estimulos neutros provocan una respuesta, la cual decrece
rapidamente cuando dichos estimulos se presentan de forma repetida. Esta inhibicion
puede revertirse cuando el estimulo neutro es presentado en asociacion con un evento

biol6gicamente relevante (LeDoux, 2009).
Circuitos neuronales que subyacen el condicionamiento de miedo contextual

Para que se produzca el condicionamiento, las vias de transmision del EC y del El
deben converger en el cerebro. Se ha propuesto que la amigdala es un sitio de

plasticidad durante el condicionamiento y, por lo tanto, de convergencia EC-EI.

El condicionamiento de miedo contextual implica la previa elaboracion de una
representacion contextual por el hipocampo (Phillips y LeDoux 1992; Maren y col.,
1997; Kim y Fanselow, 1992; Frankland y col., 1998) y la transmision de esta
informacion a la ABL (Canteras y Swanson, 1992). La llegada de la informacién
contextual converge en la ABL con la llegada del estimulo somatosensorial (El) desde
areas corticales y talamicas. El resultado de esta convergencia influye sobre la
actividad del Ce, el cual proyecta a diferentes areas del tallo encefalico para el control
de la respuesta de miedo (LeDoux y col., 1988; Kapp y col., 1992; Davis, 1992) (Figura
10).

La reaccion de miedo abarca un conjunto de respuestas conductuales, autonémicas
y fisiologicas disefiadas para enfrentar al evento aversivo. En el cerebro, se activan
sistemas monoaminérgicos, lo que resulta en la liberacion de neurotransmisores como
NA, acetilcolina, serotonina y dopamina. Estos neurotransmisores aumentan el estado

de alerta y la vigilia y, en general, mejoran el procesamiento de sefiales externas.
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Figura 10. Condicionamiento de miedo contextual. Este condicionamiento implica la representacién contextual
por el hipocampo y la comunicacion entre este y el complejo basolateral de la amigdala. Luego, el estimulo
condicionado contextual (EC) y el estimulo somatosensorial incondicionado (El) convergen en el complejo
basolateral [nlcleos lateral (La), basal (B) y accesorio basal (AB)], el cual activa al nicleo central (Ce) a través
de conexiones intra-amigdala. Las proyecciones del Ce controlan las respuestas comportamentales
(“freezing”), autondmicas y enddcrinas que son componentes de la reaccion de miedo. Otras abreviaturas:
SPG, sustancia gris periacueductal; HL, hipotalamo lateral; itc, células intercalares; NPH, nucleo
paraventricular del hipotalamo; El, estimulo incondicionado; SNA, sistema nervioso auténomo. Adaptado de
LeDoux, 2000, 2009.

Se produce una activacion del sistema nervioso simpatico, aumentando la liberacién
de adrenalina y noradrenalina de la médula suprarrenal y de noradrenalina de las
terminaciones nerviosas simpaticas. Estas aminas bidgenas producen una serie de
efectos, incluyendo aumento de la presion arterial y la frecuencia cardiaca, el desvio de
la energia almacenada al trabajo muscular y la inhibicién de la digestion. Se activa la

respuesta al estrés con la secrecion de las hormonas caracteristicas.

Influencia del estrés sobre la memoria de miedo

Un gran numero de informes se han centrado en la identificacion de los circuitos
cerebrales y los mecanismos neurobiolégicos que subyacen a la influencia de
experiencias amenazantes sobre la formacion de memorias aversivas (LeDoux, 2000).
Un aspecto importante a destacar es que el ndcleo amigdalino implicado en la

formacion de la memoria de miedo también esta implicado en la ansiedad inducida por
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el estrés y en las reacciones de miedo, indicando que estos procesos estan

interrelacionados y se influyen mutuamente.

Un extenso nimero de evidencias han puesto de relieve que el sistema GABAérgico
en el complejo amigdalino es un componente clave en la modulacion de las reacciones
emocionales a los estimulos estresantes. Por ejemplo, se ha demostrado que la
exposicion al estrés resultd en una disminucion del influjo de cloruro mediado por los
receptores GABA-A de esta region del cerebro (Martijena y col., 1997; Martijena y col.,
2002). Otros resultados han revelado que una experiencia de inmovilizacidon Unica
induce una hiperexcitabilidad neuronal en la ABL, que resulta de la reduccién de la
inhibicion GABAérgica recurrente (Isoardi y col., 2007). Este punto de vista fue apoyado
ademas por evidencias farmacologicas, ya que la infusion del midazolam (MDZ) intra-
ABL, un modulador positivo del receptor GABA-A, impidié la potenciacién de las
reacciones emocionales exhibidas por los animales estresados (Rodriguez Manzanares
y col., 2005; Bignante y col., 2010). Por otra parte, el bloqueo de los receptores GABA-
A en la ABL, pero no en el Ce, provoco una respuesta emocional similar a la inducida
por el estrés (Rodriguez Manzanares y col., 2005). En general, estos hallazgos
sugieren que el estrés, mediante la reduccion de este control GABAérgico inhibitorio,
daria lugar a una activacion de las neuronas de proyeccién de la ABL, generando
reacciones emocionales robustas, tales como el miedo y la ansiedad, las cuales han
sido reportadas en animales sometidos a una variedad de estimulos estresantes

(Rodriguez Manzanares y col., 2005; Calfa y col., 2006; Bignante y col., 2010).
Efecto del estrés sobre la consolidacion de la memoria de miedo

La ABL tiene un rol fundamental en el efecto promotor del estrés sobre la
consolidacion de memorias emocionales, incluyendo la memoria de miedo (Roozendaal
y col.,, 2009). Esta influencia del estrés sobre una memoria de miedo asociativa
coincidié con una disminucion de la transmisibn GABAérgica en la ABL. Ademas, la
estimulacién de los receptores GABA-A con el MDZ atenué el efecto facilitador del
estrés sobre la memoria de miedo como asi también la hiperexcitabilidad neuronal en la
ABL. En conjunto, estos datos apoyan la vision de que la disminucion de la transmision
GABAérgica en la ABL dispara la hiperexcitabilidad y una mayor plasticidad en las
neuronas de proyeccién glutamatérgicas de la ABL (Rodriguez Manzanares y col.,
2005). Tal mecanismo es relevante debido a que es ampliamente aceptado que el

aumento de la sefalizacion glutamatérgica en la ABL es esencial para la consolidacion
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de la memoria de miedo. En resumen, la disminucion del control GABAérgico inhibitorio
de la ABL provocada por la exposicion al estrés podria ser un evento neurobioldgico
critico que promueve una fuerte asociacion entre el EC y el ElI durante el
condicionamiento de miedo (Figura 11). En esta linea de razonamiento, la
neurotransmision GABAérgica en la ABL, regulando la actividad glutamatérgica en esta
region, modularia la codificacion de la memoria de miedo de acuerdo con el estado

emocional en el momento del proceso de aprendizaje de miedo.

ABL y

l Inhibicién Glu
IN

Figura 11. Representacion esquematica
de los mecanismos implicados en la
influencia del estrés sobre la formacion

/ de la memoria de miedo en el complejo

/ basolateral (ABL). La exposicion al estrés

Glu Glu e

\ reduce el control inhibitorio de las
interneuronas GABAérgicas (IN),

resultando en un aumento de la
excitabilidad de las neuronas de
proyeccion (NP), lo que facilita la
consolidacion de la memoria del miedo
tras la convergencia del estimulo
condicionado (EC) y el estimulo
3 incondicionado (El) en las NP. La
estimulacion del nacleo central (Ce) por

ABL activa las estructuras cerebrales

implicadas en la respuesta de miedo,

acompafiada de la expresion y aparicion

3 de una memoria de miedo robusta y

Miedo aumentado = Memoriade miedo aumentada persistente. Adaptado de Martijena y
Molina (2012).

I Excitabilidad

Ademds, la neurotransmision noradrenérgica en la ABL también participa en la
influencia facilitadora del estrés y de las hormonas del estrés sobre la consolidacion de
una memoria aversiva (Roozendaal y col., 2009). Se ha demostrado que la activacion
de los receptores B adrenérgicos facilito la potenciacion a largo plazo (PLP), una forma
artificial de plasticidad que se produce en las neuronas por estimulacion eléctrica, en
los aferentes corticales a las neuronas piramidales del ndcleo lateral de la amigdala
(Faber y col.,, 2005). Curiosamente, el estrés bloqued el efecto facilitador de la
noradrenalina sobre la inhibicion GABAérgica en la ABL (Braga y col., 2004) y la
noradrenalina suprimio la accion GABAérgica inhibitoria sobre las neuronas de la ABL,
permitiendo la generacion de PLP en sinapsis tdlamo-amigdala (Tully y col., 2007). Por

lo tanto, la activacion de los mecanismos noradrenérgicos en la ABL inducida por el
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estrés puede resultar, al menos en parte, de la disminucién del control GABAérgico en

esta area del cerebro.

A pesar de la evidencia convincente que apoya la influencia facilitadora del estrés
sobre la consolidacibn de la memoria a nivel conductual, electrofisiolégico y
farmacologico en la ABL, el mecanismo molecular implicado en tal facilitacion no esta
del todo claro. El aprendizaje de miedo induce cambios en la fosforilacion de proteinas
y en la expresion génica en las neuronas de la ABL, fendmenos esenciales para la
consolidacion de la memoria de miedo. Entre los eventos moleculares, ERK, la via de
sefalizacion de la subfamilia de la protein-quinasa activada por mitégenos (MAPK),
desempeiia un rol fundamental en los procesos de consolidacion y plasticidad sinaptica
(Sweatt, 2004; Giovannini, 2006; Schafe y col., 2000).

Un estudio reciente utilizando un condicionamiento de miedo contextual, evalué la
sefializacion de ERK en la ABL después de un protocolo de entrenamiento débil en
animales previamente sometidos a una experiencia estresante. Como era de esperar,
el estrés incremento la retencion de miedo y activé la via ERK en la ABL, mientras que
la administracién sistémica del MDZ atenud tanto la mayor retencion de miedo como el
aumento de la expresion de fosfo-ERK (p-ERK) en la ABL (Maldonado y col., 2011). El
hecho de que el estrés provocé un aumento de la expresion de p-ERK en la ABL
después de la adquisicidon de miedo es consistente con la opinién de que la exposicion
a estimulos amenazantes facilita la consolidacién de la memoria de miedo. Asi, los
cambios moleculares, tales como la activacion de la via de sefalizacion de ERK
provocada por el estrés que persiste al menos un dia, pueden ser la base de la robusta

asociacion entre el EC y el El.
Efecto del estrés sobre lareconsolidacion de la memoria de miedo

El sistema GABAérgico también participa en la modulacién de la reconsolidacion
memoria. Por ejemplo, el aumento de la transmisibn GABAérgica por la administracion
de una benzodiacepina interfiri6 con la reconsolidacién de una memoria de miedo
(Bustos y col., 2006, 2009; Zhang y Cranney, 2008). Por lo tanto, es relevante
preguntarse si el estrés previo al aprendizaje de miedo afecta la desestabilizacion y
posterior reconsolidacién de la memoria. En animales estresados, el MDZ no influyo
sobre la reconsolidaciéon de una memoria de miedo remota, incluso después de la

administracion de una dosis alta del MDZ (Bustos y col., 2010). En contraste, el MDZ
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interrumpié la reconsolidacion de memorias de cualquier edad en animales no
estresados (Bustos y col.,, 2010). Por lo tanto, estos datos sugieren que la
desestabilizaciéon de la memoria inducida por la evocacion es atenuada cuando la

memoria de miedo se codifica bajo intensas condiciones de estrés.

Como ya se sefiald, el bloqueo de los receptores NMDA en la ABL antes de la
evocacion de una memoria evita su desestabilizacion (Mamou y col., 2006),
remarcando un rol crucial de la transmision glutamatérgica en este proceso. En
animales previamente estresados, la administracion de la D-cicloserina (DCS), un
modulador alostérico del receptor NMDA que promueve la union del agonista y mejora
la funcion de dicho receptor (Rouaud y Billard, 2003), antes de la evocacion facilito la
desestabilizacion de la memoria de miedo resistente ya que dicha memoria fue
vulnerable al efecto interferente del MDZ administrado post-evocacion (Bustos y col.,
2010).

En conjunto, estos resultados indican que el mecanismo subyacente en la
desestabilizacion inducida por la evocacion no parece ser funcional en memorias
formadas bajo estrés. Este punto de vista abre la posibilidad de que las memorias de
miedo formadas bajo un estado emocional negativo, como el provocado por la
exposicidén a un estrés intenso, podrian perder flexibilidad, promoviendo la generacién

de una memoria traumatica.

Plasticidad estructural y memoria

Es un hecho ampliamente aceptado que, durante el aprendizaje, ocurren cambios
fisiologicos en la transmision sinaptica que conducen a modificaciones estructurales de

la red neuronal necesarios para que la memoria persista (McGaugh, 2000).

La idea de que la memoria implicaria cambios estructurales en el sistema nervioso
comenzd con Eugenio Tanzi y Santiago Ramon y Cajal quienes propusieron que la
activacion repetida de una neurona produce cambios metabdlicos que resultan en la
formacion de nuevas conexiones con otras neuronas, constituyendo asi la base fisica
del aprendizaje y la memoria (Tanzi, 1893; Ramoén y Cajal, 1894). Una vision
relacionada propuso que los cambios estructurales que ocurren durante el aprendizaje
son similares a los procesos de crecimiento neural durante el desarrollo embriologico
(Holt, 1931).
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Estas ideas constituyeron la base sobre la cual Donald Hebb desarroll6 su teoria de
plasticidad sinaptica asociativa o Hebbiana: cuando dos neuronas se activan de forma
repetida y simultdnea, se produce una conexién entre ellas lo cual conduce a
modificaciones permanentes de la eficacia sinaptica entre las dos células (Hebb, 1949).
Se entiende por eficacia sinaptica al cambio en la amplitud del potencial postsinaptico
en respuesta a un potencial de accion presinaptico. Se propone que el evento activador
de este fendmeno es la entrada de calcio en las neuronas postsinapticas a través de
los receptores NMDA vy los canales de calcio voltaje-dependientes de tipo L (VGCCs).
Durante el potencial de membrana en reposo, el flujo de calcio a través del receptor
NMDA es blogueado por magnesio. La activacion de los receptores AMPA por
glutamato presinaptico produce una despolarizacion postsinaptica local que libera a los
receptores NMDA de los iones magnesio, permitiendo el influjo postsinptico de calcio.
Por otro lado, la propagacion de los potenciales de accion abre a los VGCCs, otra
fuente de calcio postsinaptico. El resultado de la apertura de estos canales es el
aumento del calcio intracelular y la posterior activacion de vias de sefalizacion
adicionales. Por ejemplo, la activacion de protein-quinasas constitutivas, tales como las
protein-quinasas dependientes de calmodulina/calcio (CaMKs), la protein-quinasa C y
la calcineurina, resulta en un aumento de la eficacia sinaptica, inicialmente por la
fosforilacion de distintos receptores de membrana y luego por la activacion de la
transcripcion génica y la sintesis de proteinas. Entre las proteinas sintetizadas, se
encuentran receptores AMPA los cuales se insertan en la membrana (Figura 12)
(Lamprecht y LeDoux, 2004).

Es ampliamente aceptado que la expresién génica y la sintesis de proteinas
resultante durante la plasticidad sinaptica son claves para los cambios estructurales
gue subyacen a la formacion de una MLP. Sin embargo, estos cambios moleculares
son transitorios y, por si solos, no son suficientes para explicar el fendmeno de la
memoria (Dudai, 2002). Por lo tanto, se ha sugerido que son necesarios eventos
adicionales, aunque no son del todo conocidos. (Lamprecht y LeDoux, 2004). En este
contexto, se ha propuesto que la modulacién de la densidad y/o morfologia de las
espinas dendriticas puede constituir una base estructural para la formacién de una MLP
(Sanders y col., 2012).

Las espinas dendriticas son protrusiones pequefias de las dendritas, las cuales

representan una plataforma estructural para la formacion de nuevos contactos
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sinapticos o para el fortalecimiento de aquellos ya existentes entre las neuronas
(Chapleau y Pozzo-Miller, 2007). En estas espinas terminan la mayoria de las sinapsis
excitatorias del cerebro (Gray, 1959). Las espinas proveen un compartimento cerrado
gue permite cambios rapidos en las concentraciones de moléculas de sefalizacién,
como el calcio, y por lo tanto hacen posible respuestas eficientes a los estimulos
entrantes. Trabajos de microscopia electronica diferenciaron a las espinas en tres
categorias dependiendo de las dimensiones del largo de la espina, el didmetro de su
cabeza y el diametro de su cuello: Tipo | o espinas “cortas”, Tipo |l o espinas que se
asemejan a “hongos” y Tipo Il o espinas “finas” (Figura 13).
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Figura 12. Mecanismos moleculares implicados en la iniciacion y el mantenimiento de la plasticidad sinaptica. A.
La liberacion de glutamato dependiente de actividad de las neuronas presinapticas conduce a la activacion de los
receptores AMPA (AMPAR) y a la despolarizacion de la neurona postsinaptica. B. La despolarizacion de la
neurona postsinaptica conduce a la eliminacion de la inhibicién del receptor NMDA (NMDAR) por Mg+2 y al influjo
de Ca* a través del receptor. La despolarizacion también activa los canales de calcio dependientes de voltaje
(VGCCQ), otra fuente de calcio postsinaptico. C. La entrada de calcio en la sinapsis activa quinasas que, a su vez,
modulan la actividad de sus sustratos. Estos sustratos contribuyen a los cambios locales en las sinapsis, tales
como la alteracion morfologica través de la regulacién del citoesqueleto, o inducen la transcripcién de ARN en el
nucleo mediante la regulacion de factores de transcripcion. D. El ARNm transcrito se traduce en proteinas que
son capturadas por las sinapsis activadas y contribuyen a la estabilizacién de los cambios sinapticos. Adaptado
de Lamprecht y LeDoux, 2004.

Un amplio numero de informes han considerado a las espinas “cortas” y “hongos”
como “maduras” (Tyler y Pozzo-Miller 2003; Chapleau y col., 2009; Calfa y col., 2011),
ya que presentan mayor densidad de receptores AMPA, son mas estables, coordinan
mejor los incrementos momentaneos de Ca*? en la dendrita y el sefialamiento por Ca*?
entre espinas adyacentes, que las espinas “finas” (Segal y col., 2000; Yuste y col.,
2000; Nimchinsky y col., 2002; Kasai y col., 2003; Harris, 1999).
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El aumento en el numero de espinas post-aprendizaje podria contribuir a la
potenciacion de la transmision sinaptica que acompafa a la formacion de una MLP, ya
que supone un aumento del nimero de conexiones neurales. De acuerdo con este
punto de vista, la codificacion de una nueva representacion contextual resulta en un
rapido aumento de la densidad de espinas especificamente en el hipocampo en
multiples paradigmas de memoria, incluyendo la memoria de miedo contextual (Leuner
y col., 2003; Restivo y col., 2009; Vetere y col., 2011).
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Figura 13. Imégenes representativas de la morfologia de espinas
(escala 2 um). Adaptado de Sanders y col., 2012.

Se han identificado varios mecanismos moleculares que participan en la modulacion
del numero y/o morfologia de las espinas, como la reorganizacion del citoesqueleto, el
aumento de la actividad AMPA, la activacion de Rho GTPasas y el aumento de las

moléculas de adhesion.

El aumento del calcio intracelular conduce a una rapida polimerizacion de la actina,
lo cual induce el reordenamiento del citoesqueleto (Matus, 2000). La orientacion, la
cinética de ensamble y la estabilidad de los filamentos de F-actina contribuyen a la
forma de las espinas. Diferentes estudios han demostrado que los cambios en la
estabilidad y la motilidad de las espinas durante el desarrollo dependen de la
polimerizacion de actina (Fischer y col., 1998; Dunaevsky y col., 1999). Siguiendo esta
linea de razonamiento, la adquisicion de la memoria podria inducir cambios en la
polimerizacion de la actina resultando en una reorganizaciéon de las espinas.
Consecuentemente, la formacion de una MLP podria ser promovida por una reduccién

en la motilidad de las espinas dependiente de la actina.
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El aumento de la actividad AMPA, tras la insercion de un mayor namero de
receptores, estabiliza la morfologia de las espinas ya que suprime la retraccion de las
espinas dependiente de la actina (McKinney y col., 1999). Asi, los receptores NMDA
pueden ser importantes en la fase inicial de la formacion de las espinas, seguida por
una fase de estabilizacion mediada por los receptores AMPA, fendmeno esencial para

la formacion de una MLP.

Las Rho GTPasas y sus moléculas efectoras - proteinas que estan involucradas en
la regulacion de la morfologia axonal y la formacion dendritica y de espinas durante el
desarrollo - tienen un rol importante en la plasticidad sinaptica y en la formacion de la
memoria. Las Rho GTPasas RhoA (Ras homdloga miembro A), Rac (Ras relacionados
C3 sustrato de toxina botulinica 1) y Cdc42 (ciclo de division celular 42) son moléculas
de sefializacion intracelular que funcionan como un interruptor de sefializacion y
pueden encontrarse en forma activa unidas a GTP o en forma inactiva unidas a GDP.
En su forma activa, las Rho GTPasas regulan el citoesqueleto de actina y la actividad
de las moléculas de adhesion, regulacion que seria esencial para la estabilizacion de
los cambios morfolégicos que acompafian a los procesos de memoria (Lamprecht y
LeDoux, 2004).

Las moléculas de adhesion, mayormente integrinas, cadherinas, neurexina y la
superfamilia de las inmunoglobulinas, son moléculas unidas a la membrana que
interaccionan con proteinas de la matriz extracelular para controlar la adhesion entre
las membranas pre y postsindpticas. Estas moléculas también tienen un componente
intracelular por lo que pueden iniciar las vias de sefalizacion que acoplan la dindmica
de la conectividad extracelular con eventos intracelulares que controlan la morfologia.
Las moléculas de adhesion podrian contribuir a los cambios morfologicos que
acompafan a la formacion de una MLP. Una evidencia en favor de esta interpretacion
proviene de un trabajo en ratas, donde la N-cadherina fue inducida en la corteza
piriforme y en el hipotalamo 2 horas después del condicionamiento de miedo (Ressler y
col., 2002). Asi, las moléculas de adhesion tienen un rol central en la estabilizacion

progresiva de la conectividad sinaptica que conduce a la formacion de una MLP.

Plasticidad estructural v estrés

El hipocampo y la amigdala, ademas de ser componentes esenciales del circuito

neural que participa en el condicionamiento de miedo contextual (LeDoux, 2000),
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también estan implicados en los sintomas cognitivos y afectivos de los trastornos

psiquiatricos relacionados con el estrés (McEwen, 1999; Roozendaal y col., 2009).

El estrés afecta diferencialmente el aprendizaje y la memoria dependientes del
hipocampo y de la amigdala. En roedores, el estrés facilita el aprendizaje aversivo
dependiente de la amigdala pero altera el aprendizaje espacial dependiente del

hipocampo (Shors y col., 1992; Luine y col., 1994).

Estos efectos contrastantes del estrés también se observan sobre la morfologia de
las neuronas del hipocampo y de la amigdala. Por ejemplo, el estrés crénico provoca
atrofia dendritica en neuronas piramidales de CA3 del hipocampo de roedores (Vyas y
col., 2002) lo cual coincide con un deterioro del aprendizaje y de la memoria espacial
(Sousa y col., 2000). Esta remodelacién dendritica se caracteriza por un acortamiento y
desramificacion reversibles, de las dendritas apicales y estd mediada por mecanismos
gue implican altos niveles de secrecion de glucocorticoides y de liberacion de
aminoéacidos excitatorios (Magarifios y McEwen, 1995). En la ABL, por el contrario, el
estrés cronico estimula el crecimiento dendritico y la espinogénesis (fortalecimiento de
la base estructural de la conectividad sinaptica). Esta remodelacion fue paralela a un
desarrollo gradual de un incremento en el comportamiento de ansiedad (Vyas y col.,
2002). Por lo tanto, ciertas formas de estrés cronico, al afectar a elementos neuronales
especificos de la amigdala, pueden dar lugar a manifestaciones comportamentales de

emocionalidad aumentada.

La remodelacién dendritica inducida por el estrés en estas dos areas cerebrales no
sblo se diferencia en la polaridad, sino también en términos de su persistencia. Por
ejemplo, la hipertrofia dendritica por estrés crénico en las neuronas principales de la
ABL dura hasta por lo menos 21 dias después de la terminacion del estrés. Por otro
lado, la atrofia de CA3 hipocampal es reversible dentro del mismo periodo de

recuperacion post-estrés (Vyas y col., 2004).

Curiosamente, las caracteristicas Unicas de los cambios inducidos por el estrés en la
amigdala y el hipocampo no se limitan al estrés créonico. En la ABL, el estrés agudo no
afecta la densidad de espinas ni la arborizacion dendritica 1 dia después, pero conduce
a un aumento significativo de la densidad de espinas 10 dias después. Esto tiene lugar

paralelamente a un aumento gradual del comportamiento de ansiedad (Mitra y col.,
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2005). En el hipocampo dorsal, el estrés agudo aumenta notablemente el nimero de
espinas 24 horas después (Shors y col., 2001).

En conjunto, estos estudios han ayudado a identificar las caracteristicas de la
plasticidad inducida por el estrés en la amigdala que son contrastantes con las
observadas en el hipocampo.
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Hipotesis

Como se sefiald anteriormente, la evocacion de la memoria ejerce un rol funcional
mas relevante que la simple lectura pasiva de experiencias previas (Dudai, 2002; Hardt
y col., 2010). En apoyo de esta linea argumental, se ha sugerido que la evocacion
puede desencadenar un estado de plasticidad transitoria permitiendo modificaciones
dinamicas de la memoria establecida (Dudai, 2006; Lee, 2009; Sara, 2000; Nader y
Hardt, 2009). Desde esta perspectiva, el recuerdo de una traza de memoria es un
proceso decisivo que permite flexibilizar las propiedades que definen la memoria

original.

Teniendo en cuenta la proposicidon de que la desestabilizacion inducida por la
evocacion y la subsecuente reconsolidacion son funcionalmente adecuadas para
reescribir memorias emocionales y reajustarlas a los cambios ambientales presentes
(Schiller y col., 2010), es posible que la exposicion a una amenaza ambiental no
relacionada a la tarea cognitiva, antes de la evocacién, pueda ser incorporada a una

memoria de miedo ya consolidada por medio de mecanismos de reconsolidacion.

Alternativamente, la evocacién de la memoria puede ser influenciada por una
experiencia estresante no relacionada sin ser actualizada en la memoria original, ya
gue la evocacion de una memoria de miedo es una experiencia aversiva per sé (Dudai,
2002). De hecho, como se sabe, la exposicion previa al estrés facilita la expresion de
reacciones emocionales negativas a futuros encuentros con una leve estimulacion
aversiva no relacionada a la informacién original (Martijena y col., 2002; Calfa y col.,
2006; Bignante y col., 2008). Por lo tanto, los cambios debidos al estrés previo
disparados por la evocacion pueden corresponder a un nuevo aprendizaje codificado
por mecanismos relacionados a un proceso de consolidacibn mas que a una

desestabilizacion de la memoria original seguida por reconsolidacion.

Objetivo general

De lo anteriormente expuesto, este trabajo de tesis se propone investigar los
mecanismos neurobiolégicos implicados en la formacion de la memoria
resultante de la interaccidon entre un evento estresante previo a la evocacion y

una traza de memoria de miedo ya establecida.
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Obijetivo especifico 1. Analizar la memoria resultante de la interaccidon entre un evento

estresante y la evocacion de una memoria de miedo ya establecida.

Objetivo especifico 1.1. Determinar si el efecto del estrés sobre la memoria de
miedo es dependiente de la re-exposicion al contexto asociado (de

entrenamiento).

Objetivo especifico 1.2. Determinar si la memoria resultante se debe a una
respuesta sensibilizada al estrés producto de la experiencia previa del shock

eléctrico.

Objetivo _especifico 2. Determinar si la disrupcion de una memoria de miedo

establecida previene la facilitacion del estrés al momento de la evocacion.

Objetivo especifico 3. Investigar el efecto de la infusion previa al estrés de un agente

benzodiacepinico (midazolam) en la ABL sobre la memoria de miedo resultante

después de la evocacion.

Objetivo especifico 4. Analizar la contribucion relativa de los procesos de

consolidacion y reconsolidacion en la memoria de miedo resultante.

Objetivo especifico 4.1. Evaluar la participacion del gen de expresion temprana
Zif268 hipocampal en la memoria resultante.

Objetivo especifico 4.2. Evaluar el efecto sobre la memoria resultante de la
inhibicion de la degradacion proteica mediante la infusion intra-hipocampo dorsal

de clasto-lactacistina-B-lactona (B-lac).

Objetivo especifico 4.3. Evaluar la participacion del BDNF hipocampal en la

memoria resultante.

Objetivo_especifico _5.1. Analizar la plasticidad estructural en el hipocampo dorsal

potencialmente asociada a la memoria resultante de la interaccion entre un evento

estresante y una traza de memoria de miedo ya establecida.

Obijetivo especifico 5.2. Evaluar la influencia de la modulaciéon de la neurotransmision

GABAérgica en la ABL sobre la plasticidad estructural en el hipocampo dorsal
potencialmente asociada con la memoria de miedo resultante de la interaccion entre un

evento estresante y una traza de memoria de miedo ya establecida.
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Animales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar (machos adultos de 60 dias de edad, con un
peso entre 280 y 320 g) de una colonia establecida en el Departamento de
Farmacologia — Instituto de Farmacologia Experimental Cérdoba (IFEC), Facultad de
Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba. Todos los animales fueron
alojados en cajas de plexiglas (3-4 ratas por caja), las cuales fueron colocadas en una
sala de tratamiento. El alimento y el agua estuvieron disponibles ad libitum. Los
animales se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (luces encendidas
de 07:00 a 19:00 horas) y a una temperatura de 21-23 °C. Los protocolos utilizados han
sido aprobados por el Comité de Cuidado de Animales de la Facultad de Ciencias
Quimicas, Universidad Nacional de Cordoba, que son consistentes con las normas
descritas en la Guia NIH para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. El nUmero
de animales utilizados, asi como su sufrimiento, se mantuvo en el minimo posible

necesario para lograr los objetivos de este estudio.
Sesion de estrés

Los animales fueron transportados en sus cajas de alojamiento a un cuarto de
experimentacion y colocados durante 30 minutos dentro de un inmovilizador cilindrico
plastico que impide el movimiento del animal. Estos inmovilizadores poseen aberturas
para permitir la entrada de aire durante el procedimiento. Tras la finalizacion de esta
sesion, los animales fueron colocados en sus cajas de alojamiento y posteriormente en
la sala de tratamiento. No hubo otros sujetos en el cuarto de experimentacion durante
la exposicion al estrés. Este procedimiento se selecciond basandose en los hallazgos
previos de nuestro laboratorio utilizando un protocolo de estrés similar (Rodriguez
Manzanares y col., 2005; Isoardi y col., 2007; Bustos y col., 2010). Los animales fueron
re-expuestos al contexto asociado un dia después de la exposicién al estrés. El uso de
este intervalo se basé en datos anteriores de este laboratorio que demostraron que
después de este intervalo, el estrés provoca un incremento de la respuesta de
congelamiento, indicativo de la formacion de una memoria de miedo y aumenta el
comportamiento de ansiedad (Rodriguez Manzanares y col., 2005; Bignante y col.,
2010). Los animales no estresados fueron trasladados al cuarto de experimentacion
donde permanecieron sin inmovilizacion durante 30 minutos y al cabo de este tiempo

regresaron a la sala de tratamiento.



MATERIALES Y METODOS

Aparato de condicionamiento

El compartimento de condicionamiento fue designado como contexto A (CA) y
colocado en una habitacion aislada acusticamente y a una temperatura constante de 21
+ 2 °C. Este compartimento tiene paredes de plastico de color blanco (20 x 23 x 20 cm)
y una tapa transparente. El piso consiste en una grilla de 10 barras de acero inoxidable
paralelas, de 4 mm de diametro cada una y espaciadas a 1,5 cm una de otra. Esta grilla
metdlica se acopla a una fuente de voltaje (UgoBasile Biological Research Apparatus,
Italia) que proporciona el shock eléctrico. La iluminacion fue proporcionada por una
bombilla de luz blanca de 2,5 W. El ruido de fondo proviene de la ventilacion y la fuente
de voltaje (55 dB). ElI compartimento no asociado, designado como contexto B (CB), es
de madera (33 x 25 x 33 cm) y tiene las paredes negras, una tapa de plastico
transparente y el piso de caucho negro. El disefio de este compartimento tiene por
finalidad hacerlo lo mas diferente posible del que se usé originalmente durante el
condicionamiento y, por lo tanto, maximizar la posibilidad de obtener diferentes niveles
de expresion de la memoria adquirida. Consecuentemente, las diferencias en la
expresion del aprendizaje en estas circunstancias podrian atribuirse a los cambios
contextuales y/o cambios con respecto a los estimulos discretos que definen el
contexto. Ambos compartimentos se limpiaron con soluciéon acuosa de etanol al 70%
antes y después de cada sesion. Los experimentos se realizaron siempre entre las
14:00 y 16:00 horas con operadores que desconocen la condicion experimental de
cada tratamiento.

Procedimientos comportamentales
Condicionamiento de miedo contextual

En el primer dia del experimento, dos grupos de ratas seleccionadas al azar se
transportaron al cuarto de condicionamiento y fueron colocadas individualmente en el
contexto de condicionamiento A y permanecieron alli durante un periodo de
aclimatacion de 3 minutos (periodo pre-shock), seguido de un solo shock eléctrico en
las patas (0,3 mA, 3 s de duracion) (grupo CA-El), o bien, las ratas no recibieron el
shock eléctrico (grupo CA-no El). Los animales permanecieron en el contexto CA
durante un periodo adicional de 50 segundos (periodo post-shock). Al final de este
periodo, las ratas fueron retiradas del compartimento de condicionamiento, colocadas

en sus cajas de alojamiento y transportadas a la sala de tratamiento. La administracion
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de un solo shock eléctrico permite obtener un bajo nivel de “freezing”, y visualizar una
potencial facilitacion de la memoria de miedo por el tratamiento de estrés (Maldonado y
col., 2011). En los experimentos en los cuales los animales fueron implantados en la
ABL o el HD, la intensidad del shock eléctrico fue de 0,5 mA con el fin de inducir niveles
de “freezing” similares a los exhibidos por los animales sin implantes de canulas, ya
gue la canulacion crénica tiende a atenuar la expresion del “freezing” condicionado
(Fanselow, 1980; Lee y col., 2006). Para el procedimiento de condicionamiento robusto
(objetivo especifico 4.1), los animales fueron colocados en el contexto A, permitiendo
un periodo de aclimatacién de 3 minutos (periodo pre-shock) seguido por tres shocks
en las patas (0,5 mA, duracidbn 3 s, intervalo intershock 30 s). Los animales
permanecieron en el compartimento durante 2 minutos adicionales (periodo post-
shock), después de lo cual fueron retirados, colocados en sus cajas de alojamiento y
transportados a la sala de tratamiento (Isoardi y col., 2004; Rodriguez Manzanares y
col., 2005; Bustos y col., 2006).

Déficit por shock inmediato

Es conocido que en el condicionamiento de miedo contextual, la rata exhibe un
comportamiento de “freezing” cuando se administra un shock eléctrico en las patas
después de un breve periodo de aclimatacion. Sin embargo, cuando los animales no
son sometidos a este periodo de aclimatacion previo y reciben un shock eléctrico
inmediato al entrar en el contexto, estos no expresan un comportamiento de “freezing”
en un test de retencion posterior en el mismo contexto, indicando la ausencia de
aprendizaje de miedo contextual. Por lo tanto, los animales deben permanecer un
periodo de tiempo sustancial en el contexto antes de la presentacion del shock para la
ocurrencia del condicionamiento de miedo contextual (Landeira-Fernandez y col.,
2006). Este fendbmeno ha sido definido como déficit por shock inmediato. En este caso,
las ratas se colocaron en el contexto de entrenamiento y recibieron un solo shock
eléctrico dentro de los 10 s desde la entrada en dicho contexto. Después del shock, las
ratas fueron rapidamente retiradas del contexto, colocadas en sus cajas de alojamiento

y transportadas a la sala de tratamiento.
Sesiones de test

Las ratas fueron re-expuestas al CA 2 y 7 dias después del entrenamiento (Test 1y

Test 2, respectivamente) sin la presentacion del shock durante 3 minutos. El
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comportamiento de “freezing” se evalué durante el Test 1 como un indice de la
evocacion de la memoria y durante el Test 2 como un indice de la retencion de la
memoria. Con el fin de controlar la especificidad del contexto, otro grupo de animales
fueron condicionados como se describié anteriormente (1 shock) en el CA y colocados
por el mismo periodo de tiempo (3 minutos) en el CB para evaluar el comportamiento

de “freezing’.

Una semana antes de los experimentos cada una de las ratas fue manipulada por el
operador aproximadamente durante 15 segundos/dia. Cada procedimiento fue grabado
continuamente con el fin de medir el comportamiento de “freezing” durante el periodo
de pre-shock y post-shock y durante los 3 minutos de las sesiones de test, ya sea en el
contexto A o B. El tiempo de “freezing” en cada periodo se cuantificé (en segundos)
con un cronémetro y se expresé como el porcentaje del tiempo total del periodo en
cuestion (Bustos y col., 2010). El comportamiento de “freezing” o congelamiento es un
indice de miedo usado comunmente en ratas (Blanchard y Blanchard, 1969; Fanselow,
1980), y se define como la ausencia total de movimiento de la cabeza y el cuerpo,

excepto los relacionados con la respiracion.
Cirugia e infusiones intracraneales

En condiciones asépticas, las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de
ketamina (55 mg/kg, i.p.; Keta-Jects) y xilazina (11 mg/kg i.p.; Xyla-Jects) y colocadas
en un aparato estereotaxico (Stoelting, Wood Dale, IL). Se realiz6 una incision y
retraccion del cuero cabelludo, y la posicion de la cabeza fue ajustada para colocar
bregma y lambda en el mismo plano horizontal con el set de la barra de los incisores a -
3,3 mm. Dos canulas guias de acero inoxidable se bajaron estereotdxicamente en la
ABL (calibre 22 g; longitud 12 mm) o en el HD (calibre 22 g; longitud 9 mm) utilizando
las siguientes coordenadas respecto a bregma: ABL: anterior, -2,8 mm; lateral, = 5,0
mm; ventral, -6,1 mm; HD: anterior, -3,8 mm,; lateral, + 2,0 mm; ventral, -2,0 mm
(Paxinos y Watson, 2007). Estas coordenadas se establecieron a partir de estudios
experimentales previos del laboratorio (Rodriguez Manzanares y col., 2005; Calfa y
col., 2007). Las canulas guias se fijaron mediante cemento acrilico y dos tornillos de
acero inoxidable que fueron anclados al craneo. Los animales fueron retirados del
estereotaxico para recuperarse bajo una lampara de calor y con una estrecha
supervision. Después de la cirugia, los animales recibieron una inyeccion subcutanea

de una suspension de penicilina/estreptomicina para reducir el riesgo de infecciones.
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Los animales fueron sujetos a un periodo de recuperacién de la cirugia de 5-7 dias,
antes de los procedimientos experimentales y fueron manipulados por el operador

como se describid anteriormente.

Las microinfusiones ‘in situ” se realizaron utilizando inyectores de un calibre de 33
gauge que se extienden 1,5 mm mas alla de las canulas guias implantadas en la ABL o
1 mm mas alld de las canulas guias implantadas en el HD. Los inyectores se
conectaron por medio de un tubo de polietileno (PE 10, Becton Dickinson, MD) a una
microjeringa de 10 pl (Hamilton, Reno, NV) montada en una bomba de microinfusion
(Cole-Parmer® 74900-Series).

Drogas y administracion de drogas

El midazolam (MDZ; GobbiNovag, Buenos Aires, Argentina) se diluyé en solucion
salina isoténica estéril (SAL, 0,9% p/v). El inhibidor del proteosoma clasto-lactacistina-
B-lactona (B-lac, Sigma-Aldrich) se disolvié en DMSO/PBS al 2% y se ajustd a un pH de
7.0-7.4 con NaOH. Los oligonucleétidos (ODN; Genbiotech) se resuspendieron en PBS
estéril: ODN antisentido contra BDNF (ASO BDNF), 5-TCT TTT AAT TCC AAC GGT-
3’; ODN sinsentido contra BDNF (MSO BDNF), 5-TCT ATA CTT CTT GTT GCC-3’;
ODN antisentido contra Zif268 (ASO Zif268), 5-GGT TGT AGT CCA TGG TGG-3;
ODN sinsentido contra Zif268 (MSO Zif268), 5-GTG GTG TTC GGT AGG TCA-3..

El MDZ (2 mg/ml) fue administrado intraperitonealmente (i.p.) a una dosis de 2.0
mg/kg. Para la infusion intra-ABL, cada rata fue infundida bilateralmente con 0,5 pl por
lado de MDZ (1 ug/0,5 ul) o SAL a una velocidad de 0,5 yl/min durante un periodo de
60 segundos (Rodriguez Manzanares y col.,, 2005). Esta dosis de MDZ fue
seleccionada basandose en estudios anteriores donde se demostré que fue eficaz para
atenuar los efectos inducidos por el estrés sobre la formacion de una memoria de
miedo (Rodriguez Manzanares y col., 2005). B-lac (32 ng/ul) fue infundido
bilateralmente en el HD (1 ul por lado, 0,5 pl/min) (Lee 2008; Lee y col., 2008). Las
dosis y la velocidad de infusién de los ODNs se basaron en estudios previos (Lee y
col., 2004; Bekinschtein y col., 2007; Lee 2008). Los ODNs para Zif268 (2 nmol/ul) y
BDNF (2 nmol/pl) fueron infundidos de forma bilateral en el HD 90 minutos antes del
Test 1 (1,0 pl por lado; 0,125 pl/min) (Lee 2008). En todos los casos, después de la
finalizacion de la infusién, los inyectores se mantuvieron en su lugar por un periodo

adicional de 120 segundos para permitir la difusion de la droga.
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ELISA

Los animales fueron transferidos individualmente a una sala experimental donde se
procedid al sacrificio. Los cerebros se extrajeron rapidamente y se colocaron en una
matriz de acrilico (Stoelting CO., EE.UU.) en hielo. Se prepararon cortes coronales de
cerebro de 1 mm que contenian el hipocampo, y a partir de dicho corte se disec6 el HD.
El tejido fue homogeneizado en 300 pl de buffer de lisis (137 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI
[pH 8,0], 1% de NP40, 10% de glicerol, 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo) con
inhibidores de proteasa (10 ug/ml de aprotinina, 1 mg/ml de leupeptina) y el inhibidor de
fosfatasa (0,5 mM ortovanadato de sodio). EI homogenato se incubd en hielo durante
15 minutos y se centrifugé a 12.000 xg durante 10 minutos a 4 °C. Se recolecto el
sobrenadante y se determind la concentracion de proteinas totales utilizando el DC
Protein Assay (Bio-Rad). EI BDNF se midi6 usando el kit “BDNF ELISA Emax
Immunoassay System” (Promega) segun las instrucciones del fabricante. Los niveles
de BDNF se determinaron en relacién con una curva estandar construida a partir de
medidas proporcionadas por los estandares de proteina BDNF del kit (0-500 pg de
proteina BDNF) que se analizaron simultaneamente con las muestras experimentales.
Los niveles de BDNF se expresan como pg de BDNF por cada 1 mg de proteina de la

muestra.
Densidad y forma de las espinas dendriticas

Las ratas fueron anestesiadas con hidrato de cloral (400 mg/kg i.p.) y se
perfundieron transcardialmente primero con solucién PB (0,1 M, pH 7,4) y luego con
una solucién de paraformaldehido (PFA) 4% (disuelto en PB 0,1 M, pH 7,4) para la
fijacion. El cerebro fue extraido y colocado en la misma solucién fijjadora durante 24
horas a 4 °C. Posteriormente, los cerebros se seccionaron con un vibratomo
(rebanadas de 200 ym de espesor) para aislar el HD y se recogieron en PBS 0,1%.
Luego se realizdé la tincion celular de la region apical del area CA1l hipocampal
mediante la microinyeccion con una pipeta de “patch” de gotas pequenas (<10um) de
una solucion saturada del colorante lipofilico “dye1,1"-dioctadecyl-3,3,3' 3"
tetramethylindocarbocya-nine perchlorate” (Dil, InVitrogen, Carlsbad, CA) en aceite de
pescado (Pozzo-Miller y col., 1999). Las rebanadas fueron colocadas en PBS 0,1 M
durante 24 horas a temperatura ambiente en la oscuridad y luego post-fijadas
nuevamente en PFA 4% durante toda la noche. Posteriormente, luego de los lavados

pertinentes, las rebanadas fueron montadas en portaobjetos para la toma de imagenes
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de segmentos dendriticos individuales mediante el uso de un microscopio confocal de
barrido laser (Olympus FV300 60X, 1,42 NA objetivo de inmersion en aceite). La
cuantificacion y la diversificacion de las espinas se realizaron manualmente (Murphy y
Segal, 1996, Calfa y col., 2011; Chapleau y col., 2009), utilizando el software ImageJ
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.). Las espinas dendriticas se
clasificaron como Tipo | o “cortas”, Tipo Il u “hongos” y Tipo lll o “largas”, siguiendo

criterios publicados (Boda y col., 2004; Koh y col., 2002).
Procedimientos histolégicos

Después de los tests de comportamiento, las ratas se sacrificaron mediante una
sobredosis de hidrato de cloral y sus cerebros se retiraron y se sumergieron en una
solucion de fijacion de PFA al 4%. Las secciones frontales se cortaron en un criostato
(Leica, Nussloch, Alemania). Posteriormente se verifico la colocacion de las canulas a
lo largo de la ABL y el HD bajo un microscopio 6ptico. Los animales con una colocacion

de las céanulas incorrecta o con dafos del tejido se excluyeron del andlisis de datos.
Los analisis estadisticos

Los resultados se expresaron como media + EEM (error estandar de la media). Los
datos comportamentales y bioquimicos se analizaron mediante el test t de Student o el
analisis de varianza (ANOVA). Cuando el ANOVA fue significativo se siguid con un
analisis a posterior (Bonferroni) para permitir la comparacion especifica entre grupos.
Para evaluar la homogeneidad de varianza se utilizo el test de Levene. El nivel de
significancia usado para todos los analisis estadisticos fue p<0,05. Para la realizacion

del andlisis estadistico se utilizé el programa de computacion STATISTICA 7.0.
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Objetivo especifico 1

Analizar la memoria resultante de la interaccion entre un evento estresante y la

evocacion de una memoria de miedo ya establecida.

El presente experimento tuvo como objetivo analizar si la exposicién al estrés no
relacionado al paradigma de aprendizaje influye sobre la traza de la memoria de miedo
al momento de la evocacion. Para tal fin, los animales fueron asignados aleatoriamente
a dos grupos; un grupo fue sometido a un protocolo entrenamiento de un solo shock en
las patas o “footshock” (CA-El) y el otro no recibié ningun “footshock” durante el
periodo de la prueba (CA-no EIl). Veinticuatro horas después, las ratas de ambos
grupos fueron seleccionadas al azar nuevamente y expuestas a una experiencia
estresante (estrés, E) o mantenidas en sus cajas de alojamiento sin manipulacion (no
estrés, NE). Posteriormente, el comportamiento de “freezing” fue medido durante el
Test 1y el Test 2 (Figura 14A). Los diferentes grupos experimentales asignados fueron
los siguientes: CA-no EI/NE (n=8); CA-no EI/E (n=8); CA-EI/NE (n= 8); CA-EI/E (n=8).

El andlisis de t de Student para el tiempo de “freezing” durante el periodo de pre-
shock mostré un efecto no significativo entre los grupos CA-El vs CA-no EI (p=0,961).
La media =+ EEM del porcentaje de “freezing” pre-shock para cada grupo fue: CA-El:
10,37 = 1,22; CA-no EI: 10,29 + 1,31. El andlisis de t de Student para el tiempo de
‘freezing” durante el periodo de post-shock revel6 un efecto significativo entre los
grupos CA-El vs CA-no EIl (p<0,001), donde los animales que recibieron el shock
mostraron un aumento significativo de la respuesta de “freezing” durante el periodo
post-shock en comparaciéon con el grupo que no recibio el shock. La media + EEM del
porcentaje de “freezing” post-shock para cada grupo fue: CA-El: 29,31 + 1,73; CA-no
El: 5,64 + 1,85.

El andlisis de ANOVA de dos vias con medidas repetidas indic6 un efecto
significativo del entrenamiento [F(1,26)=181,01; p<0,05], del estrés [F(1,26)=76,208;
p<0,05], de la interaccion entrenamiento x estrés [F(1,26)=92,572; p<0,05], de la sesion
de test como medidas repetidas [F(1,26)=6,943; p<0,05] y de la interaccion
entrenamiento x sesion de test [F(1,26)=4,997; p=0,034] sobre la respuesta de
“freezing” durante el Test 1 y el Test 2. Sin embargo, no hubo un efecto
estadisticamente significativo de la interaccion estrés x sesiéon de test [F(1,26)=0,128;

p=0,723] y de la interaccion entrenamiento x estrés x sesion de test [F(1,26)=0,073;
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p=0,788]. Como se muestra en la Figura 14B, los valores de “freezing” en el Test 1y en
el Test 2 fueron similares. De la informacion estadistica relevante, el procedimiento de
entrenamiento utilizado resulté en bajos niveles “freezing” en las sesiones de tests en
ratas no estresadas. Es relevante indicar que las ratas estresadas testeadas en el
contexto asociado exhibieron altos niveles “freezing” en comparacion con los restantes

grupos experimentales en ambos tests (p<0,05).

Por lo tanto, la exposicibn a una experiencia estresante no relacionada al
entrenamiento de aprendizaje inicial potencia tanto la expresion como la retencion de
miedo, indicando que la combinacién del condicionamiento de miedo, el estrés y la
sesion de evocacion conduce a un fortalecimiento de la memoria de miedo, la cual

persistid al menos 5 dias después de la evocacion (Test 1).
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Figura 14. La interaccion entre el estrés y la evocacion de una traza consolidada potencia la
memoria de miedo resultante. A. Representacion esquematica del disefio experimental. B.
Respuesta de “freezing” durante el Test 1 y Test 2. Los animales no estresados (NE) y los
estresados (E) fueron previamente condicionados (CA-EIl) o expuestos al contexto sin recibir el
shock (CA-no El). Datos expresados como la media + EEM del porcentaje de “freezing” durante
cada test (n=6-8 ratas por grupo). * p<0,05 comparado al resto de los grupos experimentales
(ANOVA de muestras repetidas, test post-hoc de Bonferroni).
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Objetivo especifico 1.1

Determinar si el efecto del estrés sobre la memoria de miedo es dependiente de

la re-exposicion al contexto de entrenamiento.

Para evaluar si el efecto del estrés sobre la memoria del miedo es especifico para el
contexto asociado, un grupo de animales fue sometido a una sesién de
condicionamiento de miedo donde recibieron un solo shock (CA-El). Un dia después,
los animales fueron expuestos a una experiencia estresante (estrés, E) o mantenidos
en sus cajas de alojamiento sin manipulacién (no estrés, NE). Veinticuatro horas mas
tarde, todos los animales fueron expuestos a un contexto novel no asociado (CB) y se
determiné el comportamiento de “freezing”. Cinco dias después, los animales fueron re-
expuestos al CA y luego se evalu6é su comportamiento de “freezing” (Figura 15A). Los

diferentes grupos experimentales fueron los siguientes: CA-EI/NE (n=7); CA-EI/E (n=8).

El analisis de ANOVA de medidas repetidas revel6 un efecto no significativo del
estrés [F(1,13)=0,024; p=0,878], de la sesion de test como medidas repetidas
[F(1,13)=3,917; p=0,069] y de la interaccién estrés x sesion de test [F(1,13)=0,003;
p=0,958] (Figura 15B).
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Figura 15. A. Representacion esquemética del disefio experimental. B. Respuesta de
“freezing” de animales estresados (E) y no estresados (NE) durante la exposicion al
CB y al CA. Datos expresados como la media + EEM del porcentaje de ‘“freezing”
durante cada test (n=6-8 ratas por grupo). p>0,05 en todas las interacciones (ANOVA
de muestras repetidas).
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Se observo una respuesta de miedo minima cuando los animales fueron colocados
en el contexto no asociado y luego en el contexto de condicionamiento, lo cual indica
que el efecto facilitador inducido por el estrés es contingente con la evocacion de la
memoria en el contexto asociado, y no es producido por una simple generalizacion de
la respuesta de miedo. Ademas, las ratas estresadas mostraron un bajo nivel de
‘freezing” durante la re-exposicion al CA. Estos hallazgos indican que para observar la
influencia del estrés, la evocacion de la memoria debe ocurrir al menos un dia después

de la exposicion al estrés.

Objetivo especifico 1.2

Determinar si la memoria resultante se debe a una respuesta de sensibilizacion al

estrés producto de la experiencia previa del shock eléctrico.

Se podria argumentar que la mayor expresion y retencion de miedo en animales
estresados podria ser inducida por una respuesta de sensibilizacion a la sesién de
estrés resultante de la experiencia previa con un shock eléctrico en las patas. Para
controlar esta posibilidad, las ratas fueron sometidas a un protocolo de déficit por shock
inmediato (ver materiales y métodos). Un dia después, los animales fueron expuestos a
una experiencia estresante (estrés, E) o mantenidos en sus cajas de alojamiento sin
manipulacion (no estrés, NE). Posteriormente, se determind el comportamiento de
‘freezing” durante el Test 1 y el Test 2 (Figura 16A). Los diferentes grupos

experimentales fueron los siguientes: EI/NE (n=8); EI/E (n=8).

El andlisis de ANOVA de medidas repetidas reveldé un efecto significativo de la
sesion de test como medidas repetidas [F(1,14)=11,514; p=0,0043]. Sin embargo, no
hubo un efecto significativo del estrés [F(1,14)=1,618; p=0,224] y de la interaccién
estrés x sesion de test [F(1,14)=0,015; p=0,903] (Figura 16B).

A pesar de que se observo un efecto significativo de la sesion de test, la respuesta
de “freezing” no fue diferente entre ratas estresadas y no estresadas en ninguna sesién
(p>0,05). De hecho, las ratas estresadas y no estresadas mostraron niveles de
‘freezing” similares en ambos test, apoyando la vision de que el elevado nivel de
‘freezing” observado en el experimento anterior en los animales estresados no se debio
a una respuesta de sensibilizacion resultante de la experiencia previa no asociativa del
shock. Este resultado es indicativo de que para que se concrete la interaccion con el

estrés durante la evocacion es necesaria la formacion de una memoria asociativa.
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Figura 16. A. Representacion esquematica del disefio experimental. B. Respuesta de
“freezing” durante el Test 1y Test 2. Los animales que fueron previamente sometidos a
un protocolo de déficit por shock inmediato. Datos expresados como la media + EEM

del porcentaje de “freezing” durante cada test (n=6-8 ratas por grupo). p>0,05 en todas
las interacciones (ANOVA de muestras repetidas).
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Objetivo especifico 2

Determinar si la disrupcion de la memoria de miedo establecida previene la

facilitacion del estrés al momento de la evocacion.

Los resultados del objetivo especifico 1 demostraron que la facilitacion inducida por
el estrés sobre la memoria de miedo resulté de la interaccion entre una traza de
memoria ya establecida, la experiencia ambiental amenazante novedosa y la evocacion
de la memoria original. La prediccién que surge a partir de este hallazgo sugiere que si
se interfiere con la memoria asociativa original se anularia el efecto del estimulo
estresante sobre la memoria de miedo. La disrupciébn de una memoria establecida
potencialmente puede lograrse interfiriendo los mecanismos de reconsolidacion. Por lo
tanto, la interferencia de la reconsolidacion deberia alterar la traza original e impediria

la facilitacion ejercida por el estrés al momento de la evocacion.

Los animales fueron sometidos a una sesion de condicionamiento de miedo donde
recibieron un solo shock (CA-EIl). Un dia después, fueron re-expuestos al contexto
asociado e inmediatamente después administrados i.p. con salina (SAL) o midazolam
(MDZ), conocido agente farmacoldgico que bloguea la reconsolidacion de la memoria
de miedo (Bustos y col., 2006). Veinticuatro horas més tarde, los animales fueron
expuestos a una experiencia estresante (estrés, E) o mantenidos en sus cajas de
alojamiento sin manipulacién (no estrés, NE). Posteriormente, se determind el
comportamiento de “freezing” durante el Test 1y el Test 2 (Figura 17A). Los diferentes
grupos experimentales fueron los siguientes: SAL/NE (n=8); SAL/E (n=8); MDZ/NE (n=
8); MDZ/E (n=8).

El analisis de ANOVA de una via del porcentaje de “freezing” durante la sesién de
reactivacion indico, como era de esperar, diferencias no significativas entre los grupos
[F(3,28)=0,371; p=0,774] (Figura 17B). EI ANOVA de medidas repetidas revel6 un
efecto significativo de la droga [F1,28)=64,571; p<0,05], del estrés [F(1,28)=55,925;
p<0,05] y de la interaccion droga x estrés [F(1,28)=103,74; p<0,05] sobre el
comportamiento de “freezing” durante el Test 1 y Test 2. Sin embargo, no hubo un
efecto significativo de la sesion de test [F(1,28)=4,139; p=0,0515] y de las interacciones
sesion de test x droga [F(1,28)=0,007; p=0,931], sesion de test x estrés [F(1,28)=1,271;
p=0,269] y droga x estrés x sesion de test [F(1,28)=0,306; p=0,584].
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Asi, como se muestra en la (Figura 17B), los valores observados en el Test 1y en el
Test 2 fueron similares. La informacidn estadisticamente relevante refleja un alto nivel
de “freezing” en ratas estresadas administradas con SAL en comparacion con los
animales no-estresados o estresados tratados con MDZ. En definitiva, la interferencia
de la reconsolidacién de la memoria original por administracion de MDZ atenuda la

influencia del estrés sobre la memoria resultante luego de la evocacion.
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Figura 17. El midazolam afecta la reconsolidacién de la memoria de miedo y modifica la interaccion
del estrés y la evocacion de una traza consolidada. A. Representacion esquematica del disefio
experimental. B. Respuesta de “freezing” de animales no estresados (NE) y estresados (E) durante
la re-exposicion, Test 1 y Test 2 (re-exposicion; p>0.05, ANOVA de una via). Los animales
recibieron una dosis del MDZ (2 mg/Kg) o SAL inmediatamente después de la sesién de re-
exposicion. Datos expresados como la media + EEM del porcentaje de ‘“freezing” durante cada test

(n=8 ratas por grupo). * p<0,05 comparado al resto de los grupos experimentales (ANOVA de
muestras repetidas, test post-hoc de Bonferroni).

Con el proposito de controlar que la accion interferente del MDZ se ejerce sobre la
reconsolidacion, grupos de ratas fueron tratadas de manera similar excepto que no
fueron sometidos el procedimiento de reactivacion (Dia 2) (Figura 18A).
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ElI ANOVA de medidas repetidas reveld6 un efecto significativo del estrés
[F(1,28)=265,59; p<0,05], pero un efecto no significativo de la droga [F(1,28)=0,343;
p=0,563] y de las interacciones estrés x droga [F(1,28)=2,085; p=0,159] y estrés x
droga x sesion de test [F(1,28)=0,016; p=0,99] sobre el comportamiento de “freezing”
durante el Test 1y Test 2.

En consecuencia, el tratamiento con MDZ no tuvo ningun efecto sobre la
potenciacion del comportamiento de “freezing” inducida por el estrés en el Test 1 y Test
2 (Figura 18B), lo que sugiere que este efecto del MDZ es contingente a la

reactivacion/reconsolidacion de la memoria.
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Figura 18. A. Representacion esquematica del disefio experimental. B. Respuesta de “freezing”
durante el Test 1y Test 2 de animales no estresados (NE) y estresados (E) que recibieron previamente
una dosis de MDZ o SAL sin la re-exposicion al contexto asociado. Datos expresados como la media +
EEM del porcentaje de “freezing” durante cada test (n=8 ratas por grupo). * p<0,05 comparado al resto
de los grupos experimentales (ANOVA de muestras repetidas, test post-hoc de Bonferroni).

En resumen, y en apoyo de la prediccion descripta anteriormente, estos datos
indican que la alteracién de la reconsolidacién de la memoria por efecto de MDZ
(Bustos y col., 2006), evita la memoria de miedo resultante de la interaccion entre el

estrés y la evocacion de la traza original.
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Objetivo especifico 3

Investigar el efecto de la infusidn previa al estrés de un agente benzodiacepinico
(midazolam) en la ABL sobre la memoria de miedo resultante después de la

evocacion.

Una serie de evidencias han demostrado que la activacion de sitios GABA-A por la
infusion local del MDZ en la ABL antes de un desafio amenazante previene las
secuelas comportamentales de la exposicion al estrés, incluyendo la facilitacion de la
formacion de una memoria de miedo (Rodriguez Manzanares y col., 2005; Maldonado y
col., 2011). El objetivo de este experimento fue explorar la posibilidad de que la
facilitacion ejercida por el estrés en nuestro esquema experimental sea dependiente de
la neurotransmision GABAérgica en ABL. Por lo tanto, se investigo el efecto del MDZ
intra-ABL antes de la sesion de inmovilizacién sobre la memoria de miedo resultante

después de la evocacion.

Se implantaron canulas bilateralmente en la ABL de 31 animales y, una semana mas
tarde, estos fueron sometidos a una sesion de condicionamiento de miedo donde
recibieron un solo shock (CA-EIl). Un dia después, las ratas fueron administradas con
salina (SAL) o MDZ intra-ABL y 10 minutos mas tarde expuestas a una experiencia
estresante (estrés, E) o mantenidas en sus cajas de alojamiento sin manipulacion (no
estrés, NE). Posteriormente, se determind el comportamiento de “freezing” durante el
Test 1 y el Test 2 (Figura 19A). Los diferentes grupos experimentales fueron los
siguientes: SAL/NE (n=8); SAL/E (n=8); MDZ/NE (n= 8); MDZ/E (n=7).

La media + EEM del porcentaje de “freezing” durante el periodo pre-shock fue 5,19 +
2,49 % y durante el periodo post-shock de 25,55 + 5,16 %.

El anélisis de ANOVA de medidas repetidas revelo un efecto significativo de la droga
(SAL o MDZ) [F(1,27)=55,657; p<0,05], del estrés [F(1,27)=72,72; p<0,05], de la sesion
de test como medidas repetidas [F(1,27)=4,685; p<0.039] y de la interaccién droga x
estrés [F(1,27)=63,972; p<0,05] sobre el comportamiento de “freezing” durante el Test
1 y Test 2. Sin embargo, no se observo un efecto significativo de las interacciones
sesion de test x droga [F(1,27)=1,577; p=0,22], sesion de test x estrés [F(1,27)=1,086;
p=0,306] y droga x estrés x sesion de test [F(1,27)=0,378; p=0,543] (Figura 19C).
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Por lo tanto, la informacion estadistica relevante indica un elevado comportamiento
de “freezing” en el Test 1 y Test 2 en los animales estresados con SAL intra-ABL. Esta
respuesta comportamental fue prevenida por la infusion local de MDZ en la ABL antes
del estrés. Una respuesta de miedo equivalente fue observada entre los animales no

estresados con administracion local de MDZ y los animales no estresados infundidos

con SAL.
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Figura 19. La infusién del midazolam intra-ABL antes del estrés afecta la expresion y la retencion de la memoria de
miedo resultante. A. Representacién esquemética del disefio experimental. B. Laminas esqueméticas de las
secciones coronales que muestran la ubicacion de las canulas en la ABL (Adaptado de Paxinos y Watson, 2007);
circulos negros: MDZ/E; circulos blancos: MDZ/NE; cuadrados negros: SAL/E; cuadrados blancos: SAL/NE. C.
Respuesta de ‘“freezing” durante el Test 1y Test 2 de ratas que recibieron MDZ o SAL en la ABL 10 minutos antes
del estrés. Datos expresados como la media + EEM del porcentaje de “freezing” durante cada test (n=8 ratas por
grupo). * p<0,05 comparado al resto de los grupos experimentales (ANOVA de muestras repetidas, test post-hoc de
Bonferroni).

Este resultado es indicativo de que el MDZ administrado localmente en la ABL antes
del evento aversivo impide la influencia del estrés sobre la memoria de miedo
resultante. Ademas sugiere la participacion de la neurotransmisiéon GABAérgica de ABL
en el efecto del evento estresante sobre la memoria de miedo resultante luego de la

evocacion.
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Objetivo especifico 4

Analizar la contribucion relativa de los procesos de consolidacion vy

reconsolidacién en la generacion de la memoria de miedo resultante.

Objetivo especifico 4.1

Evaluar la participacion del gen de expresion temprana Zif268 hipocampal en la

memoria resultante.

Una serie de reportes han puesto en evidencia mecanismos celulares doblemente
disociables para la consolidacion y la reconsolidacion en el hipocampo para la memoria
de miedo contextual (Lee y col., 2004). Asi, la expresion del gen temprano zif268 en
esta region particular del cerebro después de la evocacion de la memoria contextual ha
sido estrechamente asociada con mecanismos de reconsolidacion (Lee y col., 2004).
Por lo tanto, si el fortalecimiento de la memoria inducido por el estrés involucra un
proceso de reconsolidacion, el bloqueo de la expresion de zif268 en el HD deberia
afectar la influencia del estrés después de interactuar con la evocacién de una memoria

de miedo.

Para explorar esta posibilidad, se implantaron cénulas bilateralmente en el HD de 30
animales y, una semana mas tarde, estos fueron sometidos a una sesion de
condicionamiento de miedo donde recibieron un solo shock (CA-EI). Veinticuatro horas
mas tarde, las ratas fueron expuestas a una experiencia estresante (estrés, E) o
mantenidas en sus cajas de alojamiento sin manipulacion (no estrés, NE). Un dia
después, ambos grupos recibieron la infusién de ASO o MSO contra Zif268 en el HD 90
minutos antes de la evocacion (Test 1). EI comportamiento de “freezing” se determiné
durante el Test 1 y el Test 2 (Figura 20A). Los diferentes grupos experimentales fueron
los siguientes: NE/MSO Zif268 (n=8); E/IMSO Zif268 (n=7); NE/ASO Zif268 (n= 8);
E/ASO Zif268 (n=7).

La media + EEM del porcentaje de “freezing” durante el periodo pre-shock fue 3,8 +
1,31 y durante el periodo post-shock 28,4 + 1,78.

El analisis de ANOVA de medidas repetidas revelé un efecto significativo del estrés
[F(1,26)=146,92; p<0,05] y de la sesion de test como medidas repetidas
[F(1,26)=6,414; p=0,017] sobre comportamiento de “freezing” durante el Test 1 y el
Test 2. Sin embargo, no hubo un efecto significativo de la droga [F(1,26)=1,338;
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p=0,258] y de las interacciones estrés x droga [F(1,26)=0,764; p=0,39], sesion de test x
estrés [F(1,26)=0,967; p=0,334], sesion de test x droga [F(1,26)=1,937; p=0,176] y
estrés x droga x sesion de test [F(1,26)=3,297; p=0,081].

Como se muestra en la Figura 20C, los animales estresados infundidos con ASO o
MSO contra Zif268 en el HD mostraron una elevada respuesta de “freezing” en ambas
sesiones de test en comparaciéon con los animales no estresados (p<0,05). Por lo tanto,

el blogueo de Zif268 no afecté el fortalecimiento de la memoria inducido por el estrés.
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Figura 20. Influencia del ODN antisentido contra Zif268 en el HD sobre la memoria de miedo resultante después del
estrés y la evocacion. A. Representacion esquematica del disefio experimental. B. Ldminas esquematicas de las
secciones coronales que muestran la ubicacion de las canulas en el HD (Adaptado de Paxinos y Watson, 2007);
circulos negros: NE/Zif268 MSO; circulos blancos: E/Zif268 ASO; cuadrados negros: NE/Zif268 MSO; cuadrados
blancos: E/Zif268 MSO. C. Respuesta de “freezing” durante el Test 1 y Test 2 de animales con administraciéon de
Zif268 ASO o MSO en el HD antes del Test 1. Datos expresados como la media + EEM del porcentaje de “freezing”
durante cada test (n=8 ratas por grupo). * p<0,05 comparado al resto de los grupos experimentales (ANOVA de
muestras repetidas, test post-hoc de Bonferroni).

Es importante notar que el bloqueo del Zif268 no afecta la performance
comportamental de los animales no estresados. Esto podria deberse a que el efecto se
enmascara por el bajo nivel de “freezing” exhibido por los animales no estresados

durante la evocacion.
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Por lo tanto, se procediéo a examinar el efecto del ASO contra Zif268 en ratas no
estresadas que fueron sometidas previamente a un entrenamiento de miedo donde
recibieron 3 shocks en lugar de uno (Figura 21A). Este entrenamiento mas robusto
resulta en una memoria similar, determinada por el nivel de “freezing”, a la obtenida
cuando se condiciona con 1 shock y luego se estresan los animales. Veinticuatro horas
después, los animales fueron re-expuestos al contexto asociado (Test 1) con una
infusion previa (90 min) en el HD de ASO o MSO contra Zif268. Un dia después se
realizo el Test 2.

La media + EEM del porcentaje de “freezing” durante el periodo pre-shock fue 23,15
+ 8,68 y durante el periodo post-shock 88 + 9,87.

El ANOVA de medidas repetidas reveld un efecto significativo de la droga (MSO vs
ASO) [F(1,14)=23,562; p=0,00026), de la sesion de test (F(1,14)=34,645; p<0,05) y de
la interaccibn droga x sesion de test (F(1,14)=17,824; p=0,00085) sobre

comportamiento de “freezing” durante el Test 1y el Test 2.

Todas las ratas infundidas con ASO o MSO exhibieron considerables niveles de
“freezing” durante el Test 1. Esta elevada respuesta de miedo fue atenuada durante el
Test 2 en las ratas infundidos con ASO contra Zif268 intra-HD (p<0,05) (Figura 21C).
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Figura 21. A. Representacion esquematica del disefio experimental. B. Laminas esquematicas de las secciones
coronales que muestran la ubicacion de las canulas en el HD (Adaptado de Paxinos y Watson, 2007); circulos
negros: Zif268 MSO; circulos blancos: Zif268 ASO. C. Respuesta de ‘“freezing” durante ambos tests de ratas no
estresadas con administracion de Zif268 ASO o MSO en el HD. Los animales fueron previamente sometidos a un

condicionamiento de miedo clasico, 3 shocks en lugar de uno solo (n=8 ratas por grupo). * p<0,05 comparado
resto de los grupos experimentales (ANOVA de muestras repetidas, test post-hoc de Bonferroni).

al
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Este resultado es consistente con hallazgos previos, ya que el bloqueo del Zif268
hipocampal altero la retencion de la memoria probablemente por afectar el proceso de
reconsolidacién en ratas no estresadas, como ha sido sugerido en reportes anteriores
(Lee y col., 2004).

Objetivo especifico 4.2

Evaluar el efecto sobre la memoria resultante de la inhibicion de la degradacion
proteica mediante la infusidon intra-hipocampo dorsal de clasto-lactacistina-B-

lactona (B-lac).

Resultados previos demostraron que el fortalecimiento de una memoria de miedo
contextual por un aprendizaje adicional requiere de un proceso de desestabilizacion de
la traza de memoria inducido por la evocacion (Lee 2008). Dicho proceso es
dependiente de la degradacion de proteinas sinapticas en el hipocampo (Lee y col.,
2008). Por lo tanto, si esta desestabilizacién es necesaria para el fortalecimiento de la
memoria inducido por el estrés después de la evocacion, el bloqueo de la degradacién
proteica por la infusion del B-lac en el HD deberia impedir dicho fortalecimiento en

animales estresados.

Para investigar esta posibilidad, se implantaron canulas bilateralmente en el HD de
28 animales y, una semana mas tarde, estos fueron sometidos a una sesion de
condicionamiento de miedo donde recibieron un solo shock (CA-El). Veinticuatro horas
después, las ratas fueron expuestas a una experiencia estresante (estrés, E) o
mantenidas en sus cajas de alojamiento sin manipulacion (no estrés, NE). Veinticuatro
horas después, se realiz6 el Test 1 e inmediatamente después se inyectd vehiculo
(PBS) o B-lac intra-HD. Cinco dias mas tarde se realizé el Test 2 (Figura 22A). Los
diferentes grupos experimentales fueron los siguientes: NE/PBS (n=7); E/PBS (n=7);
NE/B-lac (n=7); E/B-lac (n=7).

La media + EEM del porcentaje de “freezing” durante el periodo pre-shock fue 2,43 +
2,14 y durante el periodo post-shock 25,25 + 6,4.

ElI ANOVA de medidas repetidas revel6 un efecto significativo del estrés
(F(1,24)=78,926; p<0,05) y de la sesion de test como medidas repetidas
(F(1,24)=4,729; p=0,04) sobre comportamiento de “freezing” durante el Test 1y el Test
2. Sin embargo, no hubo un efecto significativo de la droga (F(1,24)=0,003; p=0,959), y



RESULTADOS

de las interacciones droga x estrés (F(1,24)=1,564; p=0,223), sesion de test x estrés
(F(1,24)=0,134; p=0,717), sesion de test x droga (F(1,24)=0,069; p=0,794) y droga x
estrés x sesion de test (F(1,24)=0,041; p=0,841).

Este analisis muestra que las ratas estresadas con infusiones de vehiculo o B-lac en
el HD exhibieron un mayor nivel de ‘“freezing” durante el Test 1 y el Test 2 en

comparacion con las ratas no estresadas infundidas con vehiculo o B-lac (Figura 22C).
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Figura 22. Efecto de la infusién de B-lac en el HD sobre la memoria de miedo resultante después del estrés y la
evocacion. A. Representacion esquematica del disefio experimental. B. Laminas esquematicas de las secciones
coronales que muestran la ubicacion de las canulas en el HD (Adaptado de Paxinos y Watson, 2007); circulos
negros: NE/B-lac; circulos blancos: E/B-lac; cuadrados negros: NE/PBS; cuadrados blancos: E/PBS. C. Respuesta
de ‘freezing” durante ambos Tests de animales con administracion de B-lac o PBS en el HD inmediatamente
después del Test 1. Datos expresados como la media + EEM del porcentaje de “freezing” durante cada test (n=8
ratas por grupo). * p<0,05 comparado al resto de los grupos experimentales (ANOVA de muestras repetidas, test
post-hoc de Bonferroni).

Estos hallazgos sefialan que la inhibicion del proceso de desestabilizacion inducido
por la evocacién no previene la influencia del estrés sobre la memoria de miedo. Por lo

tanto, no es necesaria la desestabilizacion para que el estrés provoque su efecto

facilitador sobre la memoria de miedo al momento de la evocacion.
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Objetivo especifico 4.3

Evaluar la participacion del BDNF hipocampal en la memoria resultante.

Dentro de lo reportado por Lee y colaboradores (2004) en relacion a los mecanismos
doblemente disociables para la consolidacién y la reconsolidacién, se ha demostrado
gue la expresion del BDNF en el HD esta altamente correlacionada con la

consolidacion pero no con la reconsolidacion de la memoria (Lee y col., 2004).

Con el fin de explorar la potencial participacion del BDNF en la facilitacion de la
memoria de miedo inducida por el estrés después de la evocacion, 32 ratas fueron
canuladas en el HD y, una semana después, fueron sometidas a una sesién de
condicionamiento de miedo donde recibieron un solo shock (CA-El). Veinticuatro horas
mas tarde, las ratas fueron expuestas a una experiencia estresante (estrés, E) o
mantenidas en sus cajas de alojamiento sin manipulacion (no estrés, NE). Un dia
después, ambos grupos recibieron la infusién de ASO o MSO contra BDNF en el HD 90
minutos antes de la evocacion (Test 1). El comportamiento de “freezing” se determind
durante el Test 1 y el Test 2 (Figura 23A). Los diferentes grupos experimentales fueron
los siguientes: NE/MSO BDNF (n=8); E/MSO BDNF (n=8); NE/ASO BDNF (n= 8);
E/ASO BDNF (n=8).

La media + EEM del porcentaje de “freezing” durante el periodo pre-shock fue 3,06 +
0,98 y durante el periodo post-shock 25,28 + 2,13.

El andlisis de ANOVA de medidas repetidas indicé un efecto significativo del estrés
(F(1,28)=100,83; p<0,05), de la droga (F(1,28)=8,577; p=0,007) y de las interacciones
estrés x droga (F(1,28)=13,306; p=0,001), sesién de test como medidas repetidas
(F(1,28)=41,445; p<0,05), sesion de test x estrés (F(1,28)=9,817; p=0,004), sesién de
test x droga (F(1,28)=31,697; p<0,05) y estrés x droga Xx sesion de test
(F(1,28)=21,859; p<0,05) sobre comportamiento de “freezing” durante el Test 1 y el
Test 2.

El test de Bonferroni indic6 que los animales infundidos con MSO o ASO contra
BDNF en el HD exhibieron un elevado nivel de “freezing” en el Test 1 en comparacion
con los animales no estresados administrados con ASO o MSO contra BDNF (p<0,05).
Mas aun, los animales estresados infundidos con MSO contra BDNF en el HD

exhibieron un elevado nivel de “freezing” en el Test 2 en comparacién con los que
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recibieron ASO contra BDNF y con los animales no estresados administrados con ASO
0 MSO contra BDNF (p<0,05) (Figura 23C).

Asi, la infusion de ASO contra BDNF revierte el efecto facilitador del estrés sobre la
memoria de miedo resultante. Por lo tanto, estos resultados sugieren un rol del BDNF
hipocampal en la formacién de la memoria de miedo resultante después de la

interaccion con la evocacion de la memoria.

Dado que la disminucion del BDNF en el HD impidié la potenciacion de la respuesta
de miedo en los animales estresados, cabe preguntarse si la evocacion después del
estrés promueve cambios selectivos en los niveles de BDNF en el HD. Para lograr este

objetivo, se evaluo el curso temporal de los niveles de BDNF en el HD después de la

evocacion.
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Figura 23. La infusion del antisentido contra BDNF en el HD afecta el efecto promotor del estrés sobre la memoria
de miedo después de la evocacion. A. Representacién esquemdtica del disefio experimental. B. Laminas
esquematicas de las secciones coronales que muestran la ubicacion de las canulas en el HD (Adaptado de Paxinos
y Watson, 2007); circulos negros: NE/BDNF ASO; circulos blancos: E/BDNF ASO; cuadrados negros: NE/BDNF
MSO; cuadrados blancos: E/BDNF ASO. C. Respuesta de ‘“freezing” durante ambos Tests de animales con
administracion de BDNF ASO o MSO en el HD antes del Test 1. Datos expresados como la media + EEM del
porcentaje de ‘“freezing” durante cada test (n=8 ratas por grupo). * p<0,05 comparado al resto de los grupos
experimentales (ANOVA de muestras repetidas, test post-hoc de Bonferroni).
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Las ratas fueron sometidas a una sesion de condicionamiento de miedo donde
recibieron un solo shock (CA-EIl). Veinticuatro horas mas tarde, las ratas fueron
expuestas a una experiencia estresante (estrés, E) o mantenidas en sus cajas de
alojamiento sin manipulacién (no estrés, NE). Un dia después, todos los animales
fueron re-expuestos al contexto asociado (CA) y sacrificados a los 0, 30, 60 y 120

minutos (Figura 24A).

La media + EEM del porcentaje de “freezing” durante el periodo pre-shock fue 5,12 +

0,82 y durante el periodo post-shock 27,85 + 2,41.

El analisis de ANOVA de una via revel6 un efecto significativo del estrés y del tiempo
[F(7,32)=12,656; p<0,05] sobre los niveles de BDNF en los diferentes puntos
temporales. El test de Bonferroni revelé un elevado nivel de BDNF en el HD de los
animales estresados solamente a los 60 minutos después de la evocacién (p<0,05)
(Figura 24B).

Este resultado es consistente con el argumento de que la influencia del estrés sobre
la memoria de miedo contextual esta relacionada a un aumento de la expresion de

BDNF hipocampal.

Para confirmar que los efectos comportamentales inducidos por el ASO contra
BDNF se correlacionan con los niveles de BDNF, los animales fueron entrenados y 24
horas mas tarde estresados. Un dia después recibieron una infusion local en el HD de
ASO o MSO contra BDNF 90 minutos antes del Test 1. Todos los animales fueron
sacrificados 60 minutos después de la evocacion y se midieron los niveles de BDNF
(Figura 24C).

La media + EEM del porcentaje de “freezing” durante el periodo pre-shock fue 5,35 +

0,96 y durante el periodo post-shock 25,84 + 1,82.

La infusién de ASO contra BDNF en el HD atenud significativamente el incremento
de los niveles de BDNF hipocampal 60 minutos después de la evocacion (p<0,05, test t
de Student) (Figura 24E).

Por lo tanto, estos resultados apoyan el rol del BDNF hipocampal en el

fortalecimiento de la memoria inducido por el estrés.
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Figura 24. Niveles de BDNF en el HD después del estrés y la evocacion. A. Representacion esquematica del disefio
experimental. B. Niveles de BDNF (media + EEM) en los diferentes puntos temporales después de la evocacion de
la memoria en animales estresados y no estresados. * p<0,05 comparado al resto de los grupos experimentales
(ANOVA de una via, test post-hoc de Bonferroni). C. Representacion esquematica del disefio experimental. D.
Laminas esquematicas de las secciones coronales que muestran la ubicacién de las canulas en el HD (Adaptado de
Paxinos y Watson, 2007); cuadrados negros: BDNF MSO; cuadrados blancos: BDNF ASO. E. Niveles de BDNF
(media + EEM) a los 60 minutos después de la evocacion en animales estresados previamente administrados en el
HD con BDNF ASO o MSO (n=5 ratas por grupo; *p<0.05 test t de Student).
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Objetivo especifico 5.1

Evaluar la plasticidad estructural en el hipocampo dorsal potencialmente
asociada a la memoria resultante de la interaccion entre un evento estresante y

unatraza de memoria de miedo ya establecida.

El presente experimento se realizé con el fin de evaluar si la combinacion de una
traza de memoria de miedo ya establecida con el estrés puede generar cambios
estructurales como soporte de la memoria de miedo resultante. Para tal fin, los
animales fueron asignados aleatoriamente a dos grupos: uno fue sometido a un
protocolo entrenamiento con un solo “footshock” (CA-El) y el otro no recibié ningun
“footshock” durante la duracién de la prueba (CA-no EIl). Veinticuatro horas después,
las ratas de ambos grupos fueron seleccionadas al azar nuevamente y expuestas a una
experiencia estresante (estrés, E) o mantenidas en sus cajas de alojamiento sin
manipulacion (no estrés, NE). Los diferentes grupos experimentales fueron los
siguientes: CA-no EI/NE (n=3); CA-no EI/E (n=3); CA-EI/NE (n=3); CA-EI/E (n=3). Los
animales se sacrificaron un dia después del estrés sin la sesién de evocacion para el

andlisis de espinas dendriticas (Figura 25A).

La medicion de espinas se realiz6 en un total de 125 segmentos dendriticos (CA-no
EI/NE: 28 segmentos; CA-no EI/E: 32 segmentos; CA-EI/NE: 33 segmentos; CA-EI/E:
32 segmentos). La Figura 25C muestra ejemplos representativos de los segmentos
dendriticos del estrato radiatum del area CA1l hipocampal, particularmente en las
dendritas apicales secundarias y terciarias.

El analisis de ANOVA de dos vias reveld un efecto significativo del entrenamiento
[F(1,121)=17,308; p=0,00001], del estrés [F(1,121)=16,407; p=0,00001] y de la
interaccion entrenamiento x estrés [F(1,121)=7,02; p=0,009] sobre la densidad de
espinas dendriticas total. El test de Bonferroni demostr6 que los animales que
experimentaron el evento estresante y fueron previamente entrenados presentaron un
mayor numero de espinas dendriticas totales en comparacién con el resto de los
grupos (p<0,05) (Figura 26A).

El ANOVA de dos vias mostr6 un efecto significativo del entrenamiento
[F(1,121)=22.422, p=0.00001], del estrés [F(1,121)=21.903, p=0.00001] y de la
interaccién entrenamiento x estrés [F(1,121)=9.7517, p=0.0022] sobre el niumero de

espinas “maduras”. El test de Bonferroni demostrdé que el grupo CA-EI/E presentd un
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mayor numero de espinas “maduras” en comparacion con resto de los grupos (p<0,05)

(Figura 26B).
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Figura 25. A. Representacion esquematica del disefio experimental. B. Imagen de fluorescencia de una region de
CA1 representativa adquirida con el fin de demostrar la localizacion de la tincién con Dil. C. Ejemplos representativos
de segmentos dendriticos apicales de neuronas piramidales de CA1 las cuales fueron seleccionadas para el andlisis
cuantitativo de las espinas dendriticas de animales CA-no EI/NE (n=3); CA-no EI/E (n=3); CA-EI/NE (n=3); CA-EI/E

(n=3) (Escala 3 um).

Un ANOVA de dos vias revel6 un efecto no significativo del entrenamiento
[F(1,121)=0,111; p=0,739], del estrés [F(1,121)=0,179; p=0,673] y de la interaccion
entrenamiento x estrés [F(1,121)=0,131; p=0718] sobre el numero de espinas

dendriticas “finas” o inmaduras (Figura 26C).
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Figura 26. La combinacién entre el procedimiento de condicionamiento y el estrés generé cambios estructurales en
el HD. A. Densidad de espinas dendriticas totales (espinas por 10 um de segmento dendritico). B. Densidad de
espinas dendriticas maduras (espinas por 10 um de segmento dendritico). C. Densidad de espinas dendriticas
largas (espinas por 10 um de segmento dendritico). Todos los datos estan expresados como la media + EEM. *
p<0,05 comparado al resto de los grupos experimentales (ANOVA de muestras repetidas, test post-hoc de
Bonferroni).

Estos resultados sugieren que como resultado de la combinacion del estrés con una
memoria de miedo contextual ya establecida se generan un mayor nimero de espinas

dendriticas “maduras” hipocampales.

Objetivo especifico 5.2

Evaluar la influencia de la modulacion de la neurotransmision GABAérgica en la
ABL sobre la plasticidad estructural en el hipocampo dorsal potencialmente

asociada con la memoria de miedo resultante.

Como se expuso anteriormente, la ABL es un componente clave en el circuito neural
gue procesa estimulos amenazantes (LeDoux, 2000) y la activacion de los sitios de
GABA-A especificamente en la ABL antes del estrés atenua la potenciacion de la
memoria de miedo (Rodriguez Manzanares y col., 2005). Por lo tanto, en el presente
experimento se analizo la influencia de la infusion del MDZ intra-ABL antes del estrés
sobre la remodelacion dendritica hipocampal generada por la combinacion de una

memoria de miedo con el estrés.

Se implantaron canulas bilateralmente en la ABL de 13 animales y, una semana mas
tarde, estos fueron sometidos a una sesion de condicionamiento de miedo donde
recibieron un solo shock (CA-EIl). Un dia después, las ratas fueron administradas con
salina (SAL) o midazolam (MDZ) intra-ABL y 10 minutos mas tarde expuestas a una

experiencia estresante (estrés, E) o mantenidas en sus cajas de alojamiento sin
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manipulacion (no estrés, NE). Las ratas se distribuyeron en cuatro grupos: SAL/NE
(n=3); SAL/E (n=3); MDZ/NE (n=3); MDZ/E (n=4). Para el analisis de espinas
dendriticas los animales se sacrificaron un dia después del estrés sin evocacion (Figura
27A).

La cuenta de espinas se realizé en un total de 124 segmentos dendriticos (SAL/NE:
31 segmentos; SAL/E: 28 segmentos; MDZ/NE: 29 segmentos; MDZ/E: 36 segmentos).
La Figura 27C muestra ejemplos representativos de los segmentos dendriticos del
estrato radiatum del area CA1 hipocampal, particularmente en las dendritas apicales

secundarias y terciarias.
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Figura 27. A. Representacion esquematica del disefio experimental. B. 1) Imagen de una seccién coronal
representativa que muestra la ubicacion de la canula en la ABL (Antero-Posterior: -3.12mm de Bregma; Paxinos y
Watson, 2007). (*) Indica el sitio de inyeccion de SAL o MDZ en la ABL; Il) Imagen de fluorescencia de una region
de CA1 representativa, donde la flecha indica el sitio de inyeccion del Dil. C. Ejemplos representativos de segmentos
dendriticos apicales de neuronas piramidales de CA1 las cuales fueron seleccionadas para el andlisis cuantitativo de
las espinas dendriticas de animales SAL/E (n=3); SAL/NE (n=3); MDZ/E (n=4); MDZ/NE (n=3) (Escala 2 pm).

El analisis de ANOVA de dos vias revelé un efecto significativo del tratamiento
(F(1,120)=57,382; p=0,00001), del estrés (F(1,120)=12,322; p=0,0006) y de la

interaccion tratamiento x estrés (F(1,120)=25,047; p=0,00001) sobre el nimero total de
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espinas dendriticas de las neuronas piramidales de CAL. El test de Bonferroni indico
gue el grupo SAL/E presentdé un mayor numero de espinas en comparacion al resto de
los grupos (p<0,05). Asi, el MDZ infundido localmente en ABL previo al estrés atenué el

aumento del numero total de espinas en el HD (p>0,05) (Figura 28A).

En relacion a la morfologia de las espinas, el ANOVA de dos vias revel6 un efecto
significativo de la droga (F(1,120)=25,101; p<0,01), del estrés (F(1,120)=23,130;
p<0,01) y de la interaccién droga x estrés (F(1,120)=27,607; p<0,01) sobre el nimero
de espinas “maduras”. El test de Bonferroni mostr6 un mayor nimero de espinas
‘maduras” en el grupo SAL/E en comparacién con el resto de los grupos
experimentales (p<0,05). La administracion de MDZ intra-ABL previo al estrés atenuo el
aumento del numero de espinas “maduras” ya que los valores del grupo MDZ/E fueron

similares a aquellos exhibidos por los grupos SAL/NE y MDZ/NE (p<0.05) (Figura 28B).

El ANOVA de dos vias revel6 un efecto significativo de la droga (F(1,120)=22,270;
p=0,0001) y un efecto no significativo del estrés (F(1,120)=1,083; p=0,3001) y de la
interaccion droga x estrés (F(1,120)=0,3545; p=0,553) sobre el numero de espinas

“‘largas” (Figura 28C).
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Figura 28. La infusion de MDZ intra-ABL antes del estrés atenud el efecto promotor de la inmovilizaciéon sobre la
remodelacion estructural en el HD. A. Densidad de espinas dendriticas totales (espinas por 10 ym de segmento
dendritico). B. Densidad de espinas dendriticas maduras (espinas por 10 um de segmento dendritico). C. Densidad
de espinas dendriticas largas (espinas por 10 ym de segmento dendritico). Todos los datos estan expresados como
la media £+ EEM. * p<0,05 comparado al resto de los grupos experimentales (ANOVA de muestras repetidas, test
post-hoc de Bonferroni).

Estos resultados sugieren que el MDZ intra-ABL previo al estrés previno el
incremento de la densidad de espinas “maduras” en HD generado por la combinacién

del estrés con una traza de memoria de miedo contextual ya establecida.
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El presente estudio demostré que la interaccion de una experiencia estresante con la
evocacion de una memoria establecida resultdé en una memoria de miedo contextual
robusta. Este fendmeno fue persistente ya que se evidencié en un test de retencion
realizado seis dias después del estrés. Es importante destacar que el estrés no
aumentd la respuesta de “freezing” en las ratas que no recibieron el aprendizaje
asociativo (CA-noEl), lo que indica que la influencia del estrés depende de manera
critica de la asociacion previa contexto-shock. Ademads, se puede descartar una
generalizacion inespecifica del miedo ya que no se detectdé un efecto cuando los
animales estresados fueron expuestos a un entorno diferente (CB) no asociado a la
presentacion del shock. Esto confirma que la exposicion al contexto asociado es un
requisito clave para que el estrés ejerza su efecto promotor. Por otra parte, una
respuesta sensibilizada a la inmovilizacion debido a la experiencia previa con un shock
es poco probable ya que ningun efecto del estrés fue evidente cuando los animales
fueron sometidos previamente a un protocolo de déficit por shock inmediato (ver
métodos), un procedimiento que es incapaz de inducir un aprendizaje asociativo de
miedo contextual (Landeira-Fernandez y col.,, 2006). También se observé que la
disrupcion previa de la reconsolidacion de la memoria por el MDZ alter6 la potenciacion
inducida por el estrés de la memoria de miedo. Esto demuestra que la existencia de
una traza asociativa es un factor critico para la formacién de una memoria de miedo
robusta y persistente después de la interaccién del estrés con la experiencia de

evocacion.

Reportes anteriores han demostrado que tanto la exposicién al estrés como la
administracion de hormonas relacionadas al estrés proximas al test de retencion,
afectaron la evocacion de la memoria (déficit de evocacion). Tal efecto no se observé
cuando el test se realizé a intervalos mas prolongados lo que sugiere que dicho efecto
es dependiente del tiempo y se correlaciona con niveles elevados de corticosterona
plasmatica al momento de la evocaciéon (de Quervain y col., 1998; Roozendaal, 2002;
de Quervain y col., 2003; Cai y col., 2006; Atsak y col., 2012). En el presente protocolo,
el test de retencién se realizé un dia después de la inmovilizacion, lo cual sugiere que
la secrecion de hormonas relacionadas con el estrés no participa en el efecto facilitador
resultante de la interaccion del estrés con la evocacion. Sin embargo, es importante
sefalar que esta sugerencia no excluye un rol inicial de estas hormonas poco después

de la exposicion al estrés en nuestro paradigma experimental.
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Como se indic6 anteriormente, se ha sugerido la existencia de mecanismos
disociables entre la consolidacion y reconsolidacion de una memoria de miedo
contextual (Lee y col., 2004; Alberini 2005; Tronson y Taylor 2007). Mientras que la
reconsolidacién parece requerir la expresiéon de Zif268 hipocampal, el proceso de
consolidacion parece ser dependiente del BDNF hipocampal (Lee y col., 2004).
Ademas, Lee (2008), utilizando un procedimiento diferente al usado en el presente
estudio, demostré6 que la presentacion de un shock durante la evocacién de una
memoria de miedo contextual aumenté los niveles de “freezing” en un test de retencién
posterior. Esta modificacion de la fuerza de la memoria como resultado del aprendizaje
adicional fue mediada por un mecanismo de reconsolidacion dependiente de la
expresion Zif268 hipocampal, pero no de BDNF (Lee 2008). Por otra parte, la
degradacion de proteinas por el sistema ubiquitina/proteosoma (SUP) parece ser critica
para la desestabilizacion después de la evocacion de una memoria de miedo (Lee y
col., 2008). Mas aun, la infusion hipocampal de un inhibidor del proteosoma
inmediatamente después de la evocacion previene el disparo de la reconsolidacion de
la memoria y la actualizacion de nueva informacion en una memoria de miedo ya
consolidada (Lee 2008). Los hallazgos obtenidos en el presente trabajo demostraron
que la infusion local de un ASO contra Zif268 o de B-lac no afectaron la memoria
contextual resultante después de la interaccion del estrés y de la experiencia de
evocacion. Por lo tanto, si la degradacion de proteinas y la expresion de Zif268
inducidas por la evocacion son procesos esenciales para la ocurrencia de
reconsolidaciéon (Lee y col., 2004; Lee y col., 2008; Rudy, 2008), la participacién de un
mecanismo de este tipo en el fortalecimiento de la memoria inducido por el estrés

observado en este estudio parece poco probable.

Algunos autores han reportado un aumento de la expresion del ARNm de zif268 en
la amigdala lateral después del condicionamiento de miedo contextual (Malkani y
Rosen, 2000) pero no después de un test de retencion (Rosen y col., 1998). Por el
contrario, otros informaron un incremento selectivo de la expresion del zif268 en la
amigdala lateral después de un test de retencion, pero no de la adquisicién, de una
memoria de miedo contextual (Hall y col., 2000; Hall y col., 2001). La razén de estas
controversias no ha sido aun dilucidada, sin embargo, se ha sugerido que el uso de
paradigmas de condicionamiento de miedo contextual para estudiar el rol del Zif268 en
los procesos de memoria puede ser parcialmente responsable de estas discrepancias

(Davis y col., 2003). Durante este condicionamiento, el animal no so6lo aprende la
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asociacion contexto-shock, sino también el contexto novedoso en si (Fanselow, 1980;
Rudy y col.,, 2004). La amigdala ha demostrado ser un modulador critico de la
formacion de memorias contextuales, pero sélo cuando el contexto es novedoso (Huff y
col.,, 2005). En consecuencia, cualquier estudio sobre la regulacion génica en la
amigdala después del aprendizaje de miedo contextual debe distinguir entre la
expresion geénica relacionada con el aprendizaje de miedo contextual y la relacionada
con el aprendizaje del contexto y/o la novedad por si sola (Hall y col., 2000; Ploski y
col.,, 2010). Recientemente, Maddox y colaboradores (2011), eludieron estas
cuestiones mediante el estudio de la regulacion del Zif268 en la amigdala lateral luego
de un condicionamiento de miedo auditivo en ratas. Se demostré que la expresion del
zif268 en la amigdala lateral se requiere tanto para la consolidacion de una nueva
asociaciéon como para la reconsolidacion post-evocacion de una memoria de miedo
(Maddox y col., 2011). Por otra parte, datos experimentales convincentes apoyan un rol
del Zif268 hipocampal durante la fase de reconsolidacion de una memoria de miedo
contextual pero no en la consolidacion de una nueva asociacion entre el shock y el
contexto (Lee y col., 2004; Lee 2008). Por lo tanto, parece adecuado especular que el
Zif268 de la amigdala o del hipocampo podrian tener un rol diferencial en la
estabilizacion de una nueva asociacion o en la re-estabilizacién post-evocacién de una

traza ya establecida.

De manera similar, se ha informado que la degradacién de proteinas dependiente
del sistema ubiquitina/proteosoma en la amigdala es critica para la consolidacion y la
reconsolidacion de memorias de miedo condicionadas a un contexto o a un tono
(Jarome y col.,, 2011). Esto sugiere que la degradacion proteica después de la
adquisicién o evocacion es necesaria para el almacenamiento o0 mantenimiento de una
memoria de miedo en la amigdala. Sin embargo, se ha sugerido que la degradacién
proteica mediada por el SUP puede regular la sintesis proteica en el hipocampo
durante la reconsolidacion, pero no durante la consolidacion, de una memoria de miedo
contextual (Lee y col., 2008). Este hallazgo esta en conflicto con un trabajo que
demostré que la degradacion proteica en hipocampo esta criticamente implicada en la
consolidacion de la memoria utilizando un paradigma de evitacion inhibitoria (Lopez-
Salon y col., 2001), procedimiento en el que un animal tiene que aprender a inhibir una
respuesta de origen natural (por ejemplo, pasar de una zona de luz a un area oscura)
con el fin de evitar un evento aversivo (tal como un shock). En relacion a esta

controversia, es importante sefalar que los circuitos implicados y los mecanismos
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descriptos en el procesamiento de una tarea de evitacion inhibitoria son diferentes de
los circuitos y los mecanismos implicados en el condicionamiento de miedo clasico
(Wilensky y col., 2000).

Una posible explicacién de la ausencia de un proceso de actualizacion mediado por
un mecanismo de reconsolidacion en el HD de ratas estresadas observado en el
presente estudio sugiere que el estado emocional generado por la experiencia
estresante podria afectar los mecanismos de desestabilizacion y reconsolidacion tras la
evocacion de la memoria de miedo. Es importante destacar que, durante la experiencia
de evocacién, niveles de “freezing” similares fueron exhibidos por ratas estresadas
condicionadas débilmente y por ratas no estresadas expuestas a un condicionamiento
robusto. Curiosamente, el bloqueo del Zif268 hipocampal antes de la evocacion en
animales no estresados pero sometidos previamente a un entrenamiento fuerte
disminuy6 los niveles de “freezing” en un test de retencion posterior. Este efecto se
atribuyd al blogueo de la reconsolidacion de la memoria lo cual es consistente con
trabajos anteriores (Lee y col, 2004). En cambio, en animales estresados
condicionados débilmente, la inhibicion del Zif268 no afectdé la memoria de miedo
resultante, sugiriendo que la interaccion entre el estrés y la evocacion de la memoria no
implica un proceso de reconsolidacion. Asi, este efecto diferencial observado sobre la
retencion de miedo tras la infusiéon intra-HD del ASO contra Zif268 no se puede atribuir
a diferencias en el grado de miedo. En consecuencia, estos resultados sugieren que es
menos probable que la traza de memoria de miedo de las ratas estresadas se
desestabilice y se vuelva vulnerable a la interrupcion tras la evocacién. En apoyo a este
argumento, un trabajo anterior demostré que la labilizacién inducida por la evocacion
de una memoria de miedo contextual estuvo limitada en animales sometidos a una
situacion de estrés similar a la utilizada en el presente estudio (Bustos y col., 2010). Por
lo tanto, si la propiedad dinAmica de una traza de memoria se define a partir de las
posibilidades de modificarse tras la labilizacion inducida por la evocacién, tanto las
evidencias aportadas en este trabajo como datos de reportes anteriores, ponen de
manifiesto que dicha posibilidad esta limitada por el estado emocional negativo, como
el que ocurre bajo la influencia de estrés, del animal al momento de la evocacion. Bajo
esta linea argumental, la dinamica de la traza de memoria original se veria afectada en

un animal sometido previamente a un evento estresante.
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En contraste con la falta de efecto del ASO contra Zif268 intra-HD en ratas
estresadas, el bloqueo del BDNF hipocampal previno la influencia del estrés sobre la
retencion de miedo. Esta evidencia, junto con la elevacién del nivel de BDNF
hipocampal después de la evocacion en animales estresados, proporcionan un fuerte
apoyo a la implicancia de un mecanismo dependiente de BDNF hipocampal en la
memoria de miedo contextual resultante de la interaccion entre el estrés y la evocacion.
Esta evidencia confirma hallazgos anteriores en cuanto a que el BDNF enddgeno
ejerce un rol relevante en el aprendizaje motivado por el miedo en ratas (Lee y col.,
2004; Rattiner y col., 2004a, 2004b). Es importante destacar que se registraron valores
de “freezing” similares durante el primer test de retencién en los animales estresados
tratados ya sea con el ASO o el MSO contra BDNF, lo que sugiere que la influencia del
oligonucledtido antisentido no esta relacionada con la disrupcién de la performance de
“freezing” o con una interferencia del proceso de evocacion. El aumento de la expresion
del BDNF hipocampal se ha asociado con la consolidaciéon de una memoria de miedo
contextual (Lee y col., 2004); los datos presentes podrian sugerir la participacion de un
proceso de consolidacion de nueva informacién aversiva en la formacion de la memoria
que resulta de la interaccion del estrés con la evocacion. Sin embargo, se acepta
generalmente que la consolidacion es un proceso que ocurre después del aprendizaje y
no después de la evocacion de la memoria. Por lo tanto, el hecho de que el BDNF
hipocampal es altamente expresado en nuestro paradigma no significa necesariamente
gue la memoria resultante después del estrés implica un proceso de consolidacion. Se
requiere profundizar en la investigacion de este fenédmeno para concluir que la
interaccion del estrés con la experiencia de evocacién inicia un proceso de
consolidacion. Es importante sefialar, sin embargo, que una extensa investigacion
apoya un rol del BDNF hipocampal en la formaciéon de una memoria a largo plazo en
varios paradigmas que dependen del hipocampo (Lee y col., 2004; Alonso y col., 2005;
Lubin y col., 2008). De acuerdo con la vision de que BDNF juega un relevante en la
formacion de una memoria a largo plazo, un importante cuerpo de evidencia sostiene
gue esta molécula es critica para el proceso de plasticidad neuronal subyacente al
aprendizaje y la memoria (Tyler y col., 2002; Yamada y Nabeshima, 2003; Rattiner y
col., 2005).

La pregunta que surge es: ¢cual es el mecanismo potencial por cual el estrés esta
actuando para aumentar la expresion y la retencion de miedo después de la

evocacion? Esta bien establecido que la ABL tiene un rol importante en el
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procesamiento de informacion emocional, en la generacion de estados afectivos
negativos (LeDoux, 2000) y en la regulacion de los efectos del estrés sobre la memoria
(Roozendaal y col.,, 2009). Ademas, se informd que la exposicion a un evento
estresante, similar al utilizado en el presente estudio, disminuyé el control GABAérgico
inhibitorio en la ABL resultando en una hiperexcitabilidad de las neuronas de
proyeccion glutamatérgicas un dia después del estrés (Rodriguez Manzanares y col.,
2005; Isoardi y col., 2007). De hecho, esta hiperactivacion inducida por el estrés de una
red local en la ABL redujo el umbral de induccion de la potenciacion a largo plazo
(Rodriguez Manzanares y col., 2005; Sarabdjitsingh y col., 2012), un proceso de
palsticidad sinéptica que se caracteriza por un aumento de la eficacia de la transmision
a ese nivel y es considerado un mecanismo celular asociado a la formacion de una
memoria a largo plazo (Blair y col., 2001; Pape y Pare, 2010). Ademas, los eventos con
una importante carga emocional resultan en un aumento persistente de la frecuencia de
disparo espontaneo de neuronas de la ABL (Pelletier y col., 2005). Basado en estos
hallazgos, se propuso que esta reduccion del control GABAEérgico inhibitorio en la ABL
estaria implicada en la instauracion de la secuela emocional negativa generada por un
estresor incontrolable, lo cual conduciria a reacciones exageradas de miedo y ansiedad
a estimulos aversivos subsecuentes, los cuales normalmente inducirian una minima
perturbacion emocional (Martijena y col., 2002; Calfa y col., 2006; Bignante y col.,
2008). En concordancia con lo anterior, se ha observado que la disminucion de la
neurotransmision GABAérgica en la ABL inducida tanto por el estrés como por
manipulacion farmacolégica potencié la formacion de una memoria de miedo
(Rodriguez Manzanares y col., 2005; Kim y col., 2012). Una prediccion l6gica de todos
estos datos sugiere que el aumento de la transmision GABAérgica por medio de la
activacion de los sitios GABA-A en la ABL antes del desafio ambiental impediria la
formacion de una memoria de miedo robusta y persistente como consecuencia de la
interaccion del estrés con la evocacion. De acuerdo con esta prediccion, nuestros
resultados demostraron que la facilitacion de la transmision inhibitoria por el tratamiento
con MDZ intra-ABL antes del estrés atenu6 el aumento de la expresion y la retenciéon
de miedo. Como se sugirié anteriormente (Dudai, 2002), la evocacién de una memoria
de miedo puede ser una experiencia aversiva por si misma. Por lo tanto, se puede
especular que el estrés previo puede aumentar, al momento de la evocacion, el valor
aversivo de los estimulos que definen el contexto, ya que esta experiencia ocurre bajo
una ABL hiperactivada por el estrés (Martijena y col., 2002; Rodriguez Manzanares y
col., 2005; Isoardi y col., 2007). Esta potenciacién del miedo se expresa en los mayores
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indices de ‘“freezing” durante ambas sesiones de test. Por lo tanto, bajo el estado
emocional provocado por el estrés, la experiencia de evocacion de una memoria débil
previamente establecida se convierte en un potenciador mnemaonico. En linea con este
argumento, se informé recientemente gue un estado emocional negativo provocado por
la estimulacion quimica de la sustancia gris periacueductal dorsolateral antes de la

evocacion potencia una memoria de miedo ya consolidada (Mochny y col., 2012).

La robusta representacion de miedo contextual resultante de la combinacién del
condicionamiento con el estrés se asocié con un aumento consistente del niamero total
de espinas dendriticas en el HD, particularmente de las espinas “maduras” funcionales.
Por el contrario, ni el procedimiento de condicionamiento de miedo ni el de
inmovilizacién per sé fueron capaces de provocar tal remodelacion estructural en el HD.
Consistente con estos hallazgos, informes anteriores mostraron que una memoria
robusta se asocia a un aumento del nimero de espinas dendriticas en varios
paradigmas de aprendizaje y memoria, incluyendo el condicionamiento de miedo
(Moser y col., 1994; Leuner y col., 2003; Restivo y col., 2009). Por otra parte, el hecho
que la remodelacién de las espinas dendriticas esta implicada en la plasticidad
sinaptica (Trommald y col., 1996; Maletic-Savatic y col., 1999; Bastrikova y col., 2008;
Yang y col.,, 2008) apoya la relevancia funcional de los cambios de las espinas
dendriticas en el proceso de formacion de la memoria. Como se destacé anteriormente,
el MDZ administrado localmente en la ABL antes del estrés impidié la influencia del
estrés y la evocacién sobre la memoria de miedo resultante. En apoyo a estos
resultados comportamentales, la estimulacion de los sitios GABA-A en la ABL impidio
los cambios en la remodelacién estructural en el HD ya que los animales estresados
tratados previamente con MDZ presentaron un nimero similar de espinas totales y
maduras que las ratas no estresadas. Asi, se sugiere que ambos fenbmenos (memoria
de miedo contextual y remodelacién sinaptica en el HD) estan relacionados. Por otra
parte, y basado en los presentes resultados se puede sugerir que la influencia del
estrés sobre la memoria de miedo y la remodelacidn sinaptica en el HD esta regulada
por la transmisién GABAérgica en la ABL. En linea con estos resultados, el aumento de
la expresion de Arc hipocampal, una proteina implicada en la transmision y la
plasticidad sinaptica (Bramham y col., 2008; Bramham y col., 2010), después del
condicionamiento de miedo fue atenuada por la infusion intra-ABL de un agonista
GABA-A (Huff y col., 2006). Ademas, la infusion de muscimol en la ABL bloqued las

deficiencias inducidas por el estrés sobre la potenciacion a largo plazo hipocampal y la
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memoria espacial hipocampo-dependiente (Kim y col., 2005). Por lo tanto, existe una
creciente evidencia de que el complejo amigdalino, particularmente ABL, juega un rol
importante en la influencia del estrés sobre la funcion hipocampal (Kim y col., 2005;
Ghosh y col., 2013). En general, todos estos resultados ponen de relieve un rol clave
de la ABL en la coordinacion de la plasticidad estructural en areas “down-stream”
implicadas en el procesamiento y almacenamiento de la memoria (Mcintyre y col.,
2003; McGaugh, 2004). Asi, una remodelacion estructural en el HD se asocia a la
robusta memoria de miedo después del condicionamiento y la estimulacion aversiva.
Ademas, esta influencia del estrés estd bajo la modulacibn de un mecanismo

dependiente de la transmision GABAérgica en la ABL.

En conjunto, los presentes resultados demostraron que la influencia potenciadora
inducida por el estrés sobre la memoria de miedo resultante después de la evocacion
fue dependiente del BDNF hipocampal y que el estado emocional presente al momento

de la evocacion define de manera critica el desarrollo final de ese trazo de memoria.

La capacidad para modificar la traza de memoria en respuesta a las frecuentes
modificaciones del medio ambiente y de las claves que representen una amenaza
otorga una clara ventaja evolutiva y pone de manisfiesto la relevancia funcional de la
propiedad dinamica de la memoria. Nuestros hallazgos sugieren que la instauracion de
un estado emocional negativo, como el inducido por la exposicidbn a una situacion
estresante, limita y afecta dicha propiedad. En este contexto, los resultados descritos
en el presente estudio pueden contribuir a la comprension de los mecanismos
implicados en la generacion de una memoria traumatica, un elemento distintivo de
trastornos relacionados con la ansiedad, tales como el desorden de estrés

postraumatico, el trastorno de panico y las fobias.
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