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Resumen 

Las hipotesis para el estudio de las bases neurobiologicas del aprendizaje y la 

memoria consideran que la informacion es almacenada por el sistema nervioso 

como cambios en las conexiones entre neuronas. Estos cambios son el 

resultado de un proceso de transformacion inducido por la experiencia y 

dirigido en cada neurona por la activacion de las vias de transduccion, que por 

medio de la accion de quinasas, regulan cambios de corto termino y la 

expresion de genes responsables de 10s cambios perdurabies que subyacen la 

memoria de largo termino. En la presente tesis se estudio la participacion de la 

proteina quinasa dependiente de AMP-ciclico (PKA) en la formacion de una 

memoria de largo termino y aspectos de su activacion fueron estudiados en 

estrecha relacion con la experiencia y el tipo de memoria inducido. Con este 

objetivo se utilizo el paradigma de memoria contexto-sefial del cangrejo 

Chasmagnafhus granulatus, en el cual el animal aprende a reconocer la 

inocuidad de un estimulo inicialmente peligroso. Ante la falta de conocimiento 

previo sobre esta via de transduccion en crustaceos, se estudio la distribucion 

de la actividad basal y total de PKA en sistema nervioso de cangrejo y se 

identifico y caracterizo a las isoformas I y II de la misma. Mediante la 

administracion de un inhibidor de PKA, a distintos tiempo respecto del 

entrenamiento, se determino la existencia de dos periodos en 10s cuales la 

actividad de PKA es fundamental para la consolidacion. El primer0 durante el 

entrenamiento y el segundo en una ventana temporal entre 4 y 8 horas 

despues del mismo. La medicion de la actividad de PKA durante la 

consolidacion permitio comprobar que la activacion de PKA es parte de 10s 

mecanismos de la consolidacion directamente inducidos por la experiencia. Se 

determino que durante el segundo period0 de dependencia de PKA para la 

consolidacion existe un aumento de la isoforma de PKA mas sensibles al 

AMPc, PKA I, que estaria involucrado en el aumento de actividad de PKA 

necesario durante esa etapa de la consolidacion. Finalmente, se estudio que 

aspectos temporales y mecanisticos de la activacion de PKA son funcion 

especifica de la activacion inducida por distintas experiencias. La participacion 

diferencial de isoformas de PKA es sugerida. 



Abstract 

Current hypothesis for the study of neurobiological basis of learning and 

memory consider that information provided by experience is encoded as 

changes in the connections between neurons. These changes are consequence 

of a transformation process initiated by the experience and directed by 

coordinate action- of signal transduction pathways. Through phosphorylation, 

kinases regulate short-term synaptic changes and the expression of genes 

involved in the plastic changes that underlie the long-term memory. Works at 

this thesis were aimed at studying the role of cyclic AMP-dependent protein 

kinase (PKA) on long-term memory formation and specific aspects of its 

activation were studied in relation with the kind of experience and the memory 

induced. The experimental model used was the context-signal learning 

paradigm of Chasmagnathus granulatus crab. The lack of previous information 

about the CAMP pathway in crustaceans prompted us first to characterize PKA 

from crab neural tissues. Basal and total PKA activity distribution was studied in 

the crab neural system and we also identified and characterized PKA isoforms I 

and 11. Using in vivo administration of a PKA inhibitor at different times from 

training, two periods of PKA dependence were determined for memory 

consolidation. The first of them during training session and a second one in a 

time window from 4 to 8 hours after training. PKA activity was measured in 

neural ganglia after training revealing that PKA activation is part of mechanisms 

directly induced by experience and involved in consolidation. Coincidently with 

the second PKA dependence period, an increase in the more sensible isoform, 

PKA I, was found. This increase could be responsible for the PKA activity 

necessary during this period. Finally, temporal and mechanistic aspects of PKA 

activation were found to be specific functions of the activation induced by 

different experiences that induce different memories. Differential PKA isoform 

participation is also suggested. 
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Capitulo I 

Introduccion 





Capitulo I: Introduction 

1.1 Comportamiento, aprendizaje y memoria 

El comportamiento de un animal cambia a lo largo de su vida como parte de un 

patron genetic0 de desarrollo y como product0 de su interaccion con el medio 

ambiente. Entre especies, el peso de cada uno de estos componentes en la 

determinacion del comportamiento puede variar notablemente, sin embargo el 

limite entre 10s aspectos comportamentales derivados de uno y otro, no son 

claros, ya que las posibilidades de un animal de modificar su comportamiento 

en base a una experiencia son parte de sus habilidades cognitivas 

determinadas geneticamente y por experiencias previas que delinean sus 

posibilidades de interpretacion y procesamiento de la informaci6n. Es por esto, 

que las habilidades cognitivas de un animal no pueden ser estudiadas sin0 es 

en funcion de las presiones ecologicas que llevaron a la plasticidad del 

comportamiento como una solucion adaptativa. 

Las teorias actuales, consideran al aprendizaje como la adquisicion de 

predicciones especificas. Mediante ellas 10s animales aprenden a predecir el 

exito o fracas0 de sus actos, asi como el significado o la consecuencia de una 

configuracion de estimulos. Estas predicciones resultan adaptativas en la 

medida que permitan a1 animal modificar su comportamiento para recibir un 

estimulo positivo o a tiempo evitar un estimulo negativo (Rescorla & Wagner, 

1972; Dickinson, 1980; Mackintosh, 1975; Pearce & Hall, 1980). Por esto, la 

capacidad de un animal de asimilar una experiencia, se evidencia a traves de 

sus actos, como un hecho comportamental ante un estimulo, distinto a1 que 

hubiera hecho antes de la experiencia o a1 que haria un animal que no la ha 

vivido (Rescoria & Holland, 1976; Rescorla, 1988). 

El objeto de estudio en esta tesis son 10s mecanismos que permiten a un 

animal asimilar la inforrnacion existente en una experiencia y actuar en base a 

ella. Esto ocurre gracias a dos procesos, que definidos en su sentido mas 

amplio son: el aprendizaje, como a1 proceso a traves del cual 10s animales 

adquieren inforrnacion nueva acerca del medio ambiente; y la memoria, que 

se refiere a1 proceso por el cual la informaci6n adquirida es retenida para 

luego ser revelada (Thorpe, 1963). 
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1 .I .1 Criterios para la clasificaci6n de memofias 

El estudio de pacientes amnesicos ha permitido identificar inicialmente la 

existencia de dos categorias de memorias con distintas propiedades y 

caracteristicas de procesamiento (Squire, 1987): La nemoria expljcita o 

declarativa: es una forma de memoria conciente por la que se recuerdan 

personas, lugares, eventos,.. etc. Esta forma de memoria esta principalmente 

bien desarrollada en mamiferos y su existencia nos resulta evidente en 

humanos, ya que es la memoria que evocamos para referirnos y ser concientes 

de episodios del pasado. 

La complejidad de 10s procesos declarativos ha llevado tradicionalmente desde 

un punto de vista humano a denominarlos como procesos de orden superior, y 

ha conducido a subestimar el poder y la riqueza de otras formas de memoria 

no-declarativas o implicitas (Menzel, 2001). Esta segunda categoria, son 

memorias de las cuales no somos concientes hasta que se evidencian por 

ejemplo por la presencia de habilidades motoras adquiridas. La memoria no- 

declarativa comprende formas de memoria asociativa, en las que el animal 

aprende la relaci6n entre dos estimuiss como un condicionamienfo clasico o 

entre un estimulo y un comportamiento en el caso de un condicionamiento 

operante; y memorias no asociativas como ser la sensibilizacion y la 

habifuacion en las que el animal aprende las propiedades de un 6nico 

estimulo aumentando o disminuyendo respectivamente la respuesta ante ellos. 

La adquisicion de la memoria no-declarafiva puede ocurrir sin ser conscientes 

de ello. En general son adquiridas por repetition y se evidencian de rnanera 

automatics sin un proceso deliberado de evocation. 

1.2 Bases celulares de la memoria, la plasticidad neuronal 

Las primeras reflexiones acerca de las bases fisiologicas del aprendizaje y la 

memoria surgieron a fines del siglo XIX, sugiriendo que algljn cambio en la 

estructura del sistema nervioso seria responsable de la memoria. Varios 

autores de la epoca, William James (1890), Ram6n y Cajal (1894): Tanzi 

(1 893), Lugaro (1 900) entre otros, basados en 10s conocimientos del momento 



acerca de la incapacidad de las neuronas maduras de dividirse, coincidieron 

en proponer que la formacion y persistencia de las memorias estaria 

relacionada con crecimiento y cambios de las neuronas (Squire, 1987). 

Esta concepcion de las bases celulares de la memoria dio lugar a dos teorias: 

a principios del siglo XX Pavlov fue uno de 10s primeros en proponer la teoria 

conectivista de la memoria, basada en que durante un proceso asociativo 

como un condicionamiento, nuevas conexiones eran formadas entre las vias 

sensoriales y motoras que estaban siendo asociadas. Alternativamente, la 

teoria elemental sostenia que 10s cambios consistian en la alteration de la 

transmision entre elementos que ya estaban previamente conectados. Esta 

teorist recibio fuerte apoyo por Hebb (1949) quien ademas enuncio 

adelantandose a las evidencias experimentales, que la eficacia de la 

transmision sinaptica entre dos elementos debia ser directamente dependiente 

de su uso. 

Hoy en dial las evidencias han demostrado que la formacion de conexiones 

entre neuronas que no estaban conectadas solo ocurre durante el desarrollo 

del sistema nervioso como resultado de un programa genetic0 y tambien de 

experiencias o estimulaciones tempranas, que como parte del desarrollo 

pueden inducir la eliminacion o formacion de conexiones. Por el contrario, 10s 

cambios responsables del aprendizaje y la memoria consisten en la 

modificaci6n de la eficacia de transmision entre elementos ya conectados. 

Durante el siglo XX la teoria elemental recibio fuerte sustento experimental y 

fue profundizada haciendo hincapie en que las sinapsis eran el sitio donde 

ocurrian 10s cambios (Konorski, 1948; Hebb, 1949; Eccles, 1953) 

Las teorias actuales para el estudio de la memoria se basan en considerar que 

la memoria es un caso especial dentro de un fenomeno mas general del 

sistema nervioso que es la plasticidad neuronal. Muchas neuronas exhiben 

plasticidad, esto quiere decir que pueden sufrir modificaciones morfologicas y 

funcionales, que en algunos casos pueden ser duraderas. Esta plasticidad no 

es propia solo de 10s fenomenos de aprendizaje y memoria sin0 que tambien 

es evidente ante otros fenomenos como la tolerancia a drogas, el crecimiento 
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de terminaies axonales despues de una lesion e incluso en eventos 
estrictamente sinapticos tales como la depresion o facilitacion sinaptica. 

Basicamente, la idea es que la memoria involucra cambios persistentes en la 

relacion de conectividad entre neuronas, que pueden deberse a cambios 

estructurales, bioquirnicos o fisicoquimicos. Estos cambios en la comunicacion 

entre dos neuronas alteran el comportamiento de un circuito neuronal cuya 

consecuencia final es un carnbio en el comportamiento del animal. 

En otras palabras, si el comportamiento de un animal ante determinado patron 

de estimulos puede ser explicado en terminos de 10s circuitos involucrados en 

la percepcion, procesamiento de la informacion, elaboracion y ejecucion de 

una respuesta, entonces 10s cambios observados en el comportamiento como 

producto de la experiencia se deben a cambios producidos a nivel de dichos 

circuitos. Sabiendo ademas que el comportamiento de un circuito es producto 

de la intrincada red de conexiones excitatorias e inhibitorias entre las neuronas 

que lo conforman, entonces las modificaciones en estas interconexiones son 

las determinantes de 10s carnbios de comportamiento del circuito. 

Eccles (1977) resume en terminos generales, de acuerdo con Sherrington 

(1 940), Adrian (1 947), y Lashley (1 950), que las memorias se hallan de algljn 

rnodo codificadas en las conexiones neuronales del cerebro y especificamente 

segljn Eccles (1970) y Szentagothi (1971) que la base estructural de la 

memoria son las modificaciones a nivel de las sinapsis 

1.2.1 La naturaleza del cambio sinaptico 

Muy brevemente se han discutido hasta aqui las teorias y la evolucion de las 

ideas que ha llevado a la concepcion actual de que la plasticidad del 

comportamiento es el resultado de la plasticidad morfologica y funcional de 

sistema nervioso. 

A partir de aqui se abandona el terreno teorico para volver la mirada a las 

principales evidencias que apoyaron estas teorias y que revelaron 10s 

rnecanisrnos responsables de dicha plasticidad. 



Capitulo I: Introduccion 

Hasta el momento, 10s mecanismos celulares y moleculares que se ha 

comprobado participan del cambio en la comunicacion entre neuronas que 

subyace el aprendizaje y memoria pueden ser agrupados en (Squire, 1987): 

a. cambios bioquimiws y biofisicos que alteran la eficacia sinaptica; 

b. cambios morfologicos o estructurales que modifican el grado de 

conectividad entre dos neuronas 

Se ha determinado que estos dos mecanismos participan diferencialmente en 

la solucion de dos problemas criticos de la plasticidad sinaptica: La 

incorporacion de cambios rapidos y de expresion temprana; y la incorporacion 

de cambios persistentes: 

Los cambios responsables del almacenamiento de la informacion durante 

periodos inmediatos a la experiencia deben basarse en modificaciones rapidas 

de elementos ya presentes en la sinapsis en el momento de la experiencia. 

Como producto de un patron especifico de estimulacion se inducen 

modificaciones post-transcripcionales rapidas, entre las cuales se encuentran 

la modulacion de canales ionicos, la afinidad de receptores post-sinapticos, la 

sintesis y movilizacion de vesiculas sinapticas a la zona activa de liberation, 

entre otras. Estas reacciones afectan directamente la eficacia sinaptica 

aumentando o disminuyendo la habilidad de la neurona presinaptica de liberar 

neurotransmisor o afectando la sensibilidad a1 neurotransmisor de la neurona 

post-sinaptica. 

Estas observaciones revelan que modificaciones post-transcripcionales 

inducidas por un patr6n de estimulacion pueden cambiar el comportamiento de 

una sinapsis y hacer a una neurona individual capaz de almacenar informacion 

al menos temporalmente. 

Sin embargo, si el carnbio en la transmision sinaptica entre dos neuronas es 

producto de un estado particular de excitabilidad inducido por un patron 

especifico de estimulacion, la pregunta que surge es como ese estado 

particular de excitabilidad se mantiene en el tiempo cuando la estimulacion que 

lo indujo ha cesado. 0 bien, 6Cuales son 10s mecanismos responsables de 10s 

cambios persistentes en la conectividad entre dos neuronas? Para responder 
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esta pregunta es necesario considerar un mecanisma de tip0 autosustentable 

e independiente de la actividad inicial que lo indujo. 

La obse~acion experimental de que las memorias estables y duraderas son 

dependientes de la sintesis proteica (Agranoff, 1972; Davis & Squire, 1984) y 

que las experiencias aumentan en el cerebro la incorporacion de precursores 

de ARN y proteinas radiactivamente marcados (Dunn, 1980), dieron sustento a 

las hipotesis de que 10s cambios persistentes podian deberse a la expresion 

de proteinas nuevas que estabilizaran las modificaciones bioquimicas, 

biofisicas y estructurales (Squire, 1987). 

Tres lineas independientes de investigacion, basadas en distintos modelos 

para el estudio de la memoria y plasticidad sinaptica, brindaron evidencias a 

favor la hipotesis de 10s cambios estructurales: 

a. En primer lugar que la arquitectura del cerebro es plastica. Por ejemplo se 

pueden observar cambios morfologicos debido a la experiencia; ratas 

expuestas a ambientes enriquecidos muestran en terminos generales 

aumento en el espesor cortical, en el tamaiio de 10s somas, en el nirmero y 

longitud de las ramas dendriticas, diametro de las sinapsis y cambio en el 

numero y forma de las espinas dendriticas (Rssenzweig & Bennet, 1978; 

Greenough, 1984, Turner & Greenough, 1985). 

b. Un segundo grupo de evidencias proviene de las investigaciones hechas 

sobre el fenomeno de potenciacion de largo termino inicialmente 

descubierto y estudiado en hipocampo de mamiferos. Este fenomeno 

constituye un caso de plasticidad neuronal en el cual la eficiencia sinaptica 

cambia de manera duradera despues de un protocolo especifico de 

estimulacion. Dos tipos de cambios estructurales son responsables del 

mantenimiento de la potenciacion a largo termino: el aumento en el nljmqro 

de sinapsis y el cambio en la forma de las sinapsis ya existentes (Chang & 

Greenough, 1984; Lee et al., 1980). 

c. La tercera evidencia proviene de 10s estudios realizados en Aplysia, un 

molusco marino que provee de un modelo muy ventajoso y extensamente 

utilizado para el estudio de las bases celulares y moleculares de. la 



memoria. En Aplysia se han estudiado 10s mecanismos que subyacen la 

habituacion y la sensibilizacion de una respuesta defensiva. Se ha 

comprobado que 10s entrenamientos correspondientes inducen 

respectivamente reduccion y aumento estable en el nlimero de las 

terminales pre-sinapticas de las neuronas sensoriales (Bailey & Chen, 

1 983). 

1.2.2 El -origen de 4os cambios 

En las secciones anteriores se ha desarrollado desde un punto de vista teorico 

y haciendo referencia en las principales comprobaciones experimentales, el 

concept0 de que el aprendizaje y la memoria estan representados en la 

eficacia de las sinapsis entre neuronas y en las consecuencias circuitales de 

esa distribucion de pesos. Hasta aqui, se han mencionado entonces cuales 

son las causas del carnbio en el comportamiento y de la capacidad de retener 

inforrnacion. 

Un aspect0 de interes central para la neurobiologia es que estas causas son a 

su vez consecuencia de un fenomeno dirigido de transformacion, desde una 

configuracion de pesos sinapticos anterior a la experiencia hasta una 

configuracion posterior y especifica a la misma. El estudio de esta 

transformacion comprende a 10s mecanismos responsables de iniciar, regular, 

localizar y mantener 10s cambios sinapticos. 

Es sabido que son las experiencias las que modelan el peso de las 

conexiones, y que a cada experiencia corresponde en una neurona un patron 

propio de estimulacion por neurotransmisores, neuromoduladores, etc. La 

neurona como unidad del cambio plastico, debe poseer la capacidad 

computacional de detectar patrones especificos de estimulacion y de promover 

10s cambios sinapticos correspondientes. 

Para abordar estos interrogantes es necesario considerar como llega la 

informacibn a la neurona y como esta es transferida y procesada en el interior 

de la misma. 
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1.3 Vias de transducci6n de seiiales, fosforilaci6n de 
proteinas y plasticidad neuronal 

1.3.1 Transduccion de la informacion 

Las neuronas reciben la informacion como sefiales quimicas externas 

(neurotransmisores, neuromoduladores) que interaccionan con receptores 

especificos de la celula. A grandes rasgos 10s receptores transfieren esta 

informacion alterando el potencial de membrana o el estado bioquimico de la 

celula. Basicamente 10s receptores pueden ser subdivididos en dos grandes 

categorias: 

a. receptores ionotropicos, son 10s que a su vez cumplen funcion de 

canales ionicos y su interaction con el neurotransmisor tiene un efecto rapido 

que altera directamente la permeabilidad ionica, provocando cambios en el 

potencial electric0 de la celula. 

b. receptores metabotropicos, no son efectores directos sin0 que 

transfieren la informacion a la celula activando vias de transduccion 

especificas. Estos receptores una vez activos interaccionan con proteinas 

intracelulares que pueden regular la actividad de canales ylo iniciar una 

cascada de eventos bioquimicos con efectos especificos sobre el 

metabolismo celular y la expresion genica. 

Los receptores metabotr6picos pueden ser divididos en receptores ligados a 

proteinas G y receptores tirosina quinasa. Los primeros, tipicamente 

activan enzimas efectoras que producen segundos mensajeros. Estos 

constituyen seAales difusibles en el interior de la celula que activan proteinas 

quinasas especificas o inducen la Iiberacion de ca2' de reservorios 

intraceluiares al citoplasma cuya concentracion es tambien determinante para 

la activacion de enzimas, entre ellas quinasas y fosfatasas. Los receptores 

tirosina quinasa no involucran un segundo mensajero ya que el propio 

dominio intracelular del receptor posee actividad de quinasa. Una vez activo 

el receptor, este interacciona con proteinas efectoras o promueve la 

activacion de otras quinasas que de manera secuencial activan una cascada 

bioquimica intracelular. 
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1.3.2 Proteinas Quinasas 

Como se o b s e ~ a  hasta aqui la activacion de quinasas mediada por segundos 

mensajeros o directamente por receptores, constituye en evento fundamental 

en la transduccion de informacion al interior de la celula. 

Las proteinas quinasas son enzimas que catalizan la transferencia del grupo 

fosfato y de la adenosina trifosfato (ATP) a 10s grupos alcoholes de las serinas 

y treoninas y al grupo fenol de las tirosinas en las cadenas proteicas. Las 

fosfatasas regulan la actividad de la quinasas removiendo dichos grupos 

fosfato y produciendo fosfato inorganico. 

El valor de la fosforilacion radica en que es una modificacion post- 

transcripcional, rapida y reversible que provoca un cambio conformacional en 

la proteina alterando sus propiedades funcionales. Las fosforilaciones regulan 

la actividad de enzimas, receptores, canales ionicos y factores de transcripcion 

entre otros. Por otro lado, la ventaja de la fosforilacion es que puede ser muy 

precisamente controlada por la especificidad entre quinasas y substratos, y por 

el hecho de que las quinasas pueden ser reguladas reversiblemente entre un 

estado catalitico y uno inactivo. 

Las quinasas y fofatasas constituyen un punto estrategico de la regulacion del 

metabolismo celular, donde el conjunto de seflales externas es convertido 

dentro de la celula a un patron especifico de activacion que regula el conjunto 

de respuestas de la celula por medio de la fosforilaci6n de substratos que son 

efectores directos o reguladores de otros procesos. 

En el sistema nervioso, se ha comprobado que las proteinas quinasas pueden 

regular eventos claves que son parte del proceso de plasticidad neuronal. La 

sintesis y liberacion de neurotransmisores, la afinidad de 10s receptores post- 

sinapticos, la permeabilidad de 10s canales i6nicos y la induction de la 

expresion de genes que subyacen a 10s cambios de largo termino 

responsables de la memoria, son ejemplos de mecanismos con importancia a 

corto y largo termino regulados por el ajustado equilibrio de la actividad de 

quinasas y fosfatasas especificas. 
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I .3.3 Interaccion entre vias de transduccicin 

Hasta aqui se ha presentado a las vias de transduccion como sistemas de 

transmision de informacion de tipo vertical, donde un receptor de membrana 

activa una via de transduccion, la cual induce la activacion de una o varias 

quinasas correspondientes y estas fosforilan 10s substratos respectivos. 

Sin embargo la accion regulatoria de las vias de transduccion se amplifica 

horizontalmente por interaccion entre distintas vias. La interaccion puede 

darse bien por accion paralela, convergente o antagonica y ocurrir a distintos 

niveles de las vias, desde la produccion de 10s segundos mensajeros a la 

activacion de quinasas y a nivel de 10s substratos. De esta manera la accion 

de una via de transduccion puede ser modulada por la accion de otra. 

De esta posibilidad de interaccion emerge el hecho de que la accion conjunta 

de dos o mas vias de transduccion con una relacion temporal, espacial y de 

intensidad dada, induzca en la celula un patron propio de activacion y una 

respuesta especifica. 

4.3.4 Vias de transduccion y plasticidad neuronal 

Volviendo a1 interrogante inicial de esta seccion, acerca de la identidad de 10s 

mecanismos celulares responsables de la construcci6n de la marca mnesica, 

se sabe hoy que la capacidad de una neurona de detectar y efectuar un 

cambio especifico en base a un patron de estimulacion reside en la activacion 

coordinada de las vias de transduccion involucradas y la resultante de la 

interaccion entre estas, traducido como un patron espacial y temporal 

especifico de activacion de quinasas. 

Por este mecanismo las sefiales quimicas de las que se ha hecho mencion 

inicialmente, neurotransmisores y neuromoduladores, mas alla de sus efectos 

rapidos product0 de la interaccibn con receptores ionotropicos, pueden 

provocar cambios estables en la eficacia sinaptica modificando las 

propiedades funcionales de elementos sinapticos y a largo termino 
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promoviendo la expresion de genes involucrados en la estabilizacion de 10s 

cambios. 

Resumiendo, especificamente en 10s procesos de la plasticidad sinaptica que 

subyacen la formacion de memoria, se ha demostrado que diversas vias de 

transduccion a traves del efecto de las respectivas proteinas quinasas 

participan corno: 

a. detectores de patrones especificos de estimulacion: por ejemplo como 

detectores de coincidencias, que especificamente se activan y transfieren 

ante la ocurrencia coordinada de dos seAales, o como detectores de 

patrones temporales especificos de estimulacion 

b. amplificadores y distribuidores de informaci6n a nivel celular y subcelular 

de acuerdo con su localization intracelular y la de sus substratos; por 

ejemplo, como localizadores de 10s efectos en sitios de liberation sinaptica 

o en el nljcleo por traslocacion una vez activos, para la activacion especifica 

de factores de transcripcion 

c. sistemas capaces de retener informacion; persisten activados luego de que 

la estimulacion que lo indujo ha cesado 

1.4 El proceso de formacion de memoria 

Habiendo fundamentado el estudio del papel de las vias de transduccion de 

seAales en procesos de memoria, e introducido de manera general el 

funcionamiento de las mismas, a continuacion se explicara con mas detalle la 

secuencia de eventos que conforman la formacion de una memoria para luego 

entrar directamente en el tema de la participation especifica de mecanismos 

de transduccion. 

1.4.1 Fases de la memoria 

Las memorias pueden durar desde segundos a dias o una vida entera 

dependiendo de la relevancia de la informacion que codifican y de la fuerza de 

la experiencia que les dio origen. Asi, una experiencia que sera recordada por 
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un tiempo largo, desencadena una secuencia de fases transientes y estables 

de memoria que cubren desde el momento inmediato a la adquisicion y etapas 

intermedias hasta finalmente memorias estables o de largo termino (Menzel, 

1999). La existencia de al menos dos y tres fases de memoria con dinamicas 

temporales propias ha sido comprobada para distintas especies como ser la 

abeja Apis mellifera (Hammer & Menzel, 1995a), Drosophila (De Zazzo & Tully, 

1995), cangrejo Chasmagnathus (Maidonado et al., 1997), Aplysia (Carew et 

al., 1972; Byrne, 1987), ratas (McGaugh, 1 966), primates (Goldman-Rakic, 

1992) y humanos (Atkinson & Shriffin, 1968). 

Sobre la base del analisis mecanistico, farmacolbgico, y de 10s requerimientos 

de induccion y de expresion, se han diferenciado tres fases de la memoria que 

resultan de interes desde el punto de vista neurobiologico. Estas tres fases 

definidas en base a su duracion son la memoria de corto fermino (MCT), que 

se refiere a 10s sistemas que retienen la informacion desde el momento de la 

experiencia y temporalmente, mientras la informacion es transferida a formas 

mas estables de almacenamiento como la memoria infermedia (MI) o a una 

forma de memoria potencialmente permanente como la memoria de largo 

fermino (MLT) (Squire 1987; Sedman et all 1991 ; Hammer, 1995). 

La expresion secuencial de estas tres fases de memoria, sugiere un 

procesamiento de tip0 serial, en el cual cada una de estas fases es 

dependiente de la anterior. Sin embargo, se ha demostrado que las fases 

tambien pueden ser inducidas y procesadas en paralelo desde el momento del 

aprendizaje. El tip0 de procesamiento serial o paralelo ha mostrado depender 

de la especie, del paradigma y de las fases de memoria en cuestion. En el 

modelo de Aplysia se ha estudiado en detalle el fenomeno de sensibilizaci6n 

de una respuesta defensiva y 10s mecanismos celulares que subyacen la 

retencion de este aprendizaje a corto, mediano y largo termino. Se ha 

comprobado con respecto al procesamiento de estas tres fases de memoria 

que la memoria de largo termino es dependiente de la existencia de una 

memoria intermedia. Sin embargo el procesamiento de estas es independiente 

o paralelo a la memoria de corto termino (Sutton et all 2001). En pollos que 

aprenden a asociar un estimulo a un refuerzo negativo se ha determinado un 
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procesamiento serial de la memoria de corto y de largo termino (Gibbs & Ng, 

1977). En ratas la existencia de las distintas fases de memoria es 

independiente y son paralelamente inducidas por el aprendizaje (Frieder & 

Altewis, 1978; lzquierdo et al., 1998). 

1.4.2 Etapas en el proceso-de formacidn de memoria 

El estudio de 10s mecanismos involucrados en la forrnacion de memorias 

muestra la limitation indefectible de que las memorias son accesibles solo a 

traves de la evocacion. Esto provoca que en muchas situaciones 

experimentales en las que se utilizan metodologias o intervenciones 

irreversibles para determinar el papel de un mecanismo celular o una 

estructura nerviosa en la memoria, no se pueda determinar que nivel del 

procesamiento o estadio en la forrnacion de una memoria esta siendo afectada 

(Dubnau et al., 2001; Menzel & Muller; 2001). 

Del estudio sobre todo de pacientes neurologicos amnesicos, se ha 

determinado que la memoria esta conformada por la existencia de a1 menos 

cuatro procesos distintos y relacionados de manera serial. El correct0 

funcionamiento de estos cuatro procesos brinda la capacidad de retener la 

informacion y utilizarla un tiempo despues. Por el contrario con uno solo de 

estos procesos que falle el sintoma es la amnesia. 

Adquisicion: se refiere a1 proceso inicial en el cual la informacion provista por 

la experiencia es recibida e interpretada. Durante esta etapa se establecen el 

significado, las asociaciones propias de la experiencia y la asociacion con 

informacion previa. Resulta determinante el estado de motivacion para que la 

experiencia sea adquirida. Un buen indicador de que un aprendizaje fue 

adquirido es la expresion de una buena memoria de corto termino. Sin 

embargo, la ausencia de la memoria de corto termino no siempre indica que no 

haya habido adquisicion. 

Consolidaci6n: se refiere a la conversion de la informacion recientemente 

adquirida a una forma estable y duradera de almacenamiento. Este punto sera 

desarrollado en detalle mas adelante. 
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Almacenamiento: Se refiere a 10s mecanismos y sitios en los cuaies la 

memoria es retenida en el tiempo. Este proceso no implica cambios sino el 

mantenimiento de la marca mnesica dejada por la consolidaci6n. Una 

propiedad extraordinaria de almacenamiento de largo termino es su capacidad 

ilimitada en contraste con la memoria de corto termino la cual es muy limitada. 

Evocacion: Son 10s procesos que permiten recuperar y utilizar la informacion 

almacenada. La evocacion involucra recuperar la informacion de elementos 

almacenados en distintos sitios y reconstruirlos de acuerdo a la experiencia. 

La informacion ya almacenada es luego objeto de rnodificacion por el proceso 

de extincion. Este proceso se evidencia como la perdida de la respuesta 

aprendida, cuando el animal verifica que la reiacion entre estimulos 

inicialmente aprendida ya no existe. Por lo tanto la extincion no debe ser 

confundida o tomada como olvido de la respuesta sin0 como un nuevo proceso :I 

de aprendizaje. j , .  , - -  , >  - V-,,;UFJ ,-# ;, .. , , I ,? +<I L~G:-~. .,a] 

1.4.3 Modulation de la memoria E $ -  i3rz; - #  - I ,,_ 

- .. ,a ,Y7-.?-'n,-,.7 :- 8 1 . I '  l i  8 ' : >  ;r\:ffil!> 15!j - - 

Los procesos de memoria pueden ser afectados positiva o negativamente 
I 

durante las fases de adquisicion, consolidaci6n o evocation por diversos . 
. i 

factores endogenos consecuentes de estados internos del animal, tales como - 
-1: 

estados de alerta, estres, periodos reproductivos, etc- (McGaugh, 1983). La 
a 

existencia de estos mecanismos moduladores de 10s procesos cognitivos ha 

sido revelada tanto en vertebrados (Squire, 1987) como en invertebrados 

(Krasne, 1978). Esto ha llevado de manera teorica a dividir 10s procesos 6 1  

participantes en la construccion de la marca mnesica entre sistemas 6 e 

neuronales intrinsecos y extrinsecos. El sistema intrinseco se refiere a 10s 11 

, - 
elementos celulares y circuitales directamente involucrados en la .Y , 

I ._ 
representation de la marca mnesica, en la construccion de ella y en la ' -' 

-. 
evocacion. El segundo sistema, referido como sistema extrinseco, 

comprende mecanismos capaces de modular positiva y negativamente la '' 
capacidad del sistema intrinseco. El sistema exfrinseco consiste en vias que b3 

influencian la construccion de 10s trazos mnesicos mediante la liberaci6n de IZ 

neurotransmisores, neuromoduladores, etc. ,33 b:  ,'- I. ~ ~ - ~ ~ i ~ ~ , ~ .  i L  b , .d IF+ u 
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La existencia de un sistema modulador de la memoria, ha sido justificada en 

terminos de la conveniencia adaptativa de regular que eventos Sean o no Sean 

aprendidos o recordados segljn determinadas circunstancias (Gold & 

McGaugh, 1977). Tal es el caso comprobado para el papel de las 

Angiotensinas endogenas y el modelo de memoria que fue utilizado en la 

realization de esta tesis, el cangrejo Chasmagnathus. Delorenzi y 

colaboradores (1999), demostraron que las angiotensinas endogenas 

liberadas en situaciones de estres hidrico poseen un efecto modulador positivo 

sobre la consolidacion de una memoria de largo termino. 

El acercamiento farmacologico al estudio de la memoria, suele presentar 

limitaciones para definir 10s mecanismos que son parte del sistema intrinseco y 

extrinseco en la formacion de memorias. El efecto facilitador o amnesico de 

drogas puede en muchos casos ser explicado en terminos de intervenir en un 

sistema o en otro. 

1.4.4 Consolidacion de la memoria 

La presente tesis pone enfasis en 10s mecanismos y secuencia de eventos 

celulares que ocurren como parte del proceso'de consolidacion de la memoyia. 

Por este motivo es de especial interes definir y profundizar el significado e 

importancia de este proceso: 

La consolidacion se refiere al proceso que convierte a la informaci6n 

recientemente adquirida y almacenada en forma Iabil a una forma de 

almacenamiento robusta y de larga duracion. 

Las primeras evidencias experimentales que revelaron la existencia de un 

periodo de consolidacion provienen de aprendizaje verbal en humanos (Mijller 

& Pilzecker, 1900; en McGaugh, 1999). En estos trabajos, un grupo de 

personas debia aprender una lista de palabras y 24 horas despues se 

evaluaba su capacidad para recordarlas. Cuando inmediatamente despues de 

aprender la lista, las personas debian hacer lo mismo con una segunda, no 

lograban recordar la primera lista en la prueba de retencion. Sin embargo, 

cuando el momento de aprender la segunda lista se separaba por mas de 2 o 3 
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horas de la primera, entonces si lograban recotdarla. Estos resultados 
pusieron en evidencia que existe un periodo de labilidad inmediatamente 

despues de la experiencia durante el cual la memoria es sensible a la 

disrupcion y que una vez superado este periodo, la memoria se hace resistente 

a la disrupcion. 

La existencia de este proceso de consolidacion, recibici luego el apoyo 

observaciones clinicas de casos de amnesia retrograda observada despues de 

traumas o convulsiones epilepticas, en 10s que la amnesia obsewada se 

limitaba a 10s eventos ocurridos dentro de las 2 horas previas al hecho (Zubin 

& Barrera, 1941 ; Russel & Nathan, 1946; Russel, 1971 ) y casos de amnesia 3 

anterograda de pacientes neurologicos que tenian memoria de corto plazo ii 

normal, pero la incapacidad de forrnar memorias de largo plazo, por lo que no :I 

po@ian,retener lo aprendido por mas de pocos minutos o despues de brevesb 

distracciones (Scoville & Milner, 1957; Corkin, 1984). , I-%:! -I , z r f ,  c le  

Las obsewaciones clinicas fueron luego tambien comprobadas en condiciones 

experimentales con animales de laboratorio (Duncan, 1949). Ratas que 

aprendian una tarea y cuya retention era evaluada 24 horas despues del 

entrenamiento mostraban amnesia cuando dentro de las dos horas posteriores 

al entrenamiento eran sometidas a electrochoque convulsivo. Sin embargo, el 

mismo tratamiento no afectaba la capacidad de evocar lo aprendido cuando el 

electrochoque se realizaba mas de 2 o 3 horas despues del entrenamiento. 

T b ~  ~!33CnC 115 
El conjunto de estas' evidencias clinicas y experimentales sugirio que el 

periodo de consoiidacion consiste en la construccion de una memoria estable 

que se evidencia cuando decae la expresion de las memorias cortas. La 

consolidacion de la memoria de largo termino involucra mecanismos que no 

son de instalacion inmediata, relacionados con 10s cambios morfologicos que 

ya habian sido largamente postulados. 

Esto encontro apoyo cuando el proceso de consolidacion de la memoria fue 

por primera vez llevado a nivel bioquimico y se descubrio que la memoria de 

largo termino y no la de corto termino es dependiente de la sintesis proteica 

durante el periodo de consolidacion (Flexner et al., 1983; Agranoff, 1972; 

Barondes, 1975; Davis & Squire, 1984; Catellucci et al, 1989; Crow & 
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Forrester, 1990). Estos resultados indicaron por primera vez que la 

consolidacion es un period0 critico durante el cual nuevas proteinas deben ser 

sintetizadas (Goelet et al., 1986). 

1.4.5 El estudio de la consolidacion a nivel celular 

El avance de la bioquimica y de la biologia molecular en 10s llltimos 30 aAos 

ha permitido identificar el papel de diversas vias de transduccion de seAales y 

de la expresion genica durante el proceso de consolidaci6n. Mediante 

estrategias intervenfivas y de correlacion se ha identificado y ubicado espacial 

y temporalmente la participacion de diversas vias de seAalizaci6n intracelular 

en la construccion de la representacion neuronal de las memorias para 

diversos modelos. 

Se ha determinado que la participacion de distintas vias de seAalizacion 

durante el proceso de consolidacion es variable dependiendo de la experiencia 

y del modelo. Distintas vias de transduccion participan diferencialmente 

durante distintas etapas o periodos de la consolidacion y se ha demostrado 

que algunas de ellas participan en etapas tempranas y tardias del proceso 

(Freeman et al., 1995; Bernabeu et al., 1997; Bourtchouladze et al., 1998; 

Merlo et al., 2001). 

El hecho de que la memoria de largo termino una vez consolidada es 

inalterable, hoy en dia vuelve a ser discutido, ya que se ha observado que 10s 

eventos de evocacion vuelven a colocar a las memorias en un estado de 

labilidad (Nader et al., 2000; Sara, 2000; Pedreira et al., 2002). Esta 

observation sugiere que cada vez que una memoria es evocada, debe ser 

nuevamente consolidada y que dicho proceso de re-consolidacion es 

dependiente de 10s mismos mecanismos celulares y vias de transduccion que 

tomaron parte en la consolidaci6n primaria. 

A continuaci6nl se hara una breve reseAa de las principales vias de 

transduccion y proteinas quinasas cuya participacion ha sido demostrada en 

procesos de plasticidad neuronal, aprendizaje y memoria 



1.4.5.1 Via de la PKC y memoria 

La proteina quinasa C (PKC) se activa por interaccion con diacil-glicerol 

(DAG), un segundo mensajero hidrofobico que se produce en la cara interna 

de la membrana plasmatica por accion de la enzima fosfolipasa C luego de la 

activacion de receptores metabotropicos especificos. Al menos doce isoformas 

de PKC han sido identificadas en mamiferos y todas ellas se expresan en 

tejidos ne~iosos con mayor presencia en las estructuras cerebrales 

clasicamente vinculadas con procesos de memoria. Entre estas isoformas 

existen dos categorias en base a su dependencia de ca2'. Se ha descripto que 

la activacion prolongada de PKC surnado a altos niveles de ca2+ conduce a 

una activacion persistente de la enzima por proteolisis del dominio regulatorio 

(Klann et al., 1991; Sacktor et al., 1993). De acuerdo con esta caracteristica se 

ha obse~ado en hipocampo de mamiferos que el aprendizaje induce la 

activacion y traslocacion persistente de la enzima a la fraccion de membrana, 

lo que sugiere un posible papel de PKC en el mantenimiento de un proceso de 

plasticidad de largo termino vinculado a la modulacion de canales (Van der 

Zee et al., 1992; Golski et al., 1995; Bernabeu et al., 1995). De acuerdo con 

esta posibilidad, se ha demostrado que la inhibicion de PKC afecta la 

formacion de la memoria de largo termino sin comprometer la adquisicion 

(Burchuladze et al., 1990; Zhao et al., 1994). 

Los estudios a nivel de plasticidad neuronal en hipocampo de mamiferos han 

mostrado que la activacion de PKC es fundamental para la induccion y la 

expresion de la potenciacion de largo termino (Colley et al., 1989; Roberson et 

al., 1996). 

A pesar de estos antecedentes, en un analisis critico, Micheau y Riedel (1999) 

explican que aun no se ha podido determinar exactamente la contribucion de 

PKC en el proceso de consolidaci6n ya que PKC pereceria activarse 

inespecificamente ante una diversidad de situaciones comportamentales y su 

activacion no ha podido ser involucrada con la formacibn de un tipo de 

memoria en particular (Micheau & Riedel, 1999). Una Iimitacion al respecto, ha 

sido la imposibilidad de separar 10s efectos diferenciales que cumplen las 12 

isoformas de PKC hasta ahora identificadas. Deberia considerarse la 
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especificidad funcional que las isoformas brindan de acuerdo con su 

localization subcelular y asociacion con substratos particulares (Liu, 1996; 

Tanaka & Nishizuka, 1994). Por ejemplo solo la isoforma y de PKC pareceria 

estar involucrada en la formacion de una memoria espacial (Van der Zee et al., 

1 997). 

En invertebrados el papel de PKC a sido basicamente comprobado a nivel de 

plasticidad sinaptica en Aplysia (Braha et al., 1990), Hermissenda (Farley 8 

Schuman, 1991) y solo probado en memoria en Apis mellifera (Griienbaum 8 

Muller, 1998). En este modelo se ha probado que existe una activacion 

persistente de PKC inducida por el aprendizaje, y que dicha activacion esta 

vinculada a la formacion de una fase tardia de memoria. 

1.4.5.2 Via de las CaM Quinasas y memoria 

Como se ha mencionado previamente, una caracteristicas de 10s mecanismos 

capaces de retener informacion debe ser la posibilidad de adoptar estados que 

perduren cuando la estimulacion que 10s indujo ha cesado. Esto se repite 

tambien a nivel de 10s mecanismos que participan en la induccion y 

construccion de la marca mnesica, ya que dicha proceso puede durar minutos 

y la experiencia que 10s indujo puede durar tan solo segundos. Una de las 

principales sefiales que inicia el procesamiento intracelular es la entrada de 

ca2' a las neuronas que, dependiendo de su concentracion, activa quinasas o 

fosfatasas (Malenka, 1994; Teyler et al., 1994). Para que esta activacion tenga 

efecto en la induccion de cambios estables debe durar minutos o a veces 

horas, lo que constituye mucho mas tiempo que lo que dura el aumento 

intracelular de ca2+. En otras palabras, la actividad de quinasas o fosfatasas 

&be volverse independiente de ca2' o de la sefial que las activa. Este es el 

caso de la calcio-calmodulina quinasa II (CaM-KII), cuya activacion es 

dependiente de calcio, per0 una vez activa sufre un cambio conformacional y 

una autofosforilaci6n por la cual queda en un estado catalitico independiente 

de ca2* (Lisman, 1994). 
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Experimentos interventivos y de correlation han determinado en vertebrados 

que inmediatamente despues de experiencias que inducen la formacion de 

memocia de largo termino hay una activacion de CaMKll en hipocampo y 

amigdala que es fundamental en una etapa temprana del proceso de 

consolidacion (Wolfman et al., 1994; Cammarota et al, 1998; Tan & Liang, 

1997). A nivel de plasticidad sinaptica en hipocampo, se ha determinado que 

CaMKll regula positivamente por fosforilacion la corriente a traves de 10s 

receptores de glutamato de tip0 AMPA, lo que constituye uno de 10s factores 

responsables de la expresion de la potenciaci6n sinaptica en hipocampo 

(Lisman, 1994). 

Experimentos en Drosophila han provisto de evidencias independientes a favor 

de un papel fundamental de CaMKll en la formacion de memoria. La expresion 

condicional de un inhibidor de CaMKll en animales transgenicos resulta 

amnesica en la formacion de una memoria relacionada con conductas de 

apareamiento (Griffith et all 1993). 

1.4.5.3 Via de la MAPK y memoria 

La proteina quinasa activada por mitogenos (MAPK), inicialmente vinculada 

con procesos de proliferacion y diferenciacibn celular (Graves et al., 1995), no 

es una quinasa de transduccion caracteristica por el hecho de que no es 

directamente regulada por segundos mensajeros, sin0 que es regulada por 

fosforilacion como evento final de una cascada de quinasas (Sweatt, 2001). 

El interes por el estudio de MAPK en procesos de plasticidad y memoria 

proviene de 10s mecanismos que regulan su activacion y de sus substratos. 

MAPK ha sido considerada en neuronas como un punto de integracion de 

seiiales (Sweatt, 2001). Su activacion en hipocampo ocurre ante una variedad 

de seiiales extracelulares como ser factores troficos (Gottschalk et al., 1998), 

activacion por receptores NMDA, receptores P-adrenergicos y receptores 

muscarinicos, mediados por PKC, PKA e incluso por mecanismos dependiente 

de AMPc independiente de PKA (Roberson et al., 1999; de Rooij et al., 1998). 

MAPK activa promueve la activacion del factor de transcripcion CREB en 



hipocampo de rata (Lu et al., 1999) y se ha probado que MAPK directamente 

fosforila el factor ELK-? en cortex insular durante la forrnacion de 

condicionamiento aversivo (Berman et al., 1998). 

Las primeras evidencias que prueban directamente un papel de MAFK con 

procesos de plasticidad provienen de experimentos reaiizados en Aplysia. 

Kandel y col. probaron que la activacion y trasiocaci6n de MAPK al nucleo y la 

activaci6n de factores de transcripci6n es fundamental para la facilitaci~n 

sinaptica que subyace la sensibilizaci6n de largo termino (Martin et a!., 1997; 

Michael et al., 1998). La activaci6n de ivlAPK tambi6n interviene en ia 

fosforilacion e internalization de moleculas de adhesi6n ceiuiar (CAM) en ias 

sinapsis, paso fundamental para ia instalaci6n de catnbios de iargo t6rnmino 

(Bailey et ai., 1997). La activaci6n de MAPK tambien a sido reportada en ei 

invertebrado Her-misser~o'a ciespues cie un protocoio de entrenamiento (Crow ei 

a!., 1998). 

En mamiferos se ha comprobado la activaci6n de MAPKs iuego cle la inducci6n 

de la potenciaci6n de largo termino en area CAI de hipocampo (English & 

Sweatt, 1996) y luego de ias experiencias aversivas (Aionso et at., 2002). Ei 

papel de MAPKs en memsria en mamiferos ha sido probado 

farmacologicamente. La inhibition de la cascada de activacion de MAPK 

impicie la lorrnacitn de mernorias asociativas de largo termino dependienfes de 

hipocampo, amigdala y coriex insular (Alonso et al., 2002; A'rkins et a]., 1998; 

Berman et a!., 1998; Seicher et ai., 1999). 

1.4.5.4 iirosina-quinasas y memoria 

La proteinas tirosina quinasa (?TK), denominadas asi por fosforilar residuos 

de tirosina, pueden ser esencialmente divididas en dos famiiias, las que 

constituyen receptores de membrana con dominios citoplasmaticos de 

actividad quinasa, y las tirosina quinasas citoptasmaticas no asociadas a 

receptores (Boxall &I Lancaster, 1998). Las primeras han sido inicialmente 

caracterizadas como receptores de fadores trtjficos tales como el factor de 

crecimiento neuronal (NGF) y ei factor neurotrofico derivado be1 cerebro 
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(BDNF), cuyo efecto ha sido determinado en procesos de plasticidad sinaptica 
en hipocampo y luego comprobado para la formacion de memoria de corto y 

largo termino en ratones y en ratas (Linnarsson et al., 1997; Alonso et al., 

2002). 

Las tirosina quinasas no receptores se activan por fosforilacion product0 del 

aumento intracelular de ca2'. Entre sus substratos se encuentran receptores 

nicotinico, NMDA, GABA y AMPA. En vertebrados se ha determinado 

farmacologicamente el papel fundamental de la tirosina quinasa, src, para la 

fase tardia de la potenciacion en hipocampo (Lu et al., 1998; O'Dell et at., 

1991) como en la formacion de una memoria de largo termino (Rosenblum et 

al., 1995). Animales deficientes dei gen fyn, que codifica para una tyrosina 

quinasa no receptor, tambien muestran deficiencias en la fase tardia de LTP y 

en aprendizajes de tipo espacial (Grant et al., 1992). 

En invertebrados el papei de una tirosina quinasa en memoria fue probado en 

la mutante de Drodophila, linotte. Deficiencias en este gen muestran una 

reduccion de un 60% en la retention de una tarea de discriminacion de olor 

que se evidencia recien 30 minutos despues de la adquisicion (Dura et al., 

1995). Esto demuestra un papel en la consolidacion o en la expresion tardia de 

la memoria. 

Resumiendo, las evidencias sugieren que 10s receptores tirosina quinasa estan 

involucrados durante la adquisicion de una aprendizaje y la memoria de corto 

termino, mientras la activacion de tirosinas quinasas no receptores participa en 

la conversion a memorias de largo termino. 

4.5 Via dei AMPc y PKA 

Dado que el interes central de esta tesis reside en el papel de la via de 

transduccion del adenosina- 3', 5'-monofosfato ciclico (AMPc) en la formacion 

de una memoria de largo termino, las generalidades respecto de su 

funcionamiento y regulation seran explicadas en mayor detalle que las vias 

mencionadas anteriormente. Por el mismo motivo, 10s conocimientos e 

interrogantes relacionados con su participacion en plasticidad neuronal y 
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comportamental seran presentados en esta secci6n y luego profundizados en 

relacion con 10s objetivos y resultados de cada capitulo de esta tesis. 

La vfade transduccidn del AMPc es probablemente una de las mas estudiadas 

y que ha influenciado el estudio de otras vias de segundos mensajeros. Esta 

se basa en el uso de un factor intracelular hidrosoluble, el AMPc, que se 

produce por activaci6n de la enzima adenilato ciclasa en respuesta a 

estimulaci6n por hormonas o neurotransmisores. AMPc difunde en el 

citoplasma de la &lula donde ejerce su efecto mayoritariamente a traves de la 

activaci6n de la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA). 
2 'TI?? . Zf-, -. .A - ; fj,p,,: 

La participacion de la via de transduccion del AMPc en procesos de 

aprendizaje, memoria y plasticidad neuronal ha sido demostrada inicialmente 

desde 10s estudios realizados por Kandel y colaboradores en el molusco 

marino Aplysia (Kandel & Schwartz, 1982). Desde entonces el papel de esta 

via ha sido descripto en diferentes modelos a nivelFcomportamental y de 

plasticidad sinaptica, aunque en casos con diferencias en cuanto a su 

participaci6n en el desarrollo de procesos de corto, mediano y largo termino. 

La importancia y el papel critico de esta via de transduccicin en 10s proceso de 

plasticidad reside en que no es un simple mecanismo de transferencia de 

informacibn lineal del exterior de la &lula al citoplasma, sin0 tambien un 

sistema capaz de detectar configuraciones de de retenerla por 

segundos o minutos (Buxbaum & Dudai, 

Hoy en dia la importancia de esta via se resalta desde el primer paso en la 

cascada de transduccion: la activacion de la adenilato ciclasa. 

1.5.1 Adenilato ciclasa 

1.5.1 .I Activacion por neurotransmisores 

El esquema basico de activacion de esta via de transduccion comienza con el 

pegado de un ligando o neurotransmisor especifico a un receptor de tip0 

metabotr6pico ubicado en la membrana plasmatica. La formation del complejo 

ligando-receptor provoca un cambio en el dominio citoplasmatico del receptor 



que perrnite interaccionar con una proteina denominada Gs que se activa pa 

pegado de una molewla de guanosina trifdato (GTP). Gs en su estado activo 

forma un complejo con la proteina integral de membrana, adenilato ciclasa 

(AC), que cataliza la conversion de adenosina triiosfato (ATP) en AhnPc. En su 

union con AC, Gs actua tambien como GTPasa, hidrolizando el GTP unido, lo 

que induce la separacion del complejo activo deteniendo la sintesis de AhnPc. 

De esta manera, la duracion de la production de AMPc esta regulada por la 

actividad GTPasa de Gs. Si el transmisor o ligando continua pegado a1 

receptor entonces este vuelve a activar a Gs y el ciclo comienza nuevamente 

(Gilman, 1995; Hamm & Gilchrist, 1996). 

Figura 1.1: Activacibn de Adenilato Ciclasa. El pegado del ligando a1 
receptor de membrana permite la interacx5h con L proteina Gs. En su estado inactive 

Gs se encuentra conformada por ms subunidades, a , $ y y. La interaccion con el 
~ tOr@tee l~odeunaml~deGDPpormdeGTPen lasubun idada  

y la disockci6n de las subunidades regulatorias $ y y. La subunidad a hire activa la 
adenilato ciclasa. 
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El complejo ligando-receptor puede interactuar sucesivamente con muchas 

proteinas Gs que exceden en nllmero a 10s receptores, lo que constituye el 

primer paso de amplificacion de esta via. De este mod0 una baja actividad 

sinaptica debida a un numero relativamente pequefio de neurotransmisores 

puede ser convertido a un numero mayor de complejos de ciclasa activos 

suficiente para inducir en la celula una concentracion efectiva del AMPc. 

En diversos tipos neuronales y en distintos animales se han identificado 

receptores especificos que activan AC via Gs, receptores tip0 Dl de dopamina, 

pl y P2 -adrenergicos, receptores de serotonina 5-HTIA y 5-HT4, receptores de 

octopamina, receptores H2 de histamina, l2 y E2 de prostaglandinas entre otros 

(Schramm & Selinger, 1984; Lauder, 1993). 

La regulacion de AC tambien puede ser negativa ya que existen complejos 

ligando-receptor que activan una proteina Gi que contrarresta la accion de Gs. 

Por este mecanismo, aminas a-adrenergicas, serotonina a traves de 

receptores de tipo 5-HTIB y 5-HTID y dopamina por receptores D2 pueden bajar 

10s niveles de AMPc en la celula (Antoni, 2000). 

1.5.1.2 Modulation de AC por ca2' 

El proceso explicado anteriormente, constituye el mecanismo basico de 

activacion de AC, sin embargo una caracteristica que resulta particularmente 

importante en sistema ne~ ioso  es la posibilidad de mljltiples formas de 

regulacion en la produccion de AMPc como propiedad emergente de la 

existencia de distintas isoformas de adenilato ciclasa. Al menos diez isoformas 

de AC han sido reportadas por ejemplo en mamiferos, nueve de las cuales se 

expresan en sistema newioso. La activacion de AC2, AC3 y AC5 es modulada 

por ca2+ via PKC (Choi et al., 1993; Jacobowitz et al., 1993). AC2 y AC4 son 

isoformas insensibles at ca2' (Tang & Gilman, 1991 ; Gereau & Conn, 1994) 

mientras AC1 y AC8 son positivamente moduladas por ca2' via interaccion con 

Calmodulina (CaM). La combinacion entre las propiedades de activacion y la 

modulacih por ca2' hace-que cadaisoforma tenga caracteristicas particulares 

de activacion (Cooper et al., 1995; Chern, 2000). 
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1.5.2 Adenilato Ciclasa en aprendizaje y memoria 

En el molusco marino Aplysia, uno de 10s modelos probablemente mejor 

descriptos desde el punto de vista de 10s mecanismos moleculares y celulares 

que subyacen el aprendizaje y memoria, se ha comprobado que AC no es un 

mero mediador en la transferencia de informacion entre el neurotransmisor y la 

sefial intracelular, sin0 que juega un papel fundamental y decisivo en 10s 

mecanismos transduccionales que regulan el fenomeno la facilitaci6n sinaptica 

que subyace el condicionamiento de una respuesta defensiva. En este 

paradigma de aprendizaje un estimulo tactil es asociado a un estimulo 

aversivo que provoca la contraccion de las branquias (Carew et al., 1981). A 

nivel celular, el estimulo condicionado, induce la despolarizacion y 

consecuente entrada de ca2' en la terminal presinaptica de la neurona 

sensorial. El estimulo negativo o incondicionado, mediado por una 

interneurona moduladora hace una sinapsis serotoninergica con la misma 

terminal. Serotonina activa receptores metabotropicos que activan AC en la 

terminal presinaptica de la neurona sensorial (Hawkins et al., 1983). AC 

activada via Gs por el estimulo incondicionado y via C ~ * + / C ~ M  por el estimulo 

condicionado, constituye el sitio de convergencia de 10s dos estimulos y el 

efecto sinergico de 10s dos estimulos sobre AC inicia la cascada de eventos 

que conduce a la facilitacion sinaptica. En preparaciones de membrana de 

neuronas de Aplysia, se ha demostrado ademas que la maxima activacion de 

AC se obtiene cuando el ca2' precede a la activacion por serotonina, lo que 

equivale a la situation comportamental del estimulo condicionando 

precediendo al incondicionado (Abrams et al., 1998). Una capacidad similar de 

AC de detectar el orden temporal de 10s estimulos ha sido tambien demostrada 

en cerebelo de mamiferos (Allison et al., 1998). Estas observaciones 

demuestran que AC no solo es capaz de detectar la coincidencia de 10s 

estimulos sino tambien el orden de 10s mismos y el valor predictive del 

estimulo condicionado. 

El papel de AC en aprendizaje y memoria se ha extendido tambien a otros 

modelos y paradigmas de memoria. En Drosophila se han identificado las 

mutantes, amnesiac (Feany & Quinn, 1995) y rutabaga (Livingstone et al., 
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1984) con deficiencias en aprendizaje y memoria que muestran reducida la 

actividad de AC. En particular el gen rutabaga cndifica para una AC 

dependiente de Ca2+t Calmodut ina. 

Tambien en vertebrados se ha probado un papel fundamental de AC en 

aprendizaje asociativo. En ratas, la activacidn de AC en hipocampo mediante 

administracidn de forskolina despues de un aprendizaje asociativo posee 

efecto facilitador. Correlativamente se ha observado tambien que la ocurrencia 

de 10s estimulos en formas asociada, y no 10s estimulos por separado, inducen 

aumento en el nivel de AMPc en hipocampo en un aprendizaje de evitaci6n 

pasiva, lo que revela la activacidn de AC especificamente despues de una 

experiencia asociativa (Bernabeu et at., 1997). 

En ratones se ha comprobado que diferentes formas de aprendizaje (espacial y 

de procedimiento) inducen patrones especificos de activacidn de distintas 

isoformas de AC. Eso sugiere que la formacidn de distintas memorias involucra 

procesamientos bioquimicos distintos desde la activacidn de distintas AC 

(Guillou et at., 1998; 1999). El diseiio de ratones "knock-our ha brindado la 

posibilidad de evaluar la participacion de isoformas especificas en el 

aprendizaje, memoria y en 10s fen6menos de ptasticidad sinaptica en 

hipocampo. Estos experimentos han revelado que las isoformas AC1 y AC8, 

que son moduladas positivamente pw ~a*+/calmodulina, son indispensables 

para la potenciacion de largo termino en hipocampo y tambien lo son para la 

formacidn de memorias dependientes de hipocampo tales como una tarea de 

evitacidn pa% 3 una tarea espacial. Por el contrsrrio un condicionamiento de 
5 

claves, independiente de hipocampo; no es afectado (Wong et al., 1999). 

1.5.3' La aetividad de AC como punto de relevo o de deeisi6n 

En las &meres <,.< . , .  sigcciones - de esta tesis se ha presentado el interes de la 

neurobiologia en identificar y , csmprender 10s mecanismos celulares 

involucrados en el procesamiento de la informacidn contenida en 10s estimulos 

que conforman una experiencia y en el control de 10s cambios sinapticos que 

dicha experiencia induce. Las proteinas de transduccion con regulacidn dual, 
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tales mmo la AC dependiente de ~a~'fcahnodulina han sido sugeridas m 
sitios de convergencia de 10s estimulos en aprendizajes de tipo asociativo, 

donde la presentacion asociada de 10s estimulos muestra activacion sinergica 

de la enzima. Los ejemplos anteriores han sido especialmente considerados 

por ser casos en los que la activacion de AC cumple entonces un papel activo 

en la regulaci6n del proceso de formaci6n de memoria. Sin embargo, en otros 

paradigmas se ha encontrado que la activaci6n de AC es igualmente necesaria 

aunque mas no sea que como parte de la transferencia de la estimulaci6n 

inducida por un neurotransmisor. 

Por otro lado, se ha comprobado que la existencia de isoformas de AC con 

caracteristicas propias de activacibn y de distribucion subcelular, contribuyen a 

la especificidad de 10s procesos bioquimicos que subyacen distintos sistemas 

de memoria. 

1.5.4 AMP cielico 
Coma ha sido expHcad0 anteriormente, adenilato ciclasa activa produce AMPc 

que difunde como segundo mensajero en el citoplasma de la &lula. El AMlPc 

en el citoplasma es una molecula estabfe except0 que sea degradada par la 

enzima fosfodiesterasa (PDE), la cual rompe el enlace ciclico inactivando asi 

la molecula. Existen diversas isoformas de PDE con mecanismo propios de 

reguiacion. De esta manera, la concentracb de AMPc en la dlula es el 

resultado entre la sintesis por activaci6n de AC y la degradation por PDE. 

Figura L2: Sintesis y Degradaci6n de AMP ciclico 
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A1 expticark mecanismos responsables de la concentracion de AMPc en la 

d lu la y las evidencias que revelan la participacion de AC en procesos de 

memoria, me he basado en el orden en que suceden 10s eventos desde la 

llegada de una seiial extracelular. Sin embargo haciendolo de ese mod0 me he 

adeiantado en e l  orden cronol6gico de tos hallazgas. 

Previo al conocimiento de la via del AMPc tal como la cascada de eventos que 

se conoce ahora, tan solo existian pruebas, gracias a las investigaciones de 

Sutherland sobre el metabolismo de la glucosa, de que la molecula de AMPc 

se comportaba como un segundo mensajero responsable de la accion 

intracelular de hormonas con receptores en membrana. En ese momento del 

desarrolio de la bioquimica, Kandel, Schwartz y colaboradores habjan 

identificado en Aplysia el fenomeno fisiologico que subyacia la sensibilizacion 

de una respuesta defensiva. El neurotransmisor responsable en diqho 

aprendizaje es serotonina y su accion desencadena un fenomeno de 

facilitation en la sinapsis sensomotora que a corto termino resulta 

independiente de la sintesis proteica. Estas caracteristica del proceso y la 

bQsqueda de una seiial intracelular que mediara 10s efectos de la serotonina, 

motivaron la investigation en el area de 10s segundos mensajeros. Cedar y col. 

(1972), descubrieron que despues de estimular 10s nemios conectivos que 

portan la via del estimulo sensibilizante aumentaba el contenido de AMPc en 

el ganglio donde se da lugar la facilitacidn y que lo mismo ocurria despues de 

la aplicacion de serotonina. La funcibn del AMPc en esta correlacidn quedo 

comprobada cuando Bruneili y co1.(1976), determinaron que la aplicacion de 

AMPc en la neurona sensorial aumentaba el fendmeno de facilitation 

sinaptica. Las evidencias bioquimicas, farmacologicas y electrofisiologicas en 

la decada del 70 confirmaron el papel de la serotonina a traves de la via de 

AMPc. Sin tener conocimiento del mecanismo de accidn del AMPc, se 
- deteFmiR6que este modificaha la conductancia en 10s canales i6nicos de K' 

prolongando 10s potenciales de accion en la neurona sensorial y aumentaqdo 

la entrada de calcio y la liberation de neurotransmisor en la sinapsis 

sensomotora. 



Fernando Locatelli 

El papel de esta via de transduccion en memoria esta altamente consewado 

en especies evolutivamente distantes. Drosophila provee de un modelo muy 

apt0 para la evaluacion de 10s determinantes geneticos de un fenotipo. La 

posibilidad de criar rapida y facilmente grandes cantidades de individuos en 

cautiverio y el vasto conocimiento de la genetica de Drosophila permite 

correlacionar facilmente el surgimiento de mutantes del comportamiento con 

deficiencias geneticas. El papel determinante de la seiial de AMPc en 

aprendizaje y memoria es fuertemente sugerido por el fenotipo comportamentat 

de mutantes que muestran afectadas las enzimas directamente responsables 

de 10s niveles de AMPc. La ya mencionada rutabaga (rut) posee afectada la 

adenilato ciciasa dependiente de ca2'. La mutante dunce (dnc), carece de la 

actividad de fosfodiesterasa (Byers et al., 1981 ); esta rnutacion induce niveles 

sobre elevados de AMPc (Devay et al., 1986), lo cual no implica un efecto 

facilitador de la memoria como podria intuirse, sino por el contrario, 10s 

portadores de esta mutacion muestran disminuidas las capacidades de 

aprendizaje y memoria. Estas mutantes en su conjunto, demuestran no solo el 

papel del AMPc en estas funciones cognitivas, sino tambien la importancia de 

un delicado control en la regulation de la concentracion de AMPc. 

En el estudio de la plasticidad sinaptica en hipocampo de vertebrados, la 

intervention de la via del AMPc, fue sugerida inicialmente tambien por el 

hallazgo del aumento de AMPc ligado a estimulaciones que inducian 

potenciacion (Stanton & Sarvey, 1985; Chetkovich et al., 1991). El papel del 

AMPc se comprobo, dado que la modulacion positiva de la potenciacion 

observada por estimulacion con norepinefrina en hipocampo era mediada por 

receptores de tipo p ligados a adenilato ciclasa y que podia ser imitada por 

estimulacion con forskolina (Stanton 8, Sarvey, 1985; Hopkins & Johnston, 

I 988). 

1.53 Aceptores intracel ulares -de AMP cklico 

Hasta el momento han sido identificados tres tipos de aceptores intracelulares 

de AMPc 
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a. la proteina quinasa dependiente de AMPc o PKA constituye el aceptor mas 

relevante a traves del cual AMPc ejerce la mayor parte de 10s efectos 

desc~ipbs hasta el momento- (Sk&l-hegg & Tasken, 2000); 

b. en retina, neuronas olfatorias y celulas del nodo sinoatrial del corazon se 

han identificado canales i6nicos voltaje dependientes directamente 

modulados por pegado de nucleotidos ciclicos (CNGC)(Nakamura & Gold, 

1987; DiFrancesco & Tortora, 1991 ; Pedarzani & Storm, 1995); 

c. en 10s Gltimos aiios se han identificado tambien proteinas de la familia de 

10s GEFs (factores intercambiadores de guanina) que responden 

directamente a AMPc y que podrian conducir a la activaci6n de MAPKs via 

Rap-l(de Rooij et al., 1998; Kawasaki et al., 1998; Bornfeldt & Krebs, 

1999). 

Si bien 10s ljltimos grupos de aceptores de AMPc descubiertos ( b y c ) abren 

una nueva y atractiva posibilidad de interaccion entre vias de transduccicin y 

de efectos mediados por AMPc independientes de PKA, no caben dudas 

acerca del papel preponderante de PKA en la mediacion de 10s efectos de 

AMPc sobre una vasta cantidad de procesos fisiol6gicos en la mayoria de las 

celulas. 

Por otro lado, para el interes de esta tesis, no se ha comprobado hasta ahora 

que 10s aceptores de AMPc, b y c cumplan papel alguno en 10s mecanismos 

de memoria, mas que la posible interaccion del AMPc con la via de las 

MAPquinasas. 

1.57 Proteina Quinasa depenctiente de AMPc-(PKA) 

Esta proteina quhasa, identificaba- y caracterizada iniciatmente-por Krebs y 

colaboradores (Walsh et al., 1968), consiste en una enzima constituida pordos 

subunidades cataliticas y un dimero de dos subunidades regulatorias. En 

ausencia de AMPc las subunidades regulatorias se unen a las cataliticas 

inhibiendolas. En presencia de AMPc, cada subunidad regulatoria pega dos 



Fernando Locatelli 

moleculas de AMPc lo que induce un cambia de conformation que libera las 

subunidades cataliticas (Beebe & Corbin, 1986). 

A A 
Ktermind 

pegado de las 
& A  

subunidades 
rf?gulatorias 

2 sitias de pegado 
de AMPc Proteina kimsa 

dqwndiente de 
AMPc 

Figura 1.3 Proteina Quinasa dependiente de AMPc. 

Las subunidades cataliticas fosforilan serinas y treoninas dentro de un marco 

de aminoacidos que brindan la especificidad entre quinasa y substrato. La 

secuencia de foforilaci6n especifica de PKA consiste en dos arninoacidos 

basicos consecutivos, seguidos por un amingBci6~ wgiqgiera y un clrarto 

aminoacido substrato, treonina o serina. Entre 10s substratos de PKA en 

neuronas han sido identificados canales voltaje y ligahdodependientes, 

proteinas de las vesiculas sinapticas, enzimas involucradas en la liberacion de 

neurotransmisor y proteinas reguladoras de la expresion genica. Como 

consecuencia de las acciones de PKA, la via de AMPc en neuronas, afecta las 



propiedades electrofisiologicas y bioquimicas de la celula a corto y largo 

termino. 

Se ha observado para PKA una diversidad de isoformas basada en la 

existencia de distintos genes que codifican para subunidades regulatorias y 

cataliticas (SkAlhegg & Tasken, 2000). La subunidad regulatoria no solo 

cumple el papel de inhibir la actividad quinasa brindando ademas 

caracteristicas de activacion propias de la isoforma (Cadd et al., 1990), sino 

tambien en muchos casos el de dirigir su accion a dominios subcelulares 

especificos (Scott & McCartney, 1994; Pawson & Scott, 1997). Esto se logra 

gracias a la existencia de determinadas isoformas de subunidad regulatoria 

que pueden interaccionar con diversas proteinas de anclaje ubicadas en 

compartimientos celulares especificos (nQcleo, citoesqueleto, membrana 

plasmatica, mitocondrias, etc,..) lo cual aumenta la especificidad y rapidez de 

accion de la quinasa (SkBlhegg & Tasken, 2000). Las isoformas de 

subunidades cataliticas muestran afinidades diferenciales por distintos 

substratos (Panchal et al., 1994). Estas diferencias basadas en propiedades 

bioquimicas y funcionales, sumadas al patron de expresion tejido especifico de 

cada isoforma, confieren a PKA la especificidad necesaria para mediar 10s 

efectos diferenciales que la sefializacibn por AMPc ejerce en 10s diversos 

procesos fisiologicos en 10s que interviene. 

1.5.8 PKA y memoria 

Anteriormente se ha hecho mencion de antecedentes en 10s cuales el papel de 

la via del AMPc en 10s procesos de aprendizaje y memoria ha sido probado al 

nivel de AC y de AMPc. Debio esperarse hasta fines de 10s aAos 70 y principio 

de 10s 80 para conocer 10s mecanismos por 10s cuales el AMPc ejerce su 

accion sobre la plasticidad sinaptica y memoria, y una vez mas es necesario 

citar como ejemplo al modelo de estudio de Aplysia en el cual fueron 

inicialmente realizados estos descubrimientos. 

Para fines de 10s aAos 60, Krebs, Fischer y colaboradores, habian descubierto 

la PKA y su papel en la fosforilacion reversible de proteinas como un 
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mecanismo de regulation de 10s procesos biologic~~. Inmediatamente, Kuo y 

Greengard probaron la existencia de esta quinasa y del me can ism^ de 

transduccion del AMPc en una variedad de tejidos de vertebrados e 

invertebradosy sugj~iefon que todos bs efectos b i i m i c o s  y fisiol6gico~ del 
I 

AMPc eran mediados por la activacion de PKA (Kuo & Greengard, 1969). 

Eskrs antecedentes y el conoclmiento del efecto de AMPc sake, la 

permeabilidad de iones responsables de la plasticidad sinaptica en Aplysia 

llevarm a-iniciaknente a Klein- )c Kandd a propener- que el aumento en W P c  

inducido por la estimulacion con serotonina activaba PKA, la cual por 

fosforilacion modificaba la permeabilidad de 10s canales de K' responsables de 

repokizaf eCtefrnina1 sinsptico (Klein & Kaftdel, 1980). Los expefimentos que 

comprobaron esta hipotesis fueron la inyeccion de la subunidad catalitica 

purifi- de- PKA en la neurona sensorial y la observaci6n de que esta 

manipulaciorr reducia la corriente saliente de K', prolongaba ta corr ihe 

entrante de ca2' y aumentaba la liberation sinaptica simulando el efecto de 

serotonina (Castellucci et al., t980). Posteriormente se comprobo tambien que 

la inyeccion de inhibidor de PKA, PKI, bloqueaba el fenomeno de facilitacion 

presinaptica inducida por serotonina (Castellucci et al., 1982). Esta ljltima 

aproximacion experimental permitio tambien observar que en las horas 

subsiguientes a la induction, la expresion de la facilitacion era dependiente de 

la actividad de PKA y que el mantenimiento de la facilitacion no era product0 

de la fosforilacion estable o irreversible de canales, sino del mantenimiento 

elevado de la actividad de PKA. Esta constituyo una conclusion correcta que 

sin embargo llevo temporalmente a la creencia erronea de que la persistencia 

del fenomeno de facilitacion residia en el mantenimiento elevado del nivel de 

AMPc (Kandel & Schwartz, 1982). 

Hoy en dia se conoce con mas detalle el mecanismo que subyace la 

facilitacion sinaptica en Aplysia y el papel de la via del AMPc. El aumento de 

AMPc durante la estimulacion activa PKA que inicia de forma paralela 

procesos responsables de la memoria de corto, mediano y largo termino. A 

corto termino PKA provoca modificaciones covalentes de canales de ca2' y K' 
y promueve la movilizacion de vesiculas sinapticas a la zona activa de 



liberacion, todos estos mecanismos participan en la expresion de la facilitacion 

de corto termino (Dale & Kandel, 1990; Ghirardi et al., 1992; Byrne & Kandel, 

1996). Paralelamente, una vez activa PKA, las subunidades cataliticas libres 

son traslocadas al nucleo (Bacskai et al., 1993) donde fosforilan factores de 

transcripcion tip0 CREB y promueven la expresion genica dependiente de 

AMPc (Kaang et al., 1993; Bartsch et al., 1995, 1998). Entre 10s genes de 

expresidn temprana, se encuentra el gen Ap-uch, una ubicuitina hidroxilasa, 

que promueve la degradacion de las subunidades regulatorias libres de PKA 

por el sistema de degradacion de ubicuitina-proteosoma (Hegde et al., 1997). 

La degradacion de subunidades regulatorias provoca la persistencia de la 

activacion de PKA aun cuando 10s niveles de AMPc descienden por la 

inactivacion de AC (Miiller & Carew, 1998; Chain et al., 1999). Este mecanismo 

independiente de AMPc ha sido propuesto como una forma de memoria, ya 

que la persistencia de la actividad elevada de PKA mantiene consigo el nivel 

de fosforilacion factores de transcripci6n y factores citoplasmaticos 

responsables de la expresion de la facilitacion, aun horas despues de la 

estimulacion que lo indujo. Otros productos de expresion temprana la 

constituyen factores de transcripcion inducibles como CIEBP (Alberini et at., 

1 994). 

12 horas despues de la induccion, la expresion de la facilitacion ya es 

independiente de PKA, y esta estabilizada por la expresion de genes efectores 

tardios relacionados con 10s cambios estructurales y establecimiento de 

conexiones sinapticas responsables de la estabilizacion de la facilitacion de 

largo termino (Kennedy et al., 1992; Kuhl et al., 1992; Hu et al., 1993; Bailey & 

Chen, 1989; Bailey & Kandel, 1993). 

De esta manera la activacion de PKA en el modelo de facilitacion presinaptica 

de Aplysia interviene en la induccion y expresion de la facilitacion de corto 

termino e intermedia y solo es necesaria para la consolidaci6n y no para la 

expresibn de la facilitacion de largo termino. 

En insectos el papel de PKA ha sido probado en Drosophila y en la abeja Apis 

mellifera. Despues de las ya mencionadas mutantes de aprendizaje de 

Drosophila por control aberrante en 10s niveles de AMPc, dnc y rut, se 
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identificaron mutantes con deficiencias semejantes para aprendisaje y memaria 
con lesiones a nivel de PKA. DCO con deficiencias en la subunidad-catalitica 

de PKA (Skoulakis et al., 1993) y PKA-R? con niveles reducidos de una 

subunidad regulatoria de PKA (Goodwin et al., 1997). Por otro lado, la 

caracterizacion bioquimica de distintas isoformas de PKA en Drosophila, ha 

provisto tambien de modelos en 10s cuales las modificaciones de la subunidad 

regulatoria de PKA, tales como la autofosforilacion o proteolisis dependiente 

de- ca2+, convierten la activacion de PKA en un correlate bioquimico de 

memoria, permitiendo la activacih sostenida independiente de CAMP y como 

producto de la convergencia con una seiial de ca2' (Buxbaum & Dudai, 1989; 

Aszodi et al., 1991). La memoria de largo termino en Drosophila se ha probado 

tambien que es dependiente de la expresion genica regulada por la farnilia de 

factores de transcripcion CREB (Yin et al., 1994; 1995). 

El condicionamiento de la extension de proboscis en Abeja Apis mellifera 

provee de un modelo que ha permitido un estudio detallado de 10s mecanismos 

bioquimicos involucrados en la formacion de una memoria asociativa a traves 

de estrategias moleculares, farmacologicas y de correlacion. En este modelo 

se ha determinado la importancia de la activacion de PKA para la 

consolidacion de la memoria de largo termino. A1 respecto se ha determinado 

que la sola presencia del estimulo incondicionado provoca en el Iobulo antenal 

unaadivaci~n de PKA de menos de diez segundos de duracion (Hildehrandt & 

Muller, 1995). Sin embargo, si esta estimulacion es precedida por el estimulo 

condicionado entonces la activacion de PKA perdura por 40 segundos, y que 

tres ensayos de esta cornbinacion, lo cual es el nljmero necesario para inducir 

una memaria de largo termino, provocan una activacion de PKA que. persiste 

por mas de 2 minutos. La inhibicion farmacol~gica de esta activacion bloquea 

la farmacih de la memaria de largo termino (Miiller, 2Q00). La regulacion 

negativa de PKA durante el entrenamiento mediante el uso de tecnicas 

antisenso, probo en Apis que la activacibn de PKA. no afecta la adquisicion 

sino la consolidacion de la memoria, lo que se evidencia 24 hs despues del 

tratamiento (Fiala et al., 1999). 
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Una participacion similar de PKA es la que se ha encontrado en modelos de 

vertebrados para el estudio de la memoria. El fenomeno de potenciacion de 

largo termino (LTP) en hipocampo y otras estructuras del cerebro de 

mamiferos ha sido exhaustivamente estudiado como un modelo celular de 

almacenamiento de memoria. En un paralelo con la memoria, LTP tambien 

posee un primera fase de corta duracion y una fase tardia permanente y 

dependiente de la sintesis de proteinas y de ARN. Estudios realizados sobre 

las distintas estaciones sinapticas del hipocampo han determinado que la via 

AMPc-PKA es un componente critico en el paso de la fase temprana a la fase 

permanente (Frey et al., 1993; Huang et al., 1995; Nguyen & Kandel, 1996; 

1997; Matthies & Reymann, 1993; Roberson & Sweat, 1996). Sobre la base de 

estos resultados se ha propuesto entonces que la via AMPc-PKA estaria 

involucrada en el paso de memoria de corto a largo termino. Experimentos 

farmacol6gicos han comprobado esto inicialmente en pollos sujetos a una 

tarea de aprendizaje de evitacion pasiva. Inyeccion intracerebral de un 

inhibidor de PKA antes del entrenamiento desarrolla amnesia a partir de una 

hora despues de la experiencia (Serrano et al., 1994; Zhao et al., 1995). En 

ratones se ha comprobado mediante estrategias farmacologicas y geneticas 

que el bloqueo de la activation de PKA provoca exclusivamente amnesia de la 

memoria de largo termino que se evidencia tres horas despues del 

entrenamianto sin afectar la adquisicion o memoria de corto termino (Abel et 

al., 1997; Bourtchouladze et al., 1998). En ratas, el entrenamiento de un 

aprendizaje de evitacion pasiva induce aumento de la actividad de PKA y de 

fosforilacion de CREB durante el period0 de consolidaci6n (Bevilaqua et al., 

1 997; Bernabeu et al., 1 997). 

Los antecedentes citados muestran que el papel de PKA en mecanismos de 

memoria esta conse~ado en lineas filogeneticas distantes como ser moluscos, 

insectos, aves y mamiferos. Los primeros trabajos que mostraron el efecto de 

la manipulation farmacologica de la actividad de PKA sobre la memoria, 

basados en una medida comportamental, fueron realizados en el modelo 

experimental que fue usado en esta tesis, el modelo de aprendizaje del 

cangrejo Chasrnagnathus granulatus (Romano et al., 1 996a ; 1996 b). 
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1.6 El modelo de memoria usadoen esta tesis 

Reds evtdente, de los antecedentes mencionados, que es imposible explicar 

10s mecanismos celulares implicados en aprendizaje y memoria o pretender 

hacw un repaso hist&ico de bs hallazgos m6s relevantes en el tema, sin 

hacer referencia de una variedad de modelos y paradigmas experimentales tan 

variados como filogeneticamente distmtes. Esta necesidad no resulta dq un 

capricho por abarcar todos 10s ejemplos sino de que es la forma en que han 

avanzado las neurociencias, basadas en el estudio comparado y valiendose de 

las ventajas y soluciones que distintos modelos proveen. Probablemente, el 

&xito de las neurociencias en 10s ultimos 30 aAos haya sido gracias a esa 

diversificacion y a la posibilidad de trasladar hallazgos de un modelo a otro y 

de trazar paralelismos entre 10s mecanismos que subyacen un fenomeno de 

plasticidad sinaptica y 10s de un sistema extremadamente complejo como un 

animat que percibe, actua y aprende. Sin embargo, el estudio comparado 

puede tambien conducir a errores como ser la interpretacion de soluciones 

especificas como generales y a subestimar la riqueza de 10s mecanismos 

posibles para solucionar demandas ambientales similares. Siendo cauteloso 

deestos efrores, el estudio comparado ha permitido estudiar y s a w  provecho 

de similitudes y diferencias, y resulta sorprendente como funciones 

sensoriales, motoras y cognitivas fuertemente especializadas por efecto de 

adaptacion a un nicho ecologico, se basan en soluciones celulares altamente 

consewadas, como el papel de neurotransmisores, neuromoduladores, 

sefiales de transduccion y mecanismos de expresion genica. Esto ha dado 

sustento a un importante caudal de t~abajos basados- en el estudio de modelos 

simples o mejor dicho basicos, utilizando invertebrados, 10s que en muchos 

casos permiten un abordaje experimental mas sencillo y un control precisa de 

10s estimulos, de las respuestas y de lo aprendido. 

Por otro lado, la diversidad de-moddos y ei analisk cornparativo brinda a la 

biologia informacion evolutiva. Esto es invaluable para un biologo cuyo interes 

reside fueftemente en 10s mecanismos que praveen en un animal su 

adaptacion a un nicho y en como esos mecanismos han surgido. De este mod0 

el estudio de un biologo orientado hacia el estudio del comportamiento animal, 
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abarca desde las causas proximas del comportamiento, tales como 10s 

mecanismos involucrados en la percepcion de estimulos, procesamiento de la 

informacibn, 10s fundamentos morfologicos, neuronales y moleculares que 

gobiernan el accionar de 10s animales, hasta las causas liltimas del 

comportamiento, como ser 10s motivos historicos, ambientales y adaptativos 

que dieron origen al mismo. 

En este context0 y satisfaciendo ambos enfoques mencionados, comenzaron 

hace mas de 15 aAos 10s trabajos en el Laboratorio de Neurobiologia de la 

Memoria de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de 

Buenos Aires. Basados en la observacion de campo de un comportamiento de 

componentes innatas y aprendidas del cangrejo Chasmagnathus granulatus, 

este modelo fue adoptado como objeto de estudio y reproducido en 

condiciones de laboratorio para el analisis parametric0 y mecanisitico del 

aprendizaje y la memoria. 

Chasmagnathus granulatus es un cangrejo semiterrestre eurihalino, que 

habita en zonas intermareales. Taxonomicamente se ubica en la siguiente 

clasificacion: Superclase: Crustacea 

Clase: Malacostraca 
Orden: Decapoda 
Familia: G rapsidae 
Genero: Chasmagnathus 
Especie: Chasmagnathus granulatus (Dana, 1 85 1 ) 

Pigura 1.4: cangrej o Chasmagnathus granulatus, macho. 
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Ademas de las facilidades y ventajas generaimente atribuidas a 10s sistemas 

simples, Chasmagnathus muestra tambien conveniencias respecto de su 

accesibilidad y facil manejo: 

a. Muestra una respuesta defensiva conspicua y estereotipada, evocable con 

facilidad, la que constituye la base del paradigma de aprendizaje y memoria 

que se utilizara en esta tesis. Esta respuesta es de muy facil observacidn y 

cuantificacion (Lozada et al., 1990) 

b. A diferencia de 10s vertebrados e insectos, 10s cangrejos carecen de 

barrera hematocerebral endotelial (Abbott, 1970) y poseen ademas una 

elaborada red de capitares en cerebro y ganglio nerviosos (Sandeman, 

1967), lo que facilita el abordaje fannacologico mediante administraciones 

sistemicas de drogas a muy bajas concentraciones (Matdonado et al., 1997). . . '. ,!, 
c. Es un animal muy robusto a la manipulacion y que ademas puede ser 

mantenido en buenas condiciones para la experimentation incluso varios 

dias despues de su captura. 

d. Chasmagnathus puede ser recolectado en grandes cantidades y durante 

practicamente todo el afio. El mantenimiento de estos animales en el 

laboratorio es tambien de muy bajo costo. 

1.6.1 El Sistema Newioso Central en Decapodos 
I 
r . . ,  

Si bien no es el objetivo central de esa tesis ahondar en aspectos morfologicos 

o neuroanatomicos de Chasmagnathus, resulta necesario brindar una breve 

introducci6n del tema, sobre todo desde una enfoque funcional de las 

principates estructuras nerviosas, para facilitar la interpretacih del anatisis 

bioquimico y farmacol6gico sobre el comportamiento, el aprendizaje y la 

memoria, . , *,  4 r." I 
+ :  . . 

' \  

El sistema nervioso de decipodos se encuentra organizado en trdg 'e$tructuras 

separadas anatbmicamente, 10s ganglios 6pfims, el ganglio supraesofagico y 

ganglio toraxim, que se hallan vinculadas por nervios conectivos. Esta 

subdivision anatomica no posee un fie1 correlate funcional o evolutivo ya que 
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estructuras funcionales con un origen evolutivo definido se encuentran divididas 

y representadas separadarnente en una y otra estructura anatornica. Tal es el 

caso del protocerebro que en esta farnilia esta dividido en protocerebro lateral 

ubicado en 10s Iobulos opticos y el protocerebro medial que se encuentra 

dentro del denorninado ganglio supraesofagico. Tarnbien el tritocerebro se 

encuentra dividido y presente en ganglio supraesofagico y ganglio torhico. 

Cada ganglio o estructura se encuentra a su vez subdividido en neuropilos. 

Algunos de estos neuropilos estan ordenados geornetricamente, otros forman 

columnas o esferas de zonas sinapticas llamados glornerulos y otros no poseen 

estructuras geometricamente ordenadas (Sandernan et al., 1993). Ciertas 

funciones primarias de estos neuropilos pueden deducirse debido a que sus 

aferencias y eferencias de organos sensoriales o motores son facilrnente 

reconoci bles. 

Figura 1.5: Sisterna Nenioso Central de Decipodos 
A: vista dorsal del ganglio supraesof&jjco, AMPO: neuropilo protocerebral anteromedial; 

PB: puente protocerebral; CC: cuerpo central; NA: neuropilo antenal medial; NT: 
neuropilo tegumentario; LO: libulo olfhtorio; TOG: tract0 olfatorio glomeruloso; Co: 

comisura oesofigica 

b: Diagrama de Neuropilos en 10s pehculo oculares: r: fotorreceptores; la: Lamina; me: 

medula extema; m i :  medda interna; mt: medula terminalis; ch: cuerpo hemielpsoideo; ox: 

6rgano X; sg: glhdula del seno. 
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A continuacidn se enumetan las principales estructuras nerviosas y 10s 
neuropilos que las componen, en base a caracteristicas conservadas dentro de 

10s deciipodos. Sin embargo, diferencias sobre todo en cuanto a1 tamatio de 

determinados neuropilos pueden existir como consecuencia de presiones 

ecologicas que conducen a un desarrollo diferencial de habilidades 

sensoriales. La siguiente deacripcion esta hecha tomando como base el origen 

embriologico de tres estructuras, el protocerebro, deutocerebro y tritocerebro. 

El pmtocerebro puede ser dividido en tres partes: Ganglios 6pi5cosr 

Protocerero lateral y Protocerebo medial. En el cangrejo, 10s dos primeros 

estan ubicados dentro de los pedlinculos opticos. 

Los ganglios dpticos contienen a 10s siguientes neuropilos: lamina, medufa 

externa y medula interna. Los axones ubicados en esta region estan 

ordenados geometricamente. El patron de mosaico de 10s fotorreceptores y 10s 

elementos opticos de las omatideas de 10s ojos compuestos, se proyecta a 

traves de 10s Iobulos opticos en un arreglo columnar de neuronas. Esta 

estructura columnar se mantiene a lo largo de estos tres primeros neuropilos 

que son considerados como el organo visual (Strausfeld & Nassel, 1980). 

La lamina esta compuesta por dos capas bien definidas por 10s niveles de 

terminales axonicas de fotorreceptores y arboles dendriticos de otras &lulas. 

De las ocho &lulas retinales que compmen una omatidea, siete receptores 

verdes terminan en la lamina y el restante violeta en la medula, estableciendo 

que cierto procesamiento de color tiene lugar en este nivel (Wiersma et al., 

1982; Wassel & Elofsson, 1987). 

La organizacion en la medula externa esta conformada por arreglos 

columnares y laminares. Al menos cuatro clases de neuronas se hallan en este 

neuropilo. Dos clases de neuronas de disposicion laminar llevan directamente 

informacion a areas protocerebrales. Las otras dos son neuronas 

exclusivamente locales y de disposicion centrifuga hacia la lamina (Glantz and 

Mclsaac, 1 998). 

La medula interna esta formada por varias capas, que contienen neuronas 

locales y neuronas que la inervan de manera laminar y proyectan hacia el 

protocerebro lateral y medial; entre estas ijltimas de se han identificado varias 
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neuronas detectoras de movimhto y t~stbsjos recientes en Chasmagnafhus 

han revelado un alto grado de correlacion entre la actividad de estas neuronas 

y el grado de habitmion a estirnulos visuales moviles (Beron de Astrada & 

Tomsic, comunicacion personal). Estas neuronas son probablemente pre- 

sinapticas a las pre-motoneuronas def tritocerebro y son parte integral del 

circuit0 subyacente a la respuesta defensiva de la langosta de rio generadas 

por estirnulos v i u e s f  N8sset & Elofsson, 1987). 

El protocerebro lateral, tambien ubicado dentro de 10s pedQnculos opticos 

esta conformado pa- 10s neuropi 10s: medula terminai y cuerpo heme/ipsoideo. 

Ambos neuropilos, aunque anatomicamente separados, derivan 

embriologicamente det protocerebro medio y estan invohcrados en el 

procesamiento de las sefiales visuales y en la integracion de inforrnacion 

olfativa (hllock & Horridge, 1965; Baustein et al., 1988). El cuerpo 

hemklipsoideo es en decapodos la estructura analoga a 10s cuerpos 

pedunculados en insectos, y es considerado un area de procesamiento e 

integracion sensorial (Gupta, 1987). 

El profocerebro media& se- encuentra dentro del denominado ganglio 

supraesofagico. Esta conformado por lo neuropilos anteriores, neuropilos 

posteriores, puente protocerebral y cuerpo central. Esta Brea no posee 

afefertcias primarias sino deotros neurc-pilos y se- ha postulxb, debide a su 

configuracitjri, que p o s e  furxiones amiativas y de procesamiento superior 

(Sandeman et al., 1992). 

El deutoceiebro se eneuentra en su totdidad en el gmglio supraesof6gico y 

posee aferencias primarias de naturaleza sensorial diversa. Los neuropilos 

que lo conforman son: 10s I6bulos o glomerulos olf&orios que reciben 

aferencias directas de 10s quimioreceptores en la primer antena (Sandeman et 

al., 1993); el neuropilo dela pprimer anfens que recibe informacibn de mecano- 

receptores en la primer antena y de donde salen las motoneronas que 

controlan sus movimientos. T m  bien se-encuentran aqu i 10s lobulos accesorio, 

el neuropilo comisural deufocerebral y el neuropilo del tracto olfaforio 

glomerular. 
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El fritocerebro se encuentra parte en el ganglio supraesofagico y parte en el 

toraxico. El neuropilo tegumentario recibe aferencias sensoriales de la 

caparazon y el neuropilo de la segunda antena recibe informacion 

mecanosensorial y propioceptiva de la segunda antena y posee las 

motoneuronas para su movimiento (Sandeman et al., 1993). 

I .6.2 El sistema sanguine0 intraganglionar 

Existe un aspect0 del sistema circulatorio del cangrejo que le otorga, como 

modelo, ventajas para las estrategias farmacologicas. Una gran red de 

sistemas capkes icriga el cerbero y ios lobulos opticos. En Chasmagnathus, 

al igual que en otros Braquiuros, existen arterias que salen del corazon y 

lleuan la hemolinfa directarnente al SDLC, Lascaprlares se abren -dessargando 

la hemolinfa en sinuosidades hemocelicas. Los vasos estan distribuidos de tal 

manera queninguaa raa-muiczsaen l o s  neumpbs  se-encuenba mas de 

20-25 pm de 10s vasos sanguineos y a menos de 200 pm de 10s somas 

neuronales (Sandeman, 1 967; Sandeman, 1982). 

En insectos y vertebrados, existe una barrera de difusion entre 10s vasos 

sanguineos cerebrales y las neuronas del SNC denominada barrera 

hematocerebral endotelial. En crustaceos, por el contrario no hay esta barrera 

enddelial que impida la difusibn, de tal manera que una vez que la hemolinfa 

es impulsada hacia 10s capilares de SNC, la ausencia de barrera de difusion 

permite un ra id0 intercambio entre la sangre y las componentes celulares del 

neuropilo (Abbot, 1970). 

I .6.3 El paradigma de aprendizaje 

Chasmagnathus ganulata despliega una respuesta caracteristica de escape 

ante la presentacion de un estimulo visual novedoso. Dicha respuesta de 

escape decae luego de pocas presentaciones del estimulo en las que el 

animal comprueba la inocuidad del mismo. La disminucion de la respuesta de 

escape persiste por un largo tiempo (a1 menos 5 dias)CMaldonado et al., 1997) 



y no puede-ser explicada en tkrninos de fatiga motora o adaptxion sensorial 

(Lozada et al., 1990). Resulta particularmente interesante que la capacidad de 

adquisicion y de retmcibn de la respuesta habituada de Chasmagnathus es 

sensiblemente superior a la de especies evolutivamente emparentadas (p.ej.: 

Pachygrapsus marmoratus), lo que evidencia a su vez un asombroso ajuste de 

las habilidades cognitivas a las presiones ecologicas (Tomsic et al., 1993). 

Esta memoria de largo tbmirro de Chasmagnathus es robusta, de adquisicion 

rapida y su evocacion es especifica del estimulo y del intervalo entre estimulos 

con 10s que fue adquirida (Pedreira et a+., 1997). La evocacion de la respuesta 

aprendida es tambien especifica de la fase circadiana en que fue adquirida 

(Pereyra et a!. , 1 996). 

Inicialmente; este proceso mnesico fue considefado como una clasica 

habituacion de largo termino y se lo denomino como tal (Lozada et al., 1990; 

Romano et- al, 1990; Tomsic et- d., 1993). Sin embargo, un aniilisis posterior, 

basado en las caracteristicas de la retencion inducida por protocolos de 

entrenmimto con distinta distribution temporal de la presentxion del 

estimulo y experimentos de observation directa de las estrategias 

comportamentak, pefmitieron diferenciar la existencia de dos procesos de 

aprendizaje distintos, uno asociativo y otro no asociativo, ambos responsatjles 

del descenso dela respuesta d-e: 

a.La memoria de largo termino se puede adquirir con 15 o mas 

presentaciones det estimulo y con un intmalo entre estimulos de al menos 

30 segundos ( Entrenamiento Espaciado) (Pedreira et al., 1997). 

b. Si el intervalo entre estimulos esta entre 9 y 2 segundos, por lo menos I00 

presentxiones son necesarias para inducir una retencih a 24 horas 

(Entrenamiento Masivo) (Pedreira et al., 1997). 

C. La memoria de largo t6rrnim inducida par un Entrenamiento €spaciado se 

establece por una asociacibn entre el contexto y la repeticion del estimulo 

(Tomsic et al., 1998). Su evowi6n es inducida por la sola reinstalxion en 

el contexto de entrenamiento y por lo tanto se evidencia como una 
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disminucion de la respuesta de escape desde la primera presentacion del 

estimulo durante la evaluacion. 

d. El Entrenamiento Masivo induce una retencion que se evidencia recien 

desde la segunda presentacion del estimulo durante la evaluacion, siendo 

necesaria la primera presentacion como recordatorio. 

e. La reduccion del nivel de escape inducido por un Entrenamiento 

Espaciado se produce por un cambio de la estrategia defensiva desplegada 

por el animal ante la presentacion del estimulo: El animal deja de escapar y 

exhibe una respuesta criptica (permanece inmovil) o "freezing". El descenso 

de la respuesta de escape producido por el Entrenamiento Masivo noa se 

debe a la adopcion de una estrategia defensiva sin0 a la adquisicion de un 

estado de "indiferencia" al estimulo (Pereyra et al., 2000). 

f, U. casa extcemo en el cual 10s intervalos entre ensayos se eliminan 

completamente, se denomina entrenamiento continuo y solo induce un 

descerrso- de la respuesta de escape a corto termino y la recuperation 

completa a las 24 horas. 

Estas caracteristicas permitieron determinar que la reduccion en la respuesta 

de escape inducida por la presentacion reiterada.del estimulo, inicialmente 

denominada habituacion, se debe a la existencia de dos procesos aislados: 

M e m h  ContextoSeAal (NICS); adquirida por Entrenamiento 

Espacrado, 15 o masensayos-sepmdns-por intwalas de a1 rnenos 30 

segundos 

Memoria Seiial (MS): adquirida por un Entrenamiento Masivo; 100 o mas 

ensayos con intervalos menores de 9 y mayores de 2 segundos 

Hoy en dimzstos- dos parxhgmsrs han sido caracterizados y diferenciados de 

manera mecanistica y farmacologica, y existen evidencias de que ambos Son 

inducidos paralelamente por un entrenamiento espaciado y de manera 

simultanea contribuyen a la evocation. 
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En la tabla 1.1 se enumeran las principales caracteristicas de ambos 

paradigmas (Hermitte et al., 1999; Pedreira et al., 1997; Pereyra et al., 1996, 

2000). 

Tabla 1.1 

I Memoria Contexto~SeRal 1 ~ernwia~ef ia l  

Adquisicion y EuocacEin 

I .6.4 Caracterizacion farmacologica de dos procesos de 

memoria 

Sumado a1 aspect0 ventajoso que ofrece Chasmagnathus para el 

acercamiento farmacologico experimental, existe una caracteristica mas que 

ha favorecido el estudio mecanistico y que no se relaciona directamente con el 

modelo sino con el paradigma de aprendizaje utilizado. Esta caracteristica, que 

a veces segljn el objetivo del experimentador puede ser vista como un 

obstaculo, consiste en que el entrenamiento necesita de varias repeticiones o 

ensayos para inducir una memoria de largo termino. Como ya fue indicado, a1 

menos 15 ensayos son necesarios para inducir una buena retencion a 24 

horas. Sin embargo, por ejemplo, 10 ensayos son suficientes para inducir una 

buena memoria de corto termino. Este protocolo de entrenamiento debil, brinda 

una condicion en la cual 10s animales han adquirido un aprendizaje, per0 la 

experiencia no ha tenido la fuerza suficiente para inducir 10s mecanismos de 

consolidacion de la memoria de largo termino. 

> 100 cnsayos 
2 seg < interval0 entre ens. < 9 scg . 

Desde el segundo ensayo y h e  de 
re-entrenamicnto 

Memoria no asociada d context0 
(evocation contexto-inespecifica) - 

Hasta 48 horas 

Adquisidn 

Evocaci6n 

Context0 
especificidad 

Persistencia 

> 15 cnsayos 
>30 scg dc intcrvalo entre cnsayos 

Desdc el primcr cnsayo en una sesion de 
evaluacion y toda la fase de re- 
cntrenamicnto 

Memoria especifica y asociada al 
context0 

A1 mcnos por 5 dias 
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Existe una ventaja en el hecho de que dos protocolos induzcan resultados 

distintos tan sob por diferencias en la cantidad de entrenamiento. Esto ofrece 

la posibilidad de evaluar la hipotetica intervencion de un mecanismo en el 

proceso de formacion de memoria abordandolo experimentalmente desde 

ambos Iados, es decir bloqueandolo o tambien facilitandolo. Por ejemplo, un 

protocolo de entrerramiento fuerte, conformado por 15 o mas ensayos, permite 

evaluar el papel de determinado receptor o via metabolica, evaluando si'su 

bloqueo o intervencion famtacotogica muestra efecto amnesico. Un protocolo 

debil, permite confirmar el papel de dicho mecanismo, en la medida que una 

intervencion farmacologica facilitadora de dicho mecanismo simule 10s efectos 

del protocolo de entrenamiento fuerte. 

Las conckrsiones derivadas solo de resultados amnesicos han sido en muchos 

casos criticadas, bajo el argument0 de que 10s efectos amnesicos pueden 

tambi6r-r ser explicados en terminos de efectos colaterales o inespecificos por 

el hecho de intervenir o desajustar el equilibrio del metabolisrno en general. La 

posibilidad en carnbio de trabajar con ambas estrategias en conjunto, 

amnesica y faciiitadora, suman evidencia independiente en favor del papel 

especifico de un mecanismo en el proceso evaluado. 

Sacando provecho de la conveniencia del modelo para administracion de 

drogas por via sistemicrr y combinando el uso de protocolos de entrenamiento 

espaciados fuertes y debiles y protocolos de entrenamiento masivo, se 'ha 

hectto una importante caracterizacion farmacologica de 10s procesos de MCS y 

MS que se resume en la tabla 1.2 (Pedreira et al., 1996; Delorenzi & 

Maldonado, 1999; Berorr de Astrada 8 Maldonado, 1999; Hermitte et al., 1999; 

Merlo et al., 2002, Troncoso & Maldonado, 2002). 

Los opioides juegan un papel importante en la memoria de corto termino, ya 

que se ha demostrado que estan involucrados en la caida de la respuesta'de 

escape que se produce durante la sesion de entrenamiento. Las evidencias 

sugieren que, en Chasmagnathus, 10s opioides endogenos intervienen en el 

descenso de la respuesta de escape disminuyendo la percepci6n de 10s 

estimulos a nivel central (Brunner & Maldonado, 1988; Maldonado et al., 1989; 
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Romano et al., 1990; Tomsic & Maldonado, 1 990; Tomsic et al., 1 991 ; Godoy & 

Maldonado, 1 995). 

I I Modulado positivamente por las 

I angiotensinas en&genas 
Angiotensinas (Angiotensina = facilitadora) 

Modulado positivamente por 
las angiotensinas endogenas. 

I I Dependiente de mecanismos 
m u s c ~ c o s  1 Acetilcolins I (bloqueado por escopoIamina y 

I I facilitada por oxotremorina) 

No es afectada por 
escopolamina. 

Glutamato 

Cicloheximida 
Actinomicina 
D 

No induce activacion de 
Rel/NFkB 

Dependiente de receptores de 
Glutarnato tip0 NMDA (bloqueado por 
APV y MK801) 

Activaci6n de 
FT 

Tabla 1.2 
A, U' 

Independiente de receptores 
tip0 NMDA 

Dependiente de la shtesis de ARN y 
prokinas 

Dependiente de la activacion de 
factores transcription ReVNFkB 

El efado de la activaci6n e inhibici6n &~nacol6~ica de la via de AMPc-PKA 

sobre un proceso de memoria fue probado por primera vez en Chasmagnafhus 

y sobre la formacion de MCS. Estos resultados fueron determinados mediante 

el esquema experimental planteado anteriormente combinando protocolus de 

entrenamiento espaciado fuertes y debiles y la administracidn sistemica de 

drogas. 

Independiente de la shtesis d 
ARN y proteinas 

La primer serie de experimentos fue realizada sometiendo a 10s animales a un 

protocolo de entrenamiento debil y la administracidn de una combinacidn de 

drogas con el fin de estimular PKA. Se administr6 un activador de PKA 

analogo al AMPc y permeable a membrana plasmatica (8-(4-clorofeniltio)- 



~Pcic l ico) ,  junto con el inhibidor de fosfodiesterasa, isobutil-rnetil xantina 
(IBMX). Esta administracion mostr6 efecto facilitador simulando 10s efectos de 

un protocolo de entrenamiento fuerte (Romano et al., 1996 a). Sin embargo, 

dicho efecto facilitador no puede ser con certeza atribuido a la activacibn de 

PKA, ya que el analogo utilizado es tambien activador de la proteirra quhasa 

dependiente de GMPc (PKG) y que ademas el IBMX inhibe la enzima 
I 

fosfodiesterasa provocando tambien un aumento del GMPc endogeno. 
wstabn& 

i 
I 

Para confirmar el papel de PKA en la formaci6n de MCS, se utilizaron luego ! 

dos analogos de AMPc altamente especificos por PKA, no hidrolizables por 

fosfodiesterasa de manera de evitar el uso de IBMX. El analogo de AWfPc, Sp- 

5,6-DCI-cBIMPS, activador de PKA mostrci un claro efecto facilitador de la 

memoria de largo termino administrado junto a un protocolo de entrenamiento 

debil de solo 5 ensayos (figura 1.6). 

i . - 
I Efecto facilitador del activador de PKA 
' ,;j -I;> r I 

,- a 
1: J Pi- 

+ CTX - Sal + CTX-Ad 
+ ENT - Sal + EM-Ad  

I 

Figura 1.6 Efeetos de la aetivacihn de PKA sobre la memoria de largo ,- 
t6rmino en Chosmagpcadhus. @mano et al., 1996b). 

2.: J;:,, 2 G?fl:3in 
Las gMcos rnuestran la respuesta de escape (media * ES) durante una seson 'P?'''" 
evaluaci6n de la memoria de largo t6rmino; Animales no entrenados y animales entrenados 3~mb 
con un protocolo de entrenamiento d&il (5 estimulos), rec%ieron inyecci6n de soluci6n 

salina o activador de PKA. El primer ensayo muestra que el entrenamiento d&il r e a h  lq si 
huiiciente para inducir retenci6n y que el h a d o r  de PKA resulta facilitador , , !c,~ 

<-- > amentando la retention de la respuesta adquirida. (* Px0.05, comparaciones plancadas]. 
aG@2;h 
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El anaogo inhibidor de PKA, Rp-8-CI-CAMPS, revirtib el efecto de un protocolo 

de entrenamiento fuerte de 15 ensayos, mostrando efecto amnbsico (figura 

1.7). 

Efecto amnesic0 del inhibidor de PKA 

+ CTX - Sal + CTX - lnhib 

+ ENT - Sal -a- ENT - lnhib 

1 1 1 2  3 4 5 6 1 1 1 2  3 4 5 6 

ensayo ensayo 

Figura 1.7. Efecto del Inhibidor de PKA sobre la memoria de largo 
t b i n o  en Chamagnathus. 
Los @cos muestran la respuesta de escape durante la sesion de evaluation de la memoria 

de largo timino. Animales no entrenados o entrenados con un protocolo de entrenamiento 

herte, heron inyectados con solucion salina o inhibidor de PKA. Como muestra el primer 

ensayo se observa retencion entre 10s animales inyectados con salina. La retencion de largo 

tkrmino es bloqueada por el inhibidor de PKA. (* Pc0.05, comparaciones planeadas). 

(Romano et al., 1996 b) 

1.7 Hipotesis y Objetivos 

EI marco te6rico que agrupa las hipcitesis y objetivos planteados en esta tesis, 

comprende, de acuerdo con lo explicado a lo largo de esta introduction, que 

las v3as intracelulares de transduccibn de seiiales juegan un papel 

fundamental en la construccibn de la representacibn neural de la memoria. 
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El objetivo general de esta tesis es un estudio exhaustive de la participacibn 

de la via de transduccion de AMPc-PKA en la formacion de una memoria de 

largo tkrrnino en el modelo del cangrejo Chasmagnathus granulatus.. 

Los antecedentes farmacologicos que prueban un papel de la via de AMPc- 

PKA en la formacion de memoria en Chasmagnathus constituyen resultados 

obtenidos durante mi tesis de licenciatura y son el punto de partida de la 

presente tesis. 

La hipbtesis de este trabajo consistio en considerar que la accion de PKA 

constituye un evento de la conversiOn de la memoria de corto a largo tkrmino 

en Chasmagnathus. Que la accion de PKA es un fenbmeno intrinseco del 

proceso mnesico, inducido por el propio patron de estimulos que induce la 

formacion de la memoria y no mediando efectos modulatorios sobre la misma. 

Por otro lado, considerando la diversidad de efectos fisiologicos mediados por 

PKA y las consecuencias especificas y puntuales de su acci6n en cada caso, 

se ha evaluado en esta tesis la participation diferencial de isoformas de PKA 

como posible solucion a esa especificidad. 

A continuaci6n resumirb 10s objetivos particulares planteados para esta tesis, 

10s cuales seran luego explicados en detalle a to largo de 10s siguientes 

capitulos en 10s que esta organizada esta tesis: 

a. El primer objetivo de esta tesis fue determinar la particlpacion de PKA 

durante las etapas de adquisicion, consolidacion y evocacion de la 

memoria y definir 10s limites temporales de su accion. Con este proposito 

se utilizo una estrategia farmacologica para la inhibicion reversible de PKA. 

(Capitulo Ill). 

b. La segunda serie de objetivos responde a preguntas de orden descriptive, 

que surgen de la ausencia de conocimiento previo acerca de las 

caracteristicas de PKA en crustaceos en general. En esta tesis se propuso 

determinar: a) las condiciones para medir actividad de PKA en sistema 

nervioso de Chasmagnathus; b) la distribucion de la enzima en sistema 

nervioso; c) su activacion por neurotransmisores (Capitulo IV) y d) la 

presencia y caracterizacion de isoformas (Capitulo VI). 



Capitulo I: Introduction 

C. El tercer objetivo fue deterrninar si el patron de estirnulos que induce la 

formacion de la memoria de largo terrnino, induce tarnbien carnbios en 10s 

niveles de actividad de PKA. Mediante una estrategia bioquirnica y de 

correlation se apunto a deterrninar si el efecto de la intervencion 

farmacologica de PKA sobre la rnemoria, es product0 una accion 

modulatoria o de la intervencion sobre un proceso intrinseco de la memoria 

(Capitulo V). 

d. El ultimo objetivo de esta tesis fue deterrninar si existe una participacion 

diferencial de las isoformas de PKA en procesos de rnernoria, y a su vez si 

esa participacion es especifica para distintos procesos mnesicos (Capitulo 

VIi). 
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Capitulo 11: Materiales y Metodos 

Los materiales y procedimientos comunes a toda esta tesis son explicados en 

este capitulo. Algunos procedimientos y protocolos especificos seran 

explicados en 10s capitulos sucesivos capitulos asi como 10s procedimientos y 

la progresion que llevo a establecer dichos protocolos. 

2.1 Animales, procedencia, mantenimiento 

2.1 .I Animales 

En toda esta tesis se utilizaron cangrejos Chasmagnathus granulatus 

provenientes de una poblacion natural. Los individuos utilizados siempre fueron 

machos adultos y en un rango de tamafio especifico, entre 26 y 30 mm de 

ancho de caparazon (figura 2.1). El peso hllmedo promedio de 10s individuos 

era de 15 gr. 

Figura 2.1 
1. -. 

2.1.2 Lugar de captura 

Chasmagnathus granulatus es un cangrejo eurihalino que habita las zonas 

costeras del sur de Brasil, Uruguay y Provincia de Buenos Aires, Argentina, 

ocupando bancos de limo mesolitoral y supralitoral de la zona de transition de 
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agua duke y marina. El lugar de captura de los animales para esta tesis fue en 
las rias de agua salobre de San Clemente del Tuylj, Prov. de Buenos Aires. 

Luego de su captura, 10s cangrejos eran transportados al laboratorio en 

recipientes especialmente disefiados para impedir el hacinamiento de 10s 

animales durante el transporte. La recoleccion de animales se realizo durante 

practicamente todo el afio y aproximadamente cada 15 dias. 
'4 ? ' .  . - 7  

2.1.3 Mantenimiento de 10s animales 

Durante su permanencia en el laboratorio y hasta ser utilizados, 10s animales 

eran mantenidos en un ambiente de acceso restringido, luz y temperatura 

controladas denominado cangrejaffo. Este ambiente se encuentra su vez 

subdividido en gabinetes aislados para asegurar la menor cantidad de 

perturbaciones y estres a 10s animales. Dentro de cada gabinete 10s animales 

se encuentran alojados en tanques plasticos rectangulares de 35 x 50 cm de 

base y 27 crn de altura, a una densidad de 20 animales por recipiente. Los 

tanques tienen un fondo de agua salobre de 2 cm de profundidad. El agua 

salobre esta preparada con agua corriente declorada y sat marina para 

acuarios (Red-Sea, Israel) a una salinidad de 12 'loo y pH 7,4 - 7,6. Los 

animales son mantenidos en un ciclo de luz-oscuridad de 12L:120 (7:OO - 
. . 

19:OO luz) y a una temperatura ambiente entre 20 y 24 OC. -t G 

I '  
I - 

Cada tres dias 10s animales eran alimentados con aliment0 balanceado para 

conejos (Nutrientes S.A., Argentina) y 3-4 horas despues de la alimentacion se 

renovaba el agua de 10s tanques. 

2.2 Comportamiento y medicion 

2.2.1 La respuesta de escape 

Como Chasmagnafhus, 10s cangrejos que habitan zonas intertidales, muestran 

antes estimulos que acarrean probables peligros una respuesta de escape 

conspicua y estereotipada. Lo marcado de este comportamiento, ha hecho que 

sirva de substrato para estudiar a nivel comportamental el procesamiento de la 

information visual, la integracion de estimulos, mecanismos de orientacibn 

60 
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(Nishimoto & Herrrnkind, 1978; Nalbach, t987, t990f y para estudios 

electrofisiologicos con el objeto de estudiar la circuitos neuronales que vincula 

la percepci6n visual con et sistema motor (Nabach, 'tw B& de-Aska@ et 

al., 2001 ; Beron de astrada & Tomsic., 2002). 

Em- su- Mbitat mtura t, resulta sorprmdente como Chasmagnathus reacci ona 

rapida y sensiblemente a pequeAos movimientos de objetos nuevos o 

intmchdws err su carp- vi& corr- una- vigorosa reaccitnr de escape 

alejandose del objeto y en direccion al agua o hacia la cueva. Sin embargo, 

este caqrejwmuestra urn--& movirniento-de objetos con 

probada inocuidad. Este cornportamiento, considerado corno el aprendizaje 

de la inow& de un  estimuto visual fue trasladado al laboratorio y 

reproducido de manera tal de controlar muy precisamente la presentation de 

losesthmios y de cuantificar la magprttud de la respuesta de escape. 

Para evocar la respuesta de escape de Chasmagnathus y medir su magnitud 

en condiciones de laboratorio se utiliza un dispositivo denominado acfomefro 

(ftgura-2.2). La sala de - -740  de estas unidades de mod0 

que permite al experimentador trabajar con 40 anirnales en forma simultanea. 

Figura 2.2 
A. Unidad experimental: Actometro 
B. Ciclo de estimulaci6n 
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Cada actometfo consta de un recipiente plasfico (C) de forma semi-esferica con 
paredes concavas y un fondo circular plano cubierto hasta 0.5 cm de agua 

salobre. El recipiente suspende por tres hilos de una estructura de madera y es 

iluminado con una lampara de 10 W ubicada a 30 cm por encima. La base del 

recipiente se encuentra conectada a un transductor piezoelectrico (P). Durante 

un experimento, un animal es alojado en el recipiente, y las vibraciones del 

recipiente product0 de 10s movimientos del animal son convertidas por el 

transductor en seAales electricas proporcionales. Las sefiales son amplificadas 

e integradas durante el tiempo de registro y traducidas por una computadora a 

una_egcal,a numerica. . 
Y{Z. lr )-( : b ? ~ ; r -  ., - I - - . , L > -  : JlfriG! . -  

Para evocar la respuesta de escape, existe una pantalla rectangular opaca (R) 

que rnovida por un motor (M) se desplaza horizontalmente entre el actometro y 

la iluminacion, a la vista del animal alojado en el. Esto desencadena una 

respuesta de escape del animal en direccion definida y opuesta al movimiento 

de la pantalla. La forma del recipiente, sin borde ni angulos internos provoca 

que el animal no encuentre refugio y la concavidad de las paredes hacen que el 

animal siempre vuelva al fondo plano del mismo, por lo que la respuesta de 

escape siempre se desencadena en el centro del recipiente. : .- t- 

El rango de vibraciones detectado por el transductor piezoelectrico, permite 

diferenciar entre un estado de inmovilidad del animal, la actividad exploratoria o 

locomotora basica y un vasto rango de magnitudes de respuesta de escape:': 
>g7 

- - -*- - . - -----=,- - 
4 -3- - 

La estimulacion y el registro de los"cuarenfa actometros es controlado Tesde 

una computadora. Esta permite programar secuencias de estimulaci6n, 

conformadas por el nQmero de pasajes de la figura e intervalos deseado. 

Permite a su vez programar distintas secuencias simultaneas para 10s distintos 

actbmetros, de mod0 de tener distintos grupos experimental- 

sirnulthneamente y a su vez registrar la respuesta de escape de cada uno. ?[ 
*. .-- - 
I 

' I  

2.2.3 Ensayo de estimulacion 
. , 1 -.* . r  

A lo largo de esta tesis se denomina ensayo a una estimulacion que consiste 

en dos ciclos del pasaje de la pantalla. Cada ciclo comprende el movimiento de 

la pantalla desde una posicion 1, hasta una posicion 2, y el regreso a la 
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posicion 1 lo que dura aproximadamente 2.5 segundos (figura 2.2b). El ensayo 

completo tiene una duracion total de 9 segundos, conformado por 2 ciclos del 

pasaje de la figura y dos intervalos d e  2 segundos (cicto-intervalo-ciclo- 

intervalo). Durante 10s nueve segundos se registra e integra la actividad del 

animal. 

El di-o &ico detensayo, con-la pantatfa moviendose en ambas direcciones 

encierra un proposito que es el de asegurarse que la pantalla entre en el 

campo visual de 10s animates- pw- mas de- un lado, garantizando una 

estimulacion similar en todos 10s animales, independiente de la ubicacion y 

sentiduque cada animal haya adoptado en el recipiente. 

23-Procedimientos de entrenamiento y evaluacion 

En esta tesis se realizaron experimentos farmacologicos con evaluaci6n 

comportamental y experimentos bioquimicos, ambos en relacion con 

a p r e m  y memoria: Todos losexperimerrtos-famacol6gicos se basaron en 

un diseAo de dos sesiones de estimulacion separadas por periodos de 24 o 48 

hs., tat que la primera sesion de estimulacion consiste en lo que se denomina 

sesion de entrenamiento y la segunda en la sesion de evaluacion. Los 

experimentos bioquimicss constan solo de la sesion de entrenamiento. 

En la sesion de entrenamiento 10s animales son colocados por primera vez en 

el dispositivo experimental. Se define animates entrenados a 10s que reciben 

la presentacion reiterada del pasaje de la figura y animaies context0 a 10s que 

durante el mismo period0 p e r m c e r r  en el dispositivo sin ser estimulados. 

Durante la sesion de evaluacion todos 10s animales reciben la estimulacion. 

2.3.1 Criterio de seleccion de 10s animales 

Antes de comenzar con la sesion de entrenamiento cada animal era sujeto a 

una pruetra- comportamental que revela su estado general y locomotor. Cada 

animal es tomado y apoyado dado vuelta sobre su region dorsal y solo si el 

animal reincorpora raptdamentesu postura original es utilizado para el 

experimento. El argument0 para utilizar esta prueba de seleccion es que 10s 
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sujetos lentos en esta reaccion suelen mostrar problemas locomotares a marir 
a 10s pocos dias.. . . - . I - ?  S .  . v . C .  + , I  C -  , -  l . C  

- -8JL <! r-r L I -  I - 
.- 1 . 7 2  1- :+ 

s , -,;,; c . - L I ~ ,  ' , -  d 
L.. J r~ j ! - 

2.3.2 Protocolo de entrenamiento espaciado 

Como ya fue explicado en la introduccion, el entrenamiento espaciado induce la 

formacion de memoria contexto-sefial (MCS). Este tip0 de memoria se estudio 

en esta tesis tanto en experimentos farmacologicos (Capitulo Ill) como 

bioquimicos (Capitulo V y VII). ., 
I .  , . L '  L - , -  

El entrenamiento espaciado consisti6 en 15 ensayos de 9 segundos de 

duracion presentados en intervalos de 3 minutos (171 segundos entre 

ensayos). El protocolo completo incluye colocar al animal en el actometro, 

dejarlo 5 minutos para adaptacion a1 actometro y luego comienza la sesion de 

estimulacion de 45 minutos. Los animales context0 tienen un total de 50'13 
- -8 minutos de estadia en el actometro sin ser estimulados. En todo 10s - -  

experiment~~ en 10s que hay mas de un grupo experimental o tratamiento, la -5 

sala experimental fue dividida y todos 10s tratamientos realizadosl'-' 

simultaneamente. Una vez finalizado el entrenamiento, 10s animales eran 'li 

utilizados de acuerdo a lo indicado en cada caso particular o alojados en -=' 
recipientes individuales con un fondo de agua salobre de 0.5 cm de '"'' 

profundidad e iluminacion tenue hasta el momento de ser utilizados o 

evaluados. 

La evaluacion consiste en volver a colocar a 10s animales en 10s actometros, 

dejarlos nuevamente 5 minutos para adaptacion y luego comienza la 

estimulacion consistente en seis ensayos, presentados en intervalos de 3 

minutos. 

L*.. 1 $:32 :\[; < l i  .&ha r .c.c 
2.3.3 Protocoio de entrenamiento masivo 

El protocolo de entrenamiento masivo, se utiliza para inducir la formacion de 

memoria seAal (MS). Este protocolo de entrenamiento esta conformado por 

unidades de ensayos de 9 segundos, similar al protocolo espaciado y tiene la 

misma duracion total, pero cambia el nlimero de ensayos y el interval0 entre 10s 



mismus. Et intervalo entre ensayo se redujo a 0 segundos y el numero de 

ensayos se Ilevo a 300. De acuerdo al diseiio de ensayo explicado 

anteria-mmtq de- dosdosde2 ,5  segundos y dos intervalos de 2 segundos 

por ensayo, el entrenamiento masivo podria tambien ser entendido como 600 

ensayos de un 6nico- eiclo corr intervafos de 2 segundos. Remarcar la 

existencia de 10s pequefios intervalos de dos segundos resulta importante, ya 

que si esos intervalos se eliminan convirtiendo al entrenamiento en el 

movimiento ininterrumpido de la figural condition denominada entrenamiento 

continuo, entonces solo existe una reduction de la respuesta de escape de 

corto termino sin la formacion de una memoria intermedia o de largo termino, 

MCS o MS. 
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El protocolo completo incluye 10s 5 minutos de adaptacion al actometro y 10s 45 

minutos de entrenamiento con la implementacion de grupos entrenados y 

grupos contexto. Luego del entrenamiento existe un intervalo entre sesiones de 

24 horas y una sesion de evaluacion de 6 ensayos presentados sin intervalo: 

1, 

2.4 Evaluacion de la retencion 

, . (  

La retencion de la memoria de 'largo termino es definida operacionalmente 

como la diferencia significativa entre 10s grupos contexto y entrenados en el 

nivel de la respuesta de escape durante la sesion de evaluacion. Es decir, para 

ponderar la memoria a largo termino se enfoca el analisis de 10s datos en 10s 

niveles de respuesta de la evaluacion y no cornparando la respuesta obtenida 

para en el entrenamiento con la obtenida en la sesion de evaluacion. Rescorla 

(1988), ha argumentado en forma convincente a favor de utilizar este tipo de 

analisis en vez de la comparacion entrenamiento-evaluacibn, puntualizando la 

necesidad de distinguir entre el tiempo de adquisicion de la inforrnacion y el 

tiempo de evaluacion. Un hecho que justifica este tip0 de comparacion es que 

el comportamiento del animal puede diferir entre las sesiones por razones no 

relacionadas con el aprendizaje. Esta vision esta especialmente fundamentada 

en el modelo utilizado en esta tesis, considerando resultados previos que 

demuestran que la memoria contexto-seiial (MCS), puede formarse 

independiente del nivel de la respuesta de escape durante el entrenamiento 

I ( 
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(Tomsic et al., 1991). Un hallazgo coincidente mn otros modelas (Applewhite, 
- - . . 

1969, Peeke, 1976). .. vrJv:i- . I , . 55 2GY62n9 

2.5 Definiciones 
_ I  _ _ . -, Y 

Este conjunto de terminos es de uso corriente a lo largo de esta tesis: 
I Llg!Lt. ' l .,= - . 1'~-;'1 zF_sc.3 IF. 2C:F' 

Habituacibn de corto termino: Es el decrement0 de la respuesta dg,; 

escape dentro de la sesion de entrenamiento. !, . . 
\: 8.. - 

Habituacibn de largo termino: Decrement0 de la respuesta de escape 

mantenido por al menos 24 hs. 

Memoria Contexto-sefial: es una memoria asociativa y de largo duracion 

adquirida por entrenamiento espaciado. El termino hace referencia a que esta 

memoria se basa en una asociacion entre el context0 (entorno experimental) y 

la seiial (estimulo fasico de la figura en movimiento). 

Memoria SeAal: es la rnemoria no asociativa y de duracion intermedia 

generada por un entrenamiento masivo. 

Contexto: define al conjunto de claves ambientales (visuales, tactiles, etc,..) 

preg$er$es,~n el lugar de entrenamiento y de evaluation;' ' 
,s:. 2: or'rr:.:' 
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Curso temporal de la accion de PKA en la 

consolidacion de la memoria contexto-seiial 

en Chasmagnathus 





Capitulo 111: Resultados 

3.1 Introduccion 

En el capitulo I de esta tesis ya ha sido introducido el concept0 de que la 

memoria no debe ser entendida como un proceso unico sino como una serie de 

procesos consecutivos y dependientes: adquisicion, consolidacion, 

almacenamiento y evocacion. Distintos mecanismos celulares y moleculares 

participan en cada una de estas instancias y la deficiencia en cualquiera de 

estas se evidencia como la falta de memoria durante la evocacion. 

Durante el periodo de consolidacion de la memoria de largo termino se 

suceden formas de memoria que retienen la inforrnacion solo temporalmente 

comunmente conocidas como memoria de corto termino e intermedia. Los 

mecanismos celulares que subyacen cada una de estas formas de memoria y 

la instalacion de las mismas pueden o no ser comunes pero esencialmente se 

diferencian en el tiempo requerido para su instalacion y su estabilidad en el 

tiempo. 

Cuando el objeto de estudio son 10s mecanismos celulares y moleculares 

involucrados en la memoria, entendiendo a la formation de la memoria de largo 

termino como un proceso en el cual distintos eventos deben sucederse en 

forma coordinada, cabe preguntarse en cual de las etapas de la memoria 

participa el mecanismo investigado e, hilando aun mas fino, en que preciso 

momento del proceso de consolidacion interviene. Estas preguntas no permiten 

ser abordadas experimentalmente por estrategias interventivas de tip0 

irreversible o de efecto lento ya que en dichos casos resulta imposible definir 

cual fue la etapa o el periodo interferido y cualquiera de ellos que haya sido, el 

efecto se evidenciara en la evocacion. 

La participacion de la via de transduccion de AMPc-PKA en aprendizaje y 

memoria ha sido probada para diversos modelos y paradigmas: 

condicionamiento olfatorio Drosophila (Davis, 1996, Drain et al., 1991, Yin et 

al., 1995), en la abeja Apis meliifera (Fiala et al., 1999; Muller, 2000) en la 

facilitation presinaptica que subyace la sensibilizacion en Aplysia (Kandel & 

Schwartz, 1982), y en mamiferos tanto en paradigmas de memoria 

(Bourtchouladze et all 1994; Bernabeu et al., 1996; Guzowski & McGaugh, 

1997; Abel et al., 1997) como en la plasticidad sinaptica en hipocampo (Frey et 
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al., 1993; Huang 8 Kandel, 1994; Huang et al., 1995; Abel et al., 1997), 

mecanismo propuesto como modelo celular de almacenamiento de 

informacion. 

A pesar de la vasta lista de antecedentes que confirman el papel de esta via de 

transduccion en la memoria, muy pocos trabajos han disecado temporalmente 

10s requerimientos de PKA durante las distintas etapas de la memoria o 

definido 10s periodos de accion de esta via durante su formacion. En Aplysia se 

ha determinado que la activacion de PKA es fundamental para la expresion de 

la facilitacion de corto termino y requerida durante las primeras doce horas 

despues de la induction para la expresion de la facilitacion de largo termino. 

Una vez consolidada se hace independiente de la actividad de PKA (Hegde et 

al., 1997). Un perfil distinto de actividad de PKA se ha determinado durante la 

formacion de memoria en roedores, demostrandose que la activacion de PKA 

es necesaria en 10s primeros minutos despues del entrenamiento y 

dependiendo del tipo de entrenamiento en un segundo periodo entre 3 y 6 

horas despues del mismo (Bernabeu et al., 1997; Bourtchouladze et a)., 1998). 

En contraste con Aplysia se ha demostrado tambien en roedores que la 

activacion de PKA posee tambien efecto durante la evocacion (Szapiro et al., 

2000). 

De acuerdo con el objetivo central de esta tesis, que es determinar el papel de 

la via de transduccion AMPc-PKA en la formacion de memoria de largo 

termino, en el capitulo presente nos valemos de una estrategia farmacologica 

reversible para intervenir esta via de transduccion durante las distintas fases de 

la formacion de memoria y en distintos momentos del periodo de consolidacion. 

Existen evidencias previas del papel de esta via de transduccion en la 

formacion de memoria context0 sefial del cangrejo (Romano et all 1996a, b) 

que constituyen resultados obtenidos durante mi tesis de Licenciatura. Sin 

embargo no se han determinado 10s limites temporales de la accion de PKA en 

la formacion de la memoria ni tampoco si el requerimiento de PKA es una 

caracteristica comun de todos 10s procesos de aprendizaje y memoria en 

cangrejo. 

Los objetivos especificos de este capitulo pueden entonces resumirse en: 
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1) Determinar las fases de la memoria dependientes de la actividad de PKA; 

adquisicion, consolidacion y evocation. 

2) Determinar en que period0 durante el proceso de consolidacion es requerida 

la actividad de esta via de transduccion. 

3) Establecer si la actividad de PKA es tambien necesaria para la formacion de 

la memoria intermedia o memoria seiial. 

3.2 Materiales y metodos 

3.2.1 Drogas e inyecciones 

Como vehiculo para las drogas y para los mimales inyectados sin drogas se 

utilizo sducion salina para crustaceos (Hoeger & Florey, 1989). 

Para inhibir PKA de manera reversible se utitizo un analog0 de AMPc, 8- 

cloroadenasin-3',5'- monofosforotioato, isomer0 Rp, provisto por Biolog 

(Alemania). En todos 10s experimentos el inhibidor de PKA fue utilizado a una 

concentracion de 100 pM en sollrci6n satina. 

Las inyecciones consistian en 5Opl de la soluci6n salina o de 1OOpM del 

inhibidor de PKA en solucih s d i a  administrada mediante una jeringa a traves 

de la membrana cefalotorAxica abdominal y controlando una penetraci6n de la 

aguja de 4mm ( figura 3.1 ). 

Figura 3.1: Ekcei6n de Chasnmgratlrus, donde se indica el lugar de 
administsacion & las inyecciones si&micas. Co: Coraz6n; SP: Seno Pericirdico 



Estas condiciones aseguran la adrninistracion de la droga en el centro del seno 
pericfirdico del animal. Si bien esta constituye una administracion sistemica de 

la droga, la organizacion del sistema circulatorio de dedpodos y la ausencia de 

una barrera hematica endotelial (Abbot, 1970) proveen de una rapida y efectiva 

llegada de las drogas a 10s ganglios nerviosos. 

El volumen de hemolinfa estimado en 10s animales utilizados es de 

aproximadamente 5 ml, 30% de su peso corporal (Gleeson & Zubkoff, 1977). 

Este volumen de hemolinfa y el volumen de la inyecciones implica una dilucibn 

de la concentration de droga en la hemolinfa del cangrejo a aproximadamente 

I pM. 

La manipulacion propia de la inyeccion, y el volumen de vehiculo administrado 

han demostrado no afectar la reactividad o capacidad de aprendizaje del 

animal. 

3.2.2 Procedimiento experimental 

Cada experimento incluyo dos sesiones: la sesion de entrenamiento y la sesion 

de evaluation, separadas entre si por un intervalo de 24 h, except0 en un 

experimento en el cual el intervalo fue de 48 h. 

Cada experimento se conform6 por un grupo de animales entrenados (ENT) y 

un grupo de animales que permanecio en el context0 de entrenamiento por el 

mismo tiempo que 10s animales ENT pero sin recibir estirnulacion (CTX). Cada 

uno de estos grupos fue dividido en dos para recibir inyeccion de solucion 

salina (Sal) o del inhibidor de PKA (Inh) quedando asi conformados 4 grupos: 

Contexto - Salina 

En trenado - Salina 

Contexto - lnhibidor 

Entrenado - lnhibidor 

(CTX-Sar) 

(ENT-Sal) 

(CTX-Inh) 

(EN T-lnh) 

Dado que en la poblacion de cangrejos utilizada puede existir heterogeneidad 

de la respuesta de escape, previo al inicio de la sesion de entrenamiento 10s 

animales eran sometidos a una prueba de reactividad: esto es, una vez 

colocados en el actometro antes de comenzar el entrenamiento 10s animales 

eran sometido a un ensayo unico de estimulacibn y de acuerdo a la reactividad 
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inicial mostrada en este ensayo eran ordenados y distribuidos en grupos 

experimentales homogeneos. Este procedimiento asegura una respuesta 

media de escape similar entre grupos al inicio de 10s experimentos y una 

distribucion homogenea de animales con alta y baja respuesta de escape. 

Los protocolos de entrenamiento utilizados en este capitulo fueron de tipo 

espaciado y masivo conformados por 15 y 300 ensayos respectivamente. En 

ambos casos la duracion total del entrenamiento fue de 5 minutos de 

adaptacion al actometro y 45 minutos de estimulacion. Para mas detalle del 

diseAo del entrenamiento ver "Materiales y metodos generales" (Capitulo 11). 

lnmediatamente despues del entrenamiento 10s animales eran retirados del 

actometro y alojados en recipientes individuales hasta la sesion de evaluacion. 

En la sesion de evaluacion todos 10s animales eran colocados en el actometro, 

dejados 5 minutos para la adaptacion y luego todos 10s grupos, entrenados y 

no entrenados recibian seis ensayos presentados con la misma frecuencia con 

la cual fueron presentados durante el entrenamiento. 

Las inyecciones fueron realizadas a distintos tiempos respecto del 

entrenamiento y de la evaluacion de acuerdo a lo indicado en el experimento. 

El tiempo requerido para inyectar un animal es de aproximadamente 15 

segundos. 

3.2.3 Evaluacion de la retencion y del efecto amnesic0 

Para el analisis de un posible efecto de la droga durante el entrenamiento, en el 

caso de inyecciones pre-entrenamiento, se realizo un ANOVA de medidas 

repetidas de la respuesta de escape durante el entrenamiento para animales 

inyectados con solucion salina y con droga. 

La evaluacion de la memoria de largo termino se bas0 en la respuesta de 

escape durante la sesion de evaluacibn, por comparacion entre lairespuesta de 

10s animales entrenados y la de 10s animales que solo habian permanecido en 

el context0 sin ser entrenados. Se consider6 que habia retencion de la 

respuesta aprendida, cuando se obtenian respuestas de escape 

estadisticamente mas bajas en 10s animales entrenados que en 10s no 

entrenados. El anelisis estadistico se bas6 en tres comparaciones   lane ad as 
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basados en un ANOVA de medias pesadas con a = 0,05, de acuerdo al 
siguiente esquema: 

1. La respuesta de escape del grupo ENT-Sal debe ser significativamente 

menor que la del grupo CTX-Sal para comprobar que existe retencion de la 

respuesta aprendida, de acuerdo con lo esperado para un protocolo de 

entrenamiento fuerte. Para el objetivo de 10s experimentos en este capitulo 

es condition que se cumpla dicha diferencia. 

2. Diferencias significativas entre la respuesta de escape de 10s animales sin 

EFECTO 

Prueba del efecto d d  

en trenamamien f o 

Prueba de posibles efectos 

inespecificos de la droga sobre la 

respuesta de escape 

Prueba el efecto AMNESICO del 

Inhibidor de PKA 

.I 

2 

3 

entrenamiento con distintas inyecciones (CTX-Sal vs CTX-lnh) revela un 

efecto inespecifico de la droga. Si esta comparacion muestra diferencias 

significativas, entonces invalida el experimento, el hecho de que diferencias 

en el escape estan dadas por la droga en si y no por el efecto de la droga 

sobre el aprendizaje. 

Comparaciones 

Planeadas 

C7X- Sal vs ENT- Sal 

C W -  Sal vS C n -  lnh 

CTX-Inh vs ENT-lnh 

3. La ausencia de diferencias significativas entre la respuesta de escape de 

10s animales CTX-lnh y ENT-lnh revela ausencia de retencion y por lo 

tanto el efecto amnesic0 de la droga, siempre y cuando se cumplan las 

condiciones planteadas para las comparaciones anteriores 1 y 2. Las 

diferencias significativas en la comparacion 3 indican que la droga a la 

dosis utilizada no posee efecto sobre la memoria. 
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El analisis fue realizado para cada uno de 10s ensayos de la sesion de 

evaluaci6n. Sin embargo la interpretacion de 10s efedos del entrenamiento 

espaciado fue centrada en el primer ensayo de la sesi6n de evaluacion que es 

el ensayo que distintivamente evidencia a la memoria contexto-sefial (MCS). 

En contraposicidn el analisis de la memoria serial (MS) se bas6 exclusivamente 

en el analisis del denominado bloque de re-entrenamiento, bloque que 

comprende del ensayo 2 a16 de la sesi6n de evaluacion. 

3.3 Resultados 

3.3.1 La inhibicion de PKA durante el entrenamiento disrumpe 

el proceso de consolidacion de la memoria contexto-seiial 

Previamente se ha reportado (Romano et al., 1996 b) que el inhibidor de PKA 

Rp-8CI-CAMPS a una dosis de 0,5 pgr por animal muestra efecto amnesico 

cuando es administrado inmediatamente antes o despues de un entrenamiento 

espaciado. Sin embargo, en sucesivas repeticiones de este experiment0 la 

administracion del inhibidor en forma posterior a1 entrenamiento mostro no 

tener un efecto amnesico solido como el observado para la administracion 

previa a1 entrenamiento. La inhibicion de PKA posterior a1 entrenamiento mostro 

efectos amnesicos erraticos incluso a pesar de haber elevado la dosis del 

inhibidor al doble y la cuadruple de la utilizada normalmente (0.5 ; 1 y 2 

pgrlanimal). Estas diferencias entre 10s efectos de la administracion previa y la 

posterior al entrenamiento llevaron a pensar que PKA cumpliria un papel muy 

temprano en el proceso de formation de la memoria, ya sea en la etapa de 

adquisicion del aprendizaje o en la induction del proceso de consolidacion. 

Con el objetivo de esclarecer esta hipotesis se realiztj una serie de 

experimentos con inyecciones del inhibidor de PKA muy cercanas al momento 

de entrenamiento rnanteniendo la dosis utilizada del inhibidor a 2 pgrlanimal. 
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En un primer experiment0 se inyecto el inhibidor de PKA inmediatamente antes 
del entrenamiento espaciado. Se registro la curva de entrenamiento para 

animales inyectados con solucion salina y para animales inyectados con droga. 

Simultaneamente se registrb tambien la actividad basal o exploratoria de 10s 

animales que permanecieron en el context0 sin ser estimulados. En la figura 

3.2 se puede observar el nivel de actividad y la respuesta de escape para 10s 

cuatro grupos. 

+ CTX - Sal 
+- ENT - Sal 
+ CTX - Inh 
+ ENT - Inh 

1  2  3  4 5  6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5  
ensayo 

Figura 3.2 Sesi6n de Entrenamiento. 15 minutos antes del Anamiento 10s 

animales hen inyectados con solucion salina o inhibidor de PKA. El @CO representa 
la media y ES de la respuesta de escape (rojo) o actividad exploratoria (verde) de 33 

animales en cada grupo durante la sesion de entrenamiento. El inhibidor de PKA no afectb 

la respuesta de escape, la adquisicibn de la respuesta habituada ni la actividad exploratoria. 

ANOVAs de medidas repetidas 2 x 15 entre 10s grupos inyectados con droga y 

solucion salina, no muestra diferencias significativas en la respuesta de escape 

o actividad exploratoria. El entrenamiento si demostro efecto significative a lo 

largo de 10s ensayos: F14, 532 = 26,6 pc0.01. Estos resultados indican que la 

nhibicion de PKA durante el entrenamiento no interfiere la adquisicion del 

aprend izaje. 
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La retencion a largo termino fue evaluada en estos mismos animales 24 horas 

despues del entrenamiento. La figura 3.3 muestra la respuesta de escape en 

10s seis ehsayos de la sesion de evaluacih y resalta en detalle el primer 

ensayo que mejor evidencia la memoria contexto-seiial inducida por un 

entrenamiento espaciado. 

primer ensayo 

CTX ENT CTX ENT 1 2 3 4 5 6  1 2 3 4 5 6  

Sal Inh ensayo 

Figura 3.3 Sesibn de Evaluacibn, Inhibicibn de PKA Pre-entrenamiento. 
15 minutos antes del entrenamiento los anhales fueron inyectados con solution salina o 
inhibidor de PKA. Los @cos representan la media y ES de la respuesta de escape durante la 
sesiun de evaluacion de la memoria de largo ttnnino (n = 33 ). * p < 0.05 y ** p < 0.01. 

De acuerdo con lo esperado, comparaciones ptaneadas del primer ensayo en la 

evaluacion de la memoria de largo termino muestran una seduction significativa 

de la respuesta de escape de 10s animales entrenados y que recibieron 

inyeccion de solucion salina respecto de 10s animales no entrenados (F1, 128 = 

13,23 p < 0,01 ) y un efecto amnesico del inhibidor de PKA como lo muestra la 

falta de diferencias entre 10s animales entrenados y no entrenados inyectados 

con el inhibidor de PKA. La extensio~ del gnalisis af resto de 10s ensayos 

muestra diferencias significativas en el segundo (F 1,128 = 5,37 p< 0,051 y tercer 

ensayo (F 1,128 = 6,28 p< 0,05) entre ios grupos inyectados con solucidn salina. 

Los contrastes para el resto de la evaluacih entre 10s gnrpos inyectados con 

inhibidor, contrariamente a la amnesia observada para el primer ensayo, si 

revelan retencion en el segundo (F I, 128 = 7,38 p < 0,01), tercer (F 1,128 = 18,251 

p < 0,01), cuarto (F 1, 128 = 11,22 p c  0,OI) y quinto ensayo (F I, 128 = 3,87 p < 



0,05). Si se considera al bloque de re-entrenamiento en su COI" IJU~~Q Cbkque 2- 

6), se observan diferencias significativas tanto entre 10s grupos inyectados con 

solucion salina (F 1,128 = 4,43 p -= 0,05) como en 10s tratados con droga (F 1 ~ 7 %  

= 13,08 p < 0,01). En ningtin ensayo se observaron diferencias significativas 

entre grupos no entrenados y con distintas inyecciones. 

Estos resultados confirman 10s reportes previos acerca del efecto amnesico de 

la administration de inhibidor de PKA inmediatamente previa al entrenamiento. 

Este efecto amnesico no se expresa inmediatamente durante la memoria de 

corto termino y no impide la adquisicion del aprendizaje como lo muestra la 

falta de efecto de la droga sobre la disminucion de la respuesta de escape 

durante el entrenamiento. Por otro lado la inhibicion de PKA solo afecta la 

evoca&n durante el primer ensayo de la sesi6n de evaluacE6n y no durante la 

fase de re-entrenamiento. 

En el siguiente experiment0 el inhibidor de PKA fue administrado 

inmediatarnente despues de finalizado el entrenamiento (figura 3.4) 

primer ensayo re-entrenamiento 

CTX ENT CTX ENT 

Sal Inh 
1 2 3 4 5 6  1 2 3 4 . 5 6  

ensayo 

Figura 3.4 Sesicin de Evaluaeicin, Inhibieicin de PKA post-entrenamiento. 
Inmediatamente despuk del entrenamiento 10s animales fueron inyectados con solucion salina o 
inhibidor de PKA. Los m c o s  representan la respuesta de escape (media + ES) durade la 

sesibn de evaluation para cada grupo de animales (n= 33). * p < 0.05 y ** p < 0.01. 

La comparacion planeada entre 10s grupos inyectados con solucion salina 

muestra diferencias significativas entre animales entrenados y no entrenados 

desde el primer ensayo de acuerdo a lo esperado para un entrenamiento 
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espaciado (F 1,128 = 4,17 p < 0,05). El efecto del entrenamiento se confirma con 

diferencias significativas a lo largo de la curva de re-entrenamiento: ensayo 2 (F 

1,128 = 4,99 p c 0,01), ensayo 3 (F 1 ~ 1 2 ~  = 14,14 p CO101), y ensayo6 (F 1,128 = 

5,93 p < 0,OI) y para el conjunto del bloque de re-entrenamiento (F 1,128 = 7,96 

p < 0,OI). La inhibicion de PKA posterior a1 entrenamiento no muestra efecto 

amnesico como lo revela la retencibn de 10s animales entrenados (figura 3.4). 

Comparaciones planeadas entre animales inyectados con droga, entrenados y 

no entrenados, muestran diferencias significativas a lo largo de la sesion de 

evaluacion, pero esencialmente de acuerdo a los efectos del entrenamiento 

espaciado desde el primer ensayo (F 1,128 = 6.37 p < 0,05), ensayo 2 (F 1,128 = 

5,83 p < 0,05), ensayo 3 (F I, 128 = I I ,70 p < 0101), ensayo 4 (F I, 128 = 11,78 p < 

0,OI) y ensayo 5(F 1,128 = I I ,83 p < 0,Ql) y diferencias tambibn para el bloque 

de re-entrenamiento (F I, 128 = 12,76 p < 0,OI). NO se observaron diferencias 

entre la respuesta de escape de 10s animales .no entrenados inyectados con 

solucion salina o con droga. 

Los resultados de este ljltimo experimento confirman que la activation de PKA 

necesaria para la consolidacion de la memoria es un evcnto temprano y que se 

reduce al tiempo del entrenamiento. La inhibicion de PKA inmediatamente 

posterior a 10s 15 ensayos del entrenamiento no mu stra efecto amnesico. t 
Con el objetivo de acotar aljn mas el period0 de dependencia de actividad de 

PKA para la consolidacion de la memoria de largo termino, en el siguiente 

experimento redujimos el tiempo de duracion del entrenamiento. En 10s 

experimentos anteriores el tiempo total de entrenamiento fue de 45 minutos 

correspondientes a 15 ensayos espaciados por intervalos de 3 minutos. Dado 

que entre I 0  y 15 ensayos existe un nljmero critic0 de ensayos que es 

necesario para inducir la formation de memoria de largo termino (Pedreira et ' 
al., 1998), 10s ensayos fueron solo reducidos a 12, lo que implica una reduccion 

del tiempo total de entrenamiento a 36 minutos. El intervalo entre ensayos fue 

mantenido fijo en 3 minutos dado que la reduccion del intervalo entre ensayos 

lleva a modificar drasticamente la respuesta aprendida. 

En la figura 3.5 se muestra la respuesta de escape en la sesion de evaluacion. 

De acuerdo al protocolo de entrenamiento utilizado, que corresponde a una 

condicion intermedia entre un protocolo debil y uno fuerte, se obtuvieron 



m solucih salina que se encuentran en eI limite de la significamia. Las 

comparaciones planeadas mestran una reduccion significativa de la mspuesta 

del gmpo entrenado en el primer (F 1, = 3,89 p < 0,05) y en el cwarto emayo 

(F ,, 9s = 4,26 p < 0,05). La administracbjn del inhibidor de PKA inrnediatammte 

despu6s del ensayo 12 mosho un completo efecto amdsico evidemiado golr la 

falta de diferencias significativas enire 10s animabs entrenadas y no 

entrenados. No se observaron tampoco diferencias entre 10s animales no 
entrenados inywtados con distintas soluciones. Estos resultados indican que 

inmediatamente despues de 12 ensayos el proceso de msolidaci6n es d m  

labil a la inhibicion de PKA. 

primer ensayo 

CTXENTCTXENT 1 2  3 4 5 6 1 2  3 4 5 6 

Sal Inh ensay0 

Figura 3.5 Inhibieibn de PKA luego de 12 ensayos de entrenamiento. El 
entrenamiento h e  reducido a 12 ensayos e M a t a m e n t e  despuCs 10s animales recibieron 

inyeccion de solucion salina o inhibidor de PKA. Los ghficos muestran la respuesta de escape 

(media * ES) durante la sesion de evaluation de la memoria de largo tCnnino para cada grupa de 

M e s  (n= 25). * p < 0.05 y ** p < 0.01. 

En su conjunto, 10s resultados de esta seccion sugieren que la activacion de 

PKA es un evento temprano de la consolidation y que el efecto de su inhibicion 

se evidencia recien en la memoria de largo tbrmino. 
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3.3.2 Existe un segundo periodo posterior al entrenamiento en 

el cual la memoria es sensible a la inhibid611 de PKA 
i;; 

Un hallazgo recurrente en el estudio de 10s mecanismos que sybyacen la 
. .  . 

memoria, es que cambios y requerimientos bioquimicos abservad* , durante 

etapas muy temprana o inmediatas al entrenamiento se r e i d  
- 5, ' ' . en etapas tardias l e l  broceso de fprrriaci6n de memoria. : . . 

.> ; : A- a : . -  t$ - ,, < . - '35 

Estos antecedentes, basados en diferentes modelos y 

mostrado, en el periodo de consolidation, segundas ventanas de dependencia 

de la sintesis proteica (Grecksch & Matthies, 1980; Freeman et al., 1995), de la 

glicosilacion de proteinas (Scholey et al., 1993) y de la activacion de PKA 

(Bernabeu et al., 1997, Bourtchouladze et al., 1998). Estos antecedentes 

provienen de investigaciones realizadas en modelos de vertebrados. 

A pesar de 10s resultados de la seccibn anterior que demuestran que la 

activacibn de PKA en la formacibn de la memoria contexto-seiial del cangrejo 

Chasmagnathus tiene un papel muy temprano en el proceso y restringido al 

tiempo del entrenamiento, el objetivo de la siguiente serie de experimentos fue 

evaluar el posible papel de PKA en etapas posteriores o tardias del proceso de 

consolidaci6n. 

En un primer experiment0 se inyect6 el inhibidor de PKA (2 ygrlanimal) dos 

horas despues de finalizado el entrenamiento espaciado de 15 ensayos. La 
. - <. 

respuesta de e&ape durante la sesion de evaluaci6n se muestra en dgrafico 
J - 

3.6. Comparaciones planeadas del primer ensayo de - ,  .b e+B~uacii$&ve~an 
' r  

: ' A',,~ 
diferencias significativas entre animales entrenados y no enb;eha@os ir&&tados 

con soluci6n selina ( F, 1,116 = 17,12 p c 0,01 ) o inyect* 6 d r t q j a . ~ ~  I, 116 = 
5 .. . ,< .- . 

7,01 p a o,@ Eslos resultad* r&e$n el efecto pro$&del.;entrena&nto . -. e 

, * de 
15 ensayos espaciados y la ausencia de efecto amnesico por la inyeccion del 

inhibidor 2 horas despues del entrenamiento. La extension del analisis a los 

ensayos de la fase de re-entrenamiento muestran diferencias entre 10s grupos 

inyectados con salina en el segundo ( F 116 = 7,02 p < 0,01 ), tercer ( F ,, 116 = 

4,47 p < 0,05), cuarto ( F  1,116=4,48 p<0,05) ysextoensayo(F 1,116=4,19 

p < 0,05) y para 10s grupos inyectados con inhibidor en el segundo ensayo ( F 

116 = 4,21 p < 0,05). 
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primer ensayo re-entrenamien€o 

, -  - .-. < CTX ENT CTX ENT 1 2 3 4 5 6  1 2 3 4 5 6  

,- -.. . Sal Inh ,. ensayo 

Fignra 3.6 Inhibici6n de PKA 2hs post-entrenamiento. 2hs -6s de un 
entrenamiento espciado de 15 ensayos 10s mimales recibieron inyeccibn de s 0 1 ~ 6 n  salina 
o inhibidor de PKA. Los gdficos mu- la respuesta de escape (media k ES) durante la 

sesion de evaluacibn de la memoria de largo tknino para cada grupo de mimales (n= 30). 
* p < 0.05 y ** p < 0.01. 

,,= 7 ,+ t - 
.# . -3 

En un siguiente exprimento la inyecciun de Rp-8CI-CAMPS fue realizada 4 

horas despues de finalizado el entrenamiento de 15 ensayos espaciados. La 

sesion de evaluacion se muestra en la figura 3.7. ' 

primer ensayo re-entrenamiento 

* + CTX-Sal ! , -+ CfXAnh 

-0- ENT-Sal + ENT-lnh 

d: , .;.E bye' 

C1 ENT CTX ENT 1 2 3 4 5 6  1 2 3 4 5 6  

Sal 
*:I 8- I z .  

Inh I ensap 
, *.3 ,T,k c-:.~ ., 8 

<, .:-,:?!-'*, :*;115j,i7, - <  ' -. 
Figura 3.7 Inhibicibn de PKA 4hs post-en&enamiento. 4hs deq& de un 
entrenamiento espaciado de 15 ensayos 10s animales reciiieron inyecci6n de solucion 

salina o inhibidor de PKA. Los grhficos muestran la respuesta de escape (media * ES) 

dmmte la sesi6n de evaluacibn de la memoria de largo tdrmino para cada grupo de 
animales (n= 32). * p < 0.05 y ** p<  0.01. 
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Como lo revela el analisis del primer ensayo, una clara diferencia fue 

observada entre 10s animales entrenados y no entrenados inyectados con 

solucion salina ( F 124 = 5,41 p < 0,05), y no se observa esta diferencia entre 

10s animales entrenados y no entrenados que fueron inyectados con el inhibidor 

de PKA. Comparaciones planeadas entre 10s animales no entrenados 

inyectados con solucion salina o con dmga no muestran efecto del inhibidor 

sobre la respuesta de escape, indicando que el efecto de la droga en 10s 

animales entrenados se trata de un efecto amnesico. Este efecto amnesico no 

se observa en la fase de re-entrenamiento. Comparaciones planeadas 

muestran retencion en 10s animales entrenados inyectados con solucion saiina 

tambien en el segundo ( F 2 ,  124 = 5,41 p < 0,05), tercer ( F 1,124 = 6,53 p < 

0,05), y cuarto ensayo ( F ,, 124 = 3,93 p < 0,05), bloque de re-entrenamiento ( 

F I, 11s = 4,97 p < 0,05) y en 10s inyectados con droga en el tercer ( F 1, 116 = 

4,23 p < 0,05), y cuarto ensayo ( F 1, 116 = 5,69 p < 0,05) , bloque de re- 

entrenamiento ( F $, 116 = 3,86 p < 0,05). 

En el siguiente experiment0 la inhibicion de PKA se desplazo a 8 horas 

despues del entrenamiento. En la figura 3.8 se muestra la respuesta de escape 

durante la sesion de evaluacion. 

primer ensayo re-entrenamiento 

CTX ENT CTX ENT 1 2 3 4 5 6  1 2 3 4 5 6  

Sal Inh ensayo 

Figura 3.8 Inhibicihn de PKA 8hs post-entrenamiento. 8hs d-6 de 

un entrenamiento espaciado de 15 ensayos 10s animales recibieron inyeccion de solucion 

salina o inhibidor de PKA. Los @COS muestran la respuesta de escape (media ES) 

ciumte la sesion de evaluaci6n de la memoria de largo thuino para cada grupo de 

animales (n= 32). * p < 0.05 y 3;* p < 0.01. 
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Comparaciones pianeadas del primer ensayo entre 10s grupos inyectados con 
soluci6n salina muestran una alta retention en 10s anirnales entrenados (F 1,124 

= 12,64 p < 0,05) y contrariarnente no se observan diferencias entre 10s grupos 

inyectados con inhibidor de PW. Si bien la respuesia de escape de ios 

animales no entrenados inyectados con droga es menor a la de los anlrnales 

inyectados con soiucion salina estas difsrencias no son signifiativas. De 

manera similar a la administtacion de la droga 4 horas despuks dei 

entrenamiento, la inhibici6ri de B W  8 hcrras desgu6s del entrertarniento posee 

efecto amn6:;ico. En la fase de re-entrenamiento se observan diferencias 

significativas entre ios animaies inyectados con soiuci6n safina para ei segundo 

(F 1, 124 = 5,15 p < 0,05), tercer (F 1,124 = 4,80 p < 0,05), cuc?rto (F 1,124 = 5,42 p 

< 0,05) y quinto ensayo (F 1,124 = 'l1,42 p < 0,89 y bbloque be re-entrenzmiento 

(F 1, 124 = 6,84 p < 0 , O l ) .  Las diferencias inducidas por el entrenamiento entre 

animafes inyectados con el inhibidor de PF41 se observan en el segundo (F 1,124 

= 4,83 p < 0,05) , y sexto ensayo (F 1, 1z4 = 4,82 p < 0,05) y resulta 

significativamente menor ei bioque cfe re-entrenamiento en su conjunto (F 1,124 

= 3,86 p < 0;05). 

En el siguiente experimento la jnyeccion del inhibidor de PtG4 se realizu a las 

12 horas despuhs de finalizado el entrenamiento. CGando se reaiizci este 

experirnento de acuerdo al disefio de 10s anteriores, respetando ef intervaio 

entre sesiones de 24 hsras, se obseiv6 que el inhibidor be PiOi provocaba una 

reduction significativa de la respuesta de escape en ios anirnafes no 

entrenados. Este efects fue considerado eomo un efeeto inespecifico de ia 

droga que se evicjencia alrecjedor cie las 12 horns desgsr6-s de !a 

adrninistraciun. Este eiecio no vcurre irtm~diaiarnc~ despu6s de ia 

administracion como se observ6 en el experirnento c: *. iyeccidr ;revia al 

entrenamiento, ni tampoco cuancio el intenralo entre ia inyeccidrn y ia 

evaluation es mayor a 12 horas, de acuerdo a lo observado en los 

experimentos anteriores. Aprovechat~do que ia memoria contexto-seAal 

muestra una buena retencibi? hasta ai menos 5 dias despues def entr2narniento 

(Hermitte et a{., 1999), se repitit5 ei experimento administrando ia inyeccion del 

inhibidor 12 horas despues dei entrenamiento pero proiongando el intervato 

entre sesiones a 48 horas. 
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Figura 3.9 Inhibicibn de PKA 12hs post-entrenamiento. 12hs despks de un 
entrenamiento espaciado de 15 ensayos 10s axximales recibieron inyeccion de mlucion salina o 
inhibidor de PKA. Los grams muestran la respuesta de escape para cada grupo (media * ES) 

durante la sesion de evaluacion de la memoria de largo tkrmino 48 hs despks del 

entrenamiento (n= 20). * p < 0.05 y ** p < 0.01 

De acuerdo a lo esperado para un entrenamiento de 15 ensayos espaciados, 

10s animales entrenados e inyectados con solucion salina mostraron una buena 

retencion en la sesion de evaluacion para el primer ( F 1,97 = 557 p < 0,05 ) y 

segundo ensayo (F 1, 97 = 3,77 p < 0,05). Doce horas despds del 

entrenamiento la inhibition de PKA no mostro efecto amnesico como lo 

evidencian las diferencias significativas obtenidas entre animales entrenados y 

no entrenados inyectados con el inhibidor de PKA. Una buena retencion de la 

respuesta aprendida fue obtenida para el primer (F 1, 97 = 16,53 p < 0,OI) , 

segundo (F 1,97 = 8,05 p < 0,05), tercer (F 1.97 = 8,63 p < 0,05) y sexto ensayo 

(F 1,97 = 6,84 p < 0,05), bloque de re-entrenamiento (F 1,97 = 6,99 p < 0,05) . 

Los experimentos en esta segunda seccion de experimentos rnuestran la 

existencia de un segundo periodo durante la consolidation de la mernoria 

contexto-seiial en el cual el inhibidor de PKA posee efecto amnesico. Este 

efecto se evidencio en una amplia ventana entre las 4 y 8 horas despues del 

entrenamiento. 
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3.3.3 La inhibicion de PKA no interfiere con la evocacion 

Hasta aqui, 10s experimentos han abordado preguntas acerca de si la 

activaci6n de PKA es un mecanismo necesario para ta adquisicidrn y o la 

k consolidaci6n de la memoria de largo termino. En esta seccibn el objetivo es 

determinar si k actividad de PKA es necesaria durmte ta ljltima fase de la 

memoria, la evocacion. 

5 En el siguiente experimento, se repitier~n las condiciones experimentales y de 

- . entrenamiento para inducir una buena retencih de la memoria contgxto-seAal 

a largo termino y quince minutos antes de la sesibn de evaluacion se administrb 

2 ugrfanimal del inhibidor de PKA o solucibn salina. La respuesta de escape 

durante la evaluaci6n se muestra en la figura 3.10. 

primer ensayo re-entrenamiento 
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Figura 3.10 Inhibicibn de PKA durante la evocrteihn. 15 minutos antes la sesih 

de evaluacion de la memoria de Iargo tkrmino, 10s anhales recibieron inyeccion de solucibn 

salina o inhibidor de PKA. Los m c o s  muestran la respuesta de escape durante la sesion de 

evaluacibn para cada grupo (media * ES) (n= 32). * p < 0.05'~ ** p < 0.01 

Una buena retention se obtuvo practicamente para todos 10s ensayos de la 

evaluacion tanto en animates inyedados con salina como inyectados con 

droga. Comparaclones planeadas entre tos grupos entrenados y no entrenados 

inyectados son solucion salina muestran diferencias significativas en el primer 

(F 1, 124 = 12,16 p < 0,01), segundo (F 1, 124 = 11,36 p c 0,01), tercer (F 1, 124 = 

14,78 p c 0,05), cuarto (F 9 ,  124 = 10,45 p < 0,01), quinto (F 1, 124 = 5,63 p < 



0,05), sexto ensayo (F 124 = 10,M p < 0,Ol) y el bloque de re-entrenamiento 

en su conjunto (F 1,124 = 16,53 p < 0,Ol). El inhibidor no mostro ntngljn efecto 

amnesic0 como io demuestran las diferencias significativas entre grupos 

entrenado y no entrenado inyectados con droga en el primer (F 1,124 = 4,44 p < 

0,05), segundo (F 1,7z4 = 12,03 p < 0,01), tercer (F 2 ,  ,z4 = 6,54 p < 0105), ciiarto 

(F 1,124 = 4,64 p < O,U5), sexto ensayo (F 1, 124 = 4,12 p < 0,05) y bloque de re- 

entrenamiento (F 1,1z4 = 11 $30 p < 0,Ul). 

Estos resuitados indican que el inhibidor de PKA, Rp-8CI-CAMPS, al menos a 

una dosis que si resulta disruptor para la consolidacion, no interfiere con la 

evocation de la memoria. 

3.3.443 inhibic56n de P W  no impide la formaci6n de memoria 

sefial inducida por ken .e:2trenamiento masivo 

Como fue previarnente explicado en el capitulo 1 de esta tesis, el intervalo entre 

ensayos dentro def sntrenamiento constituye una variabie con drasticos efectos 

en et aprendizaje y en la formacibn de memoria de largo termino. El 

acortamiento del intervalo entre ensayos lleva a una notable reducci6n de 10s 

niveles de retencion de la memoria contexto-seaal e induce la formacion de una 

memoria de caracteristicas completamente distintas, denominada memoria 

setial que esencialmente se diferencia de la memoria contexto-sefial por sus 

caracteristicas no asociativas y por el tipo de respuesta aprendida que el 

animal desarrolla. La existencia de estos dos tipos de memorias en las cuales 

el solo cambio de la distribucion temporal de 10s mismos estiinulo desencadena 

conductas y procesos cognitivos distintos brinda un sistema que permite 
1 diferenciar a las vias de transduccion y procesos ceiulares involucrados en la 

transduccion de estimulos de 10s involucrados en el procesamiento de la 

informacion y en el desarrollo de la marca mn6sim. % I 
\ 

En 10s experimentos basta aqui mencionados se ha comprobado y estudiado la 

dependencia temporal de ia actividad de PKA para la formacion de la mernoria 

contexto-sefial. El objetivo del proximo experiment0 es determinar si la 

inhibici6n de PKA tambien afecta la formacion de la memoria sefial. 



300 eflsaycrs que es sabido que induce una buena retenci6n de la memoria 

setial (MIS) al menos por 3 dias despues del entrenamiento (Hermitte et al., 

1999). Este protomlo tiene, a! igual que et espacido, una duraci6n total de 45 

minutos. Dado el interes de comparar rnecanisticamente a la memoria sekl de 

la memria context0 setiat, el inhibidor de FKA (2 pgrlanimat) se administr6 

inmediatamente antes del entrenamiento, que de acuerdo a 10s fesuitados 

anteriores resulta critico para la formacih de la mrnoria contexto-setial. 

re-entrenarniento Moque ensayos 2-6 

CTX ENT CTX ENT 

Sal Inh 

Figura 3.11 Inhibicibn de PKA durante un entrenamiento masivo 15 min. 
antes de un entrenamiento masivo 10s anbales recibieron inyeccion de solucicin salina o 
inhibidor de PKA. h s  @cos muestran la respnesta de escape durante la sesion de evaluacion 

para cada grupo (media * ES) (n= 40). * p < 0.05 y ** p < 0.01 

Los resultados mostrados en la figura 3.1 I muestran la respuesta de escape 

durante toda la sesi6n de evaluacion y el analisis detallado del bloque de re- 

entrenamiento, fase de la evaluacion que mejor evidencia la memoria setial. De 

acuerdo con lo esperado para un entrenamiento masivo no se observan 

diferencias en la respuesta de escape del primer ensayo y si se obsewa 

retencion en la fase de re-entrenamiento para el grupo de animales entrenados 

e inyectados con solucion salina. Comparaciones planeadas muestran 

diferencias significativas en el segundo (F 1,156 = 5,93 p < 0,05), tercer ensayo 

(F qss = 7,10 p < 0,OI) y para el bloque de re-entrenamiento (F 1,156 = 4,14 p < 

0,05) entre 10s animales inyectados con solucion salina. La comparacidrn entre 
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animales inyectados con el inhibidor de PKA muestra tambien diferencias 

significativas en ta fase de re-entrenamiento, en el segundo (F 1,156 = 9,98 p < 

0,01), cuarto ensayo (F 156 = 4,64 p < 0,05) y bloque de re-entrenamiento (F 1, 

155 = 5,29 p < 0,05). Las comparaciones planeadas no mostraron diferencias 

entre 10s animales no entrenados inyectados con solucion salina o con 

inhibidor. 

Estos resultados indican que la administracion de 2 pgrlanimal del inhibidor de 

PKA no tiene efecto amnesic0 para la memoria sefial en las condiciones en que 

si lo demostrb para la memoria de tip0 context0 seiial. No debemos descartar 

posibles diferencias mecanisticas en la participation de PKA en la formacion de 

la memoria sefial para las cuales resulte insuficiente la dosis utilizada. Seria 

necesario evaluar dosis mas altas del inhibidor y probar otros tiempos de 

administracion para descartar definitivamente un papel de PKA en la formacion 

de la memoria seiial. 

3.4 Discusion 

Previo al inicio de esta tesis existian antecedentes provenientes de nuestro 

laboratorio que demostraban que la via de transduccion de AMPc-PKA 

participa en la formacion de la memoria contexto-seiial en el cangrejo 

Chasmagnafhus (Romano et al., 1996 a,b). Sin embargo, en esos trabajos la 

administraci6n del inhibidor de PKA habia sido restringida a tiempos cercanos 

al entrenamiento. Los experimentos en este capitulo constituyen un estudio 

detailado y sistematico de 10s requerimientos de PKA durante las distintas 

etapas de la memoria. Mediante una estrategia farmacologica reversible se ha 

inhibido PKA durante distintos periodos comprendidos desde la adquisicion 

hasta la evocation de la memoria y se ha determinado la existencia de al 

menos dos periodos criticos de dependencia de la actividad de PKA durante el 

proceso de consolidacion de la memoria contexto-seiial. Por otro lado se han 

obtenido evidencias que sugieren que la activacion de PKA no es una 

caracteristica comun de todos 10s procesos mnesicos. 
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3.4.1 Curso temporal de  la accion de PKA durante la 
consolidacion 

3.4.1.1 PKA durante la adquisicion 

La primera seccion de experimentos en este capitulo indica la existencia de un 

periodo de dependencia de PKA para la forrnacion de la memoria de largo 

termino restringido a una ventana temporal que coincide con el entrenamiento. 

La respuesta de escape inicial durante ei entrenamiento no fue afectada por la 

inhibicion de PKA, lo que permite descartar que el efecto amnesico se deba a 

un deterioro de las habilidades sensoriales o motoras del animal. Por otro lado 

el descenso de la respuesta de escape entre ensayos durante la sesion de 

entrenamiento no mostro diferencias entre animales inyectados con solucion 

salina o con inhibidor de PKA, lo que indica que la actividad de PKA no estaria 

involucrada en la adquisicion del aprendizaje. 

La inhibicion de PKA durante el entrenamiento, posee un efecto amnesico que 

se evidencia recien en la sesion de evaluacion de la memoria de largo termino, 

lo que permite concluir que la activacion de PKA posee un papel temprano y de 

expresion tardia en la memoria contexto-sefial. 

La inyeccion del inhibidor de PKA inmediatamente posterior al entrenamiento 

solo result6 amnesica cuando el entrenamiento se redujo en tiempo y nljmero 

de ensayos, de 15 a 12 ensayos, sugiriendo que la actividad de PKA durante 

10s primeros 40 minutos desde el inicio del entrenamiento, es la necesaria y 

suficiente para esa etapa de la consolidacion. 

En el modelo de memoria contexto-sefial del cangrejo Chasmagnathus existe 

un punto de inflexion entre 10s 10 y 15 ensayos del entrenamiento, de mod0 tal 

que 10 ensayos resultan insuficientes para inducir una memoria que perdure al 

menos por 24 horas y en cambio I 5  ensayos provocan una buena retention 

que perdura al menos por 5 dias (Hermitte et al., 1999). En una muy estrecha 

correlation con estos hallazgos, se ha observado tambien la existencia de 

dicho punto de inflexion a nivel molecular, ya que 15 o mas ensayos pero no 10 

o menos, inducen la activacion del factor de transcripcion NF-kB en cerebro de 

Chasmagnathus (Freudenthal 8 Romano, 2000), activacion que constituye un 

requerimiento fundamental para la forrnacion de la memoria de largo termino 



Capitulo 111: Resultados 

(Merlo et al., 2002). Estas obsewaciones a nivel comportamental y molecular 

sugieren que la induccion del proceso de consolidacion es de tipo "todo o nada" 

dependiendo de un numero umbral de ensayos entre 10 y 15. 

De acuerdo con 10s antecedentes (Romano et al, 1996b), sabemos que con un 

protocolo de entrenamiento debil, el proceso de consolidacion es facilitado por 

la activacion farmacologica de PKA. De dicha observation podemos concluir, 

que al menos uno de 10s factores que determinan la debilidad de un protocolo 

de pocos ensayos, es una actividad insuficiente de PKA. Estos resultados, 

sumados a 10s presentes que muestran que la inhibicion de PKA posee efecto 

amnesico despues de 12 ensayos y no de 15, indican que el punto de inflexion 

que existe entre 10 y 15 ensayos, estaria tambien relacionado con el nivel 

alcanzado de actividad de PKA. Un ntjmero minimo de ensayos es 

indispensable para alcanzar el nivel de actividad de PKA necesario en el 

proceso de consolidacion. Una vez alcanzada la actividad umbral de PKA, por 

ejemplo despues de 15 ensayos, la inhibicion de la misma ya no posee efecto. 

Esto indica que la accion de PKA en el proceso de consolidacion es anterior y 

no posterior al momento de haber alcanzado dicho umbral. De acuerdo a esta 

interpretation, el factor que vincula el nljmero de ensayos con una actividad 

umbral de PKA, es la acumulacion de un o varios substratos fosforilados por 

PKA y no el nivel de activacion de PKA en si mismo. 

En otras palabras, 10s resultados indican que la inhibicion de PKA despues de 

15 ensayos no posee efecto amnesico porque 10s substratos de PKA que 

deben ser fosforilados como parte del inicio del proceso de consolidacion ya 

fueron fosforilados y en cambio dicha situacion no es alcanzada en el 

entrenamiento de 12 ensayos. Sin embargo, si despues de doce ensayos PKA 

no es inhibida el protocolo de entrenamiento si resulta el suficiente para el 

proceso de consolidacion. Esto indica que despues dei ensayo 12 exsite un 

actividad persistente de PKA necesaria para el proceso de consolidacion . 

El numero de ensayos umbral para alcanzar la activacion necesaria de PKA e 

inducir el proceso de consolidacion podria variar entre individuos, epocas del 

aiio, etc.. ,posibilidad que resulta muy probable por el hecho de trabajar con 

poblaciones naturales sometidas a variaciones ambientales y estacionales no 

controladas. Esta consideracion provee una explicacion al hecho de que en 
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algunos casos si se haya observado efecto amnesic0 cuando la inyeccibn era 

administrada despues de 15 ensayos (Romano et al., 1996b). 

Sobre la base de 10s resultados con inhibicion de PKA proxima al 

entrenamiento podemos concluir que, en la forrnacion de la memoria contexto- 

sefial en Chasrnagnathus, la activaci6n de PKA no es necesaria para la 

adquisicion del aprendizaje, pero si resulta fundamental durante este periodo 

para el inicio del proceso de consolidacion. 

Estos resultados concuerdan con algunos aspectos y difieren con otros 

respecto de 10s hallazgos en otros modelos y paradigmas de aprendizaje. En el 

modelo de facilitacion pre-sinaptica que subyace la sensibilizacion en Aplysia 

se ha demostrado que la activacion temprana de PKA es fundamental en el 

proceso de formacion de la facilitacion de largo termino. Sin embargo, en 

contraste con 10s hallazgos en Chasmagnathus, el requerimiento de la 

activacion de PKA se extiende de manera continua por 10 horas aQn despues 

de la induccion (Hegde et al., 1997). Tambien en contraste con 

Chasmagnathus, se ha demostrado en Aplysia que la actividad de PKA es 

fundamental tambien para la adquisicion y para la expresion de la facilitacion 

de corto termino (Kandel & Schwartz, 1982). 

La existencia de una ventana de accion de PKA cercana al entrenamiento que 

es fundamental en la consolidacion de la memoria de largo termino ha sido 

probada tambien en mamiferos (Bernabeu et al., 1997 y Bourtchouladze et al., 

1998). A diferencia con 10s experimentos en cangrejo, en estos trabajos no se 

practico la administracion del inhibidor de PKA antes del entrenamiento sin0 

inmediatamente despues y en dichos casos y en contraste con lo observado en 

cangrejo fue reportado un efecto amnesic0 de la inhibicion post-entrenamiento. 

Cabe resaltar que el tip0 de entrenamiento utilizado en esos casos tiene una 

duracion de segundos a pocos minutos, mientras que el entrenamiento en 

cangrejo tiene una duracion de 45 minutos. Estas diferencias sugieren que en 

10s reportes en mamiferos la accion de PKA involucrada en la formacion de 

memoria tomaria lugar en 10s minutos posteriores a la experiencia que provoco 

el aprendizaje, mientras en cangrejo la accion de PKA ocurriria durante el 

transcurso del entrenamiento. 
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3.4.1.2 Segundo periodo de activacion de PKA 

El hallazgo de un segundo periodo de accion de PKA durante una etapa tardia 

de la consolidacion ha sido reportado previamente en mamiferos, para distintas 

especies y distintos paradigmas de aprendizaje. En ratas, la formacion de 

memoria de largo termino de una tarea de evitacion pasiva ha demostrado 

depender de la activacion de PKA en hipocampo en una ventana temporal 

entre 3 y 6 horas (Bernabeu et al., 1997). En correlation con estos 

requerimientos se ha encontrado aumento de la actividad de PKA y de la 

activacion del factor de transcripcion CREB durante estos periodos. En ratones, 

se ha encontrado tambien la existencia de dos periodos criticos para la 

formacion de la memoria de un condicionamiento aversivo, en 10s cuales 10s 

requerimientos de PKA coinciden ademas con la dependencia de la sintesis 

proteica (Bourtchouladze et al., 1998). 

En este capitulo se ha demostrado tambien la existencia de un segundo 

periodo de activacion de PKA durante la consolidacion de la memoria contexto- 

seiial en Chasmagnafhus. La inhibicion de PKA posee efecto amnesic0 

tambien entre 4 y 8 horas despues del entrenamiento. 

Durante la consolidacion de la memoria contexto-seiial en cangrejo se han 

encontrado tambien dos fases de activacion del factor de transcripcion RelINf- 

kB (Freudenthal & Romano, 2000) que coinciden con 10s periodos de accion de 

PKA. La relacion entre PKA y NFkB ya fue reportada en otros sistemas 

(Shirakawa et al., 1989; Shirakawa & Mizel, 1989; Zhong et al., 1998) y la 

posible vinculacion entre estas vias y el proceso de formacion de memoria esta 

siendo estudiada en cangrejo. 

3.4.1.3 La evocacion es independiente de PKA 

El hecho de que la administracion del inhibidor de PKA 15 minutos antes de la 

evaluacion no mostro efecto sobre la memoria contexto-seiial sugiere que la 

accion de PKA estaria especificamente involucrada en la consolidacion de la 

memoria y no en el proceso de evocacion. 

Estos resultados coinciden con lo observado para la evocacion de la memoria 

de largo termino en el modelo de facilitation pre-sinaptica en Aplysia. En dicho 
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modelo se ha demostrado que 10 horas despuhs de la induccibn de la 

facilitacion, la evocacion es independiente de la actividad de PKA (Hegde et al., 

1997; Chain et al., 1999), fenomeno que estaria directamente relacionado con 

la evocacion a partir de una marca mnesica estable. 

En ratas sin embargo, se ha demostrado que el nivel de activacion de PKA en 

hipocampo durante la sesion de evaluacion posee efecto sobre la evocacion, 

ya que la previa administracion a la evaluacion del inhibidor o activador de PKA 

tiene efecto amnesico o facilitador respectivamente (Szapiro et al., 2000). 

3.4.2 La activacion de PKA no es un requerimiento comun de 

todos 10s procesos mnesicos en Chasmagnathus 

Como ha sido previamente considerado, la presentacion masiva de 10s 

estimulos en el paradigma de Chasmagnathus induce la formacion de una 

memoria distinta a la memoria contexto-sefial y de naturaleza no asociativa. 

Esta memoria seiial, de duracion intermedia, se diferencia tambien en base 10s 

mecanismos que la subyacen ya que no es afectada por las drogas que si 

inducen amnesia de la memoria contexto-sefial, como ser cicloheximida 

(Hermitte et al., 1999) o scopolamina (Beron de Astrada & Maldonado, 1999). 

La activacion del factor de transcripcion RelINF-kB es inducida por el 

entrenamiento espaciado pero no por el entrenamiento masivo (Freudenthal et 

al., 1998; Freudenthal & Romano, 2000), sugiriendo que la participation de 

este factor transcripcion y posiblemente de toda la maquinaria de expresion no 

sea requerida para la retencion de la memoria seAa1. 

En el ljltimo experiment0 de este capitulo, el inhibidor de PKA no indujo 

amnesia de la memoria seAal cuando fue administrado en la dosis y momento 

en que si resulta amnesico para la memoria contexto-seiial. Este resultado 

sugiere que la via de transduccion de AMPc no esta involucrada en la 

formacion de la memoria sefial. 

Si embargo, cabe la posibilidad de que la consolidaci6n de este tip0 de 

memoria posea periodos de labilidad distintos a 10s de la memoria contexto- 

setial. A6n ante dicha posibilidad, esto resultados permiten diferenciar 
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mecanisticamente ambos procesos de consolidacion, y establecer que 10s 

requerimientos y mecanismos bioquimicos de la instalacion de una y otra forma 

de memoria divergen. 

3.4.3 Diseccion de la rnemoria contexto-sefial y la memoria 

seiial 

Una caracteristica fundamental de la memoria setial es que no se manifiesta 

desde el primer ensayo de la evaluacion sin0 en la fase de re-entrenamiento 

dado que el primer ensayo es necesario como recordatorio para su evocacion 

(Pedreira et al., 1998). En contraste, en la memoria contexto-sefial, la sola 

presentacion del context0 sirve de recordatorio y el animal muestra retencion 

desde el primer ensayo. 

Se ha demostrado que una buena retencion de la memoria seAal se induce con 

un entrenamiento de tip0 masivo y compuesto por un gran numero de ensayo 

(300 aprox.). La memoria contexto-seiial en cambio es inducida por un 

entrenamiento espaciado. 

Sin embargo, se ha propuesto que el entrenamiento espaciado induce la 

forrnacion de 10s dos tipos de memoria y que ambos se expresan en forma 

conjunta durante la evocacion, contribuyendo la componente de memoria 

contexto-setial a la evocacion durante la totalidad de 10s ensayos de la 

evaluacion y la memoria setial solo durante la fase de re-entrenamiento 

(Maldonado et al., 1997; Maldonado et al., 2001 ). 

Valiendose de agentes amnesicos especificos para uno u otro tip0 de memoria, 

es posible disecar ambas componentes de la memoria a partir de la retencion 

inducida por un entrenamiento espaciado. 

En el ljltimo experiment0 de este capitulo se demostro que la inhibicion de PKA 

no interfiere con la memoria setial y en 10s experimentos anteriores se puede 

observar que el efecto amnesico sobre la memoria contexto-setial estuvo 

restringido al primer ensayo. La retencion de la respuesta aprendida durante la 

fase de re-entrenamiento no se vio afectada. Este hecho sugiere que el efecto 

amnesico de la inhibiciun de PKA sobre la memoria inducida por un 
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entrenamiento espaciado interfiere especificamente con la consolidation de la 
componente contexto-sefial de la memoria y que la evocacion remanente 

observada durante la fase de re-entrenamiento es product0 de la memoria 

sefial independiente de PKA. Este hecho constituye una prueba mas de que la 

retencion 24 horas despues del entrenamiento espaciado esta compuesta por 

componentes asociativas y no asociativas que se expresan conjuntamente y 

basadas en mecanismos celulares distintos. 
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Proteina Quinasa dependiente de AMP ciclico 

en sistema nervioso de Chasmagnathus. 
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Capitulo IV: Resultados 

4.1 Introduccion 

Luego de que la proteina quinasa dependiente de AMPc fuera identificada en 

m13sculo esqueletico (Walsh et al., 1968), e higado de mamiferos (Langan, 1968), 

la existencia de esta enzima fue tambien probada en diversos tejidos y modelos 

animates evolutivarnente distantes y postulada como una mediador universal de 

10s efectos fisiol6gicos de AMPc (Kuo & Greengard, 1969). Se comprobo luego 

que el mecanismo de activacion de esta enzima consiste en la disociacion de 

subunidades regulatorias y subunidades cataliticas (Tao et al., 1970; Gill & Garren, 

1970; Kumon et al., 1970; Brostrom et al., 1971). Como fue presentado en la 

introduction de esta tesis, hoy en dia se sabe que en ausencia de AMPc, PKA es 

una holoenzima tretramerica enzimaticamente inactiva que consiste en dos 

subunidades cataliticas y un dimero regulatorio. El AMPc se une 

cooperativamente a dos sitios en cada una de las subunidades regulatorias 

reduciendo entre 4 y 5 ordenes la afinidad entre subunidades. Esto induce la 

separacion de un dimero regulatorio pegado a 4 moleculas de AMPc y dos 

subunidades cataliticas activas (Beebe & Corbin, 1986). 

El descenso de la concentraci6n de AMPc en la &lula induce la rapida 

reasociaci6n de la holoenzima. 

Las subunidades se encuentran usualmente presentes en cantidades equimolares 

(Hofmann et al., 1977) por lo que de acuerdo a la ecuacion anterior, PKA puede 

ser encontrada en la celula en dos estados, inactiva como holoenzima o disociada 

como complejos 4AMPc - R2 y subunidades cataliticas activas. La actividad de 

PKA en una celula o tejido surge entonces de la cantidad total de PKA presente y 

de su estado asociado-disociado. 
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La rapidez de la reaccion de disociacion y reasociacion de la holoenzima de PKA 

proporciona una dificultad cuando se quiere medir in vitro el grado de activacion 

endogeno de la enzima. Los procedimientos de extraction y reaccion deben ser 

tales que preserven el equilibrio endogeno o de lo contrario la actividad medida 

sera un artefact0 de la manipulation del extract0 (Palmer et al., 1980). 

Los antecedentes acerca del efecto de activadores e inhibidores de PKA sobre el 

comportamiento en cangrejo (Romano et al., 1996 a, b) y 10s resultados del 

capitulo Ill, sugieren un papel fundamental de la via de transduccion de AMPc y 

PKA en procesos de plasticidad neuronal en cangrejo, como ha sido demostrado 

para otras lineas filogeneticamente distantes. La ausencia de information previa 

acerca de esta via de transducci6n en sistema newioso de crustaceos en general, 

motiv6 10s objetivos de este capitulo, en el cual se estudio la distribution de PKA 

en el sistema nervioso de Chasmagnathus, el nivel de actividad en distintas 

estructuras nerviosas, la activacion con posibles moduladores endogenos de su 

actividad y se establecieron las condiciones para medir cambios en el grado de 

activacion de PKA inducidos por estimulacion. 

4.2 Materiales y metodos 

Los experimentos presentados en este capitulo muestran en pocos casos 

metodologias o procedimientos comunes ya que en su mayoria se trata de la 

bQsqueda de metodos que resulten eficientes para evidenciar variaciones en 10s 

niveles de activacion endogena de PKA. Por lo tanto a continuaci6n se hace 

mencion de las generalidades y 10s detalles seran especificados en la section de 

resultados. 

4.2.1 Preparation de tejidos y extractos 

En todos 10s casos se utilizaron animales naive. Previo a la diseccion 10s animales 

eran enfriados durante 2 minutos en agua salobre en equilibrio con hielo. 



Capitulo TV: Resultados 

Dependiendo del experimento, una vez disecados 10s tqidos de interes estos 

fueron procesados de distinta manera segun lo indicado: 

a) homogenizados y 10s extractos crudos utilizados inmediatamente; 

b) inmediatamente congelado el tejido entero en nitrogen0 hasta su utilizacion; 

c) incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente y luego tratados 

como en a) o en b). 

Excepto que se indique, la soluci6n de homogenizacion estandar fue: 5mM EDTA, 

2 mM EGTA, 50mM TRIS pH 7.5 e inhibidores de proteasas: Ipgrlml Pepstatin A, 

1 Opgrlml Leupeptin, 0.25mM PMSF, 1 Opgrlml Aprotinin, y el homogenizador 

utilizado fue de tip0 vidrio-vidrio. 

En 10s experimentos en 10s que se midi6 la concentracion de proteinas en 10s 

extractos, se utilizo el metodo de Bradford (Bradford, 1976) y sero-albumina 

bovina como estandar. 

4.2.2 Ensayo de proteina quinasa 

En todos 10s experimentos se utilizo el heptapeptido "Kemptide" (Leu, Arg, Arg, 

Ala, Ser, Leu, Gly), como substrato especifico de.PKA aceptor de 3 2 ~  y el inhibidor 

especifico de PKA, PKl(6-22)amida, para deterrninar la actividad de quinasas no 

correspondiente a PKA. (Kemptide y PKI fueron obtenidos de Sigma) 

Las condiciones de reaccion variaron entre experimentos y seran especificadas en 

cada caso. 

Para revelar la actividad fosfotransferasa se utilizaron dos metodos. Uno de ellos 

basado en la fijaci6n del substrato peptidico a papeles de fosfocelulosa (Roskoski, 

1983). Brevemente, una vez cumplido el tiempo de reaccion, el product0 era 

rapidamente sembrado en papeles de fosfocelulosa (Wahtman P-81) de 2 x 2 cm. 

El substrato peptidico se adhiere por carga al papel y el fosfato no incorporado se 

lava por inmersion y agitacion suave durante 2 horas del papel en acido fosforico 

1 %. El papel es luego secado, colocado en viales con liquido centellador (Tolueno, 

POP, Popop) y el 3 2 ~  retenido en el papel es cuantificado en un contador de 
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centelleo. El segundo metodo utilizado fue: una vez cumplido el tiempo de 

fosforilacion in vitro, la reaccion era detenida con solucion desnaturalizante (5% 

SDS, 5% mercaptoetanol, 20% glicerol, 0.5M TRIS pH 6.8) y el producto corrido 

en un gel de poliacrilamida 25% para resolver peptidos del tamafio del Kemptide. 

El gel era luego secado y expuesto en peliculas X-Omat AR5 Kodak. En 10s casos 

en que fue cuantificada la actividad a partir de la autoradiografia, la imagen de las 

placas fue recogida con un "Scanner" transmisivo, U-Max Powerlook Ill, y la 

densidad de las bandas medida con el programa Scion-Image. 

4.3 Resultados 

4.3.1 Medicion de actividad PKA en Chasmagnathus 

El objetivo principal de este capitulo fue desarrollar un metodo que permitiera en 

primer lugar cuantificar especificamente la actividad total de PKA y el grado de 

activacion end6gena de esta enzima en tejido nervioso de Chasmagnathus. En 

segundo termino, desarrollar un metodo que permitiera evaluar cambios 

transitorios en el grado de activacion de PKA producto de la estimulaci6n. 

Con este proposito se eligio un ensayo de fosforilacion in vitro de un substrato 

ex6geno para evitar la interferencia que puede provocar el grado previo de 

fosforilacion in situ de 10s substratos endogenos cuando estos son utilizados como 

testigos de la actividad enzimatica. Se utilizo como substrato el heptapeptido 

"Kemptide" el cual es un substrato muy afin y especifico de PKA (Kemp et al., 

1977). A lo largo de este capitulo y de 10s restantes se midi6 la incorporation de 

fosfato a1 Kemptide en diversas condiciones de reaction. 

Las reacciones fueron realizadas sin AMPc para conocer el grado de activacion 

endogeno de la enzima, tambien denominado en esta tesis como actividad basal 

de PKA, y con agregado de AMPc saturante (10 pM) para conocer la actividad 

total de PKA en un tejido. 
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Las reacciones de fosforilacion fueron en su mayoria iniciadas a 10s pocos 

segundos de obtener 10s extractos, a fin de evitar la disociacion o reasociaci6n de 

PKA in v#m y de ese modo revelar el grado de activaci6n end6gena. Con este 

objetivo no se realizaron pasos adicionales de purificacidn de la enzima, por lo que 

result0 indispensable calcular la componente especifica de PKA del total de 

actividad quinasa medida en cada ensayo, restando la actividad fosfotransferasa 

de otras quinasas presentes en el mismo extracto. Para esto, se midi6 la actividad 

de quinasa en las mismas condiciones per0 con el agregado del inhibidor 

especifico de PKA, PKI (6-22) amida (Walsh et al., 1971), el cual permite cunocer 

la actividad correspondiente a otras quinasas. La actividad medida con agregado 

de PKI nunca super6 el 10% de la actividad total medida en cada tejido y la 

actividad remanente en presencia de PKI resultaba semejante si era en presencia 

o ausencia de AMPc. Este resultado comprueba tambien la especifiadad del 

aumento en la actividad inducido por AMPc. El efecto de PKI en la reaceion result6 

comparable a1 de realizar la reacci6n de fosforilacion sin el substrato Kemptide, lo 

que prueba la especificidad de las condiciones del ensayo, del substrato y del 

inhibidor por PKA. 

Se establecieron condiciones de reaccion tales que la actividad medida era 

proporcional al tiempo de reaccion y a la cantidad de proteinas en la muestra que 

contenia la enzima. 

Fueron practicados distintos metodos de revelado de la actividad fosfotransferasa 

o quinasa. Para hacer una analisis cuantitativo de la actividad fosfotransferasa, el 

resultado de las reacciones de fosforilacion in vifro fue revelado rnediante el 

metodo de fijaci6n del product0 en papel de fosfocelulosa (Roskoski, 1983) y 

medido en contador de centelleo. La actividad especifica de PKA medida en las 

condiciones de trabajo resulto comparable a la reportada en otros modelos 

animales (hipocampo de ratas: adividad basal - total de PKA: 0.33 - 2.43 

pmol/min/vg; en Roberson & Sweatt, 1996). La actividad basal de PKA en 

extractos newioso de Chasmagnathus, calculada como la actividad medida sin 

AMPc menos la actividad medida con agregado de PKI, fue de 0.2 a 0.4 

pmolfminfpgr dependiendo del tejido nervioso. La actividad total, medida con 1OpM 
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de AMPc menos la actividad en presencia de PKI, fue de 1.5 a 3 pmol/mkr/pgr 

tambien dependiendo del tejido. La relacion entre la actividad basal y actividad 

total en animals sin tratmiento alguno fue de aproximadammte fue 

aproximadamente 1:6 tomando el ganglio supraesofagico entero, p r o  este 

coeficiente varia notablemente entre tejidos como se vera en las prdximas 

secciones. 

Con el objeto de confirmar la espec ikW del maodo, el procducto de Eas 

reacciones fue tambien revelado por sqwraci6n en un g I  de pokcrklmida y 

expuesto para autorackgrafia. La figwm 4.1 muestra una autmadiogrcidia y la 

cuantificacion del prdwcto de reacci.6n en c d i c h  basal, i n h i m  c m  PKl y 

estimulado con 10 pM AMPc. Una W e  ~ r a k l a  en la qu@ se cmid sdo 2 pgr ck 

b(gmptkb y que fue t f iba con a w l  de camas&$, permiti6 i&MFicar qw la 

principal bancia revdah pf4Ttmece ;tS substrata ex@m, Kmptide (Figurn 4.1). 
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4.3.2 PKA en sistema nervioso de Chasmagnathus 

Una vez determinadas las condiciones para la medicion de actividad de PKA en 

Chasmagnathus, el primer objetivo fue estudiar la distribucion de PKA en el 

sistema nervioso. El sistema nervioso fue disecado y las principales estructuras y 

neuropilos separados para determinar la actividad total y actividad basal de PKA 

en cada uno de ellos. Dada la pequefia masa de las estructuras nerviosas, fue 

necesario reunir tejido de varios animales para tener una cantidad critica de 

muestra. Las muestras fueron colectadas en tubos en nitrogen0 liquido hasta tener 

el material correspondiente a 10 medulas externas, 10 medulas internas, 10 

protocerebros lateral, 8 protocerebros medial, 8 deutocerebros, 8 tritocerebros, 20 

Iobulos olfatorios y 2 ganglios toracicos (ver Capitulo I, Sistema Nervioso en 

Decipodos). Una vez reunido el material, este fue descongelado y homogenizado 

en 200 p1 de la solucion de hornogenizacion. 

Diez pgr de cada muestra fueron preincubados 5 minutos en un volumen de 30 pi 

en presencia o ausencia de 10 pM AMPc o 2 pM PKI. La reaccion se inicio con 10 

yl de solucion de reaccion preparada para obtener una concentracion final en un, 

volumen de reaccion de 40 pi, de 50pM Kemptide, 10mM MgCI2, 50mM TRlS pH 

7.5 y 100yM ATP, 1 yCi ( y - 3 2 ~ ) ~ ~ ~ .  La reaccion de fosforilacion duro 5 minutos a 

temperatura ambiente y fue detenida sembrando 20 p1 del product0 en papeles de 

fosfocelulosa. 

La tabla 4.1 muestra la media y error estandar de 5 repeticiones independientes 

del experiment0 en 10s que se midi6 en cada estructura: actividad total de PKA, 

calculada como la actividad medida en presencia de AMPc 10 yM menos la 

medida en presencia PKI 2 yM; y nivel de activacion endogena o actividad 

basal, calculado como la actividad obtenida sin agregado de AMPc menos la 

actividad medida con PKI 2 pM. 
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Tejido 

Actividad relativa de PKA 

actividad basal actividad total 

Medula Externa 20.76 & 2.07 129.0Za f 11.99 

Medula Interna 18.35 * 4.11 1 06.82a f 1 1.23 

Protocerebro Lateral 21.36 r: 3.37 11 9.6Za + 8.04 

Protocerebro Medial 11.13~ r: 2.17 74.77b r: 6.15 

Lobulo olfatorio 27.2a k 3.91 76.48b * 7.77 

Deuto y Tritocerebro 11.99~ * 2.57 55.03~ + 3.79 

Ganglio Tohcico 8.86b f 1.23 70.29~ k 4.88 

Tabla 4.1: Actividad de PKA en neuropiios y ganglios nerviosos de 
C/casmagnat/tus. Los valores mostrados corresponden a la media y error esthndar de 5 

esperimentos independientes. La fosforilacion fue redizada en tres condiciones: actividad basal, 
actividad total (low M c )  y en prexncia del inhlbidor PKI 2pM. La actividad en presencia 

de PKI fue restada a la actividad basal y total. La actividad relativa h e  calculada dividiendo la 

actividad obtcnida para d tejido por la actividad total promedio de todos 10s tejidos y 
multiplicado por 100. Difcrcntcs Ictras indican difcrcncias significativas cn una prucba dc 

Duncan ~ ~ 0 . 0 5 .  

El analisis de la actividad endogena o basal de PKA mostro ser significativamente 

mayor en 10s 16bulos olfatorios en comparacion con la actividad registrada en 

protocerebro medial, deuto y tritocerebro y ganglio toracico. Los neuropilos del 

pedljnculo ocular: medula externa, intema y protocerebro lateral mostraron un 

nivel intemedio de actividad basal de PKA. La actividad total de PKA medida con 

agregado de AMPc en la reaccion de mod0 tal de estimular la totalidad de la 

enzima, revel6 que la cantidad total de PKA en 10s neuropilos ubicados en 10s 

pedirnculos opticos es significativamente mayor que lo neuropilos en el ganglio 

supraesofagico o toracico. 



Capitulo IV: Resultados 

En resumen, estos resultados muestran que existe una distribucion diferencial de 

PKA en distintas estructuras del sistema nervioso de Chasmagnathus y que no 

existe una relacion fija entre actividad total y basal de PKA. La actividad de PKA 

en el Iobulo olfatorio resulta el ejemplo mas evidente de ello, ya que muestra el 

grado de activacion endogena mayor y una de las actividades totales mas bajas. 

Las posibles explicaciones para estas diferencias entre tejidos, puede darse en 

terminos de diferentes grados de activacion, expresion diferencial de las 

subunidades cataliticas y regulatorias que modifican el equilibrio de la ecuacion de 

disociacion y asociacion de PKA, diferentes concentraciones de AMPc en las 

distintas estructuras, expresion de distintas isoformas de PKA con distintos 

umbrales de activacion, etc. 

4.3.3 Medicion de la activacion de PKA 

En la seccion anterior quedo en evidencia que existen tejidos con diferentes 

grados de actividad endogena de PKA. Asumiendo que esos tejidos provenian de 

animales sin tratamiento alguno previo a la diseccion, podria considerarse a la 

activacion endogena medida como 10s niveles basales de actividad de PKA, 

propios y caracteristicos del tejido en ausencia de estimulacion. El siguiente 

objetivo de este capitulo fue establecer las condiciones para medir variaciones en 

el nivel basal de activacion de PKA producto de la estimulaci6n. 

4.3.3.1 Congelamiento de la muestra y revelado por autoradiografia 

Como primer acercamiento y con el proposito de reducir las posibies 

especulaciones que proporciona la administration de drogas in vivo, tales como la 

llegada de la droga a1 tejido blanco, la concentraci6n efectiva en hemolinfa y otros 

aspectos farmacocineticos, se opt0 inicialmente por disecar el tejido de interes e 

incubarlo en una solucibn conteniendo drogas que de acuerdo a la bibliografia y 

antecedentes en otros modelos inducen la activacion de PKA. 
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El procedimiento completo de estimulacion consistio en disecar el ganglio 

supraesofagico, remover el tejido conectivo que lo cubre para permitir la 

penetracion de las soluciones de incubacion y luego incubarlo durante 15 minutos 

a temperatura ambiente en una solucion Hepes 10mM pH 7.5 y salina 

p/crustaceos, con o sin agregado de droga. 

El tratamiento del tejido a continuacion de la incubaci6n asi como el procedimiento 

para la reaccibn de fosforilacion y el revelado, fueron realizados de acuerdo a1 

metodo de ensayo de fosforilaci6n rapida implementada por Milller y 

colaboradores (Hildebrandt & Miiller, 1995 a, 1995 b; Muller & Carew, 1998; 

Muller, 2000). Dicha metodologia fue disefiada con el objeto de reducir al maximo 

10s tiempos de preparation de 10s extractos y de reaccion a fin de evidenciar el 

estado end6geno de activacion inducido por una estimulacion y evitar artefactos 

de asociaci6n o disociacion de PKA in vitro. Esta metodologia, con leves 

modificaciones respecto de lo implementado por Muller, consistio en extraer el 

ganglio de la incubacion e inmediatamente colocarlo en el fondo de un tub0 tip0 

"eppendorf" que flotaba en la superficie de un recipiente con nitrogeno liquido. 

Esto provoca el congelamiento instantaneo del tejido. Mediante un embolo de 

vidrio previamente enfriado en nitrogen0 liquido y que calza en el tubo, el ganglio 

era triturado dentro del mismo tub0 sin ser retirado del nitrogeno para evitar el 

descongelamiento. El tub0 era cerrado y guardado en nitrogeno liquido hasta la 

utilization de la muestra. 

Para la reaccion de fosforilacion el tub0 conteniendo la muestra era retirado del 

nitrbgeno liquido, se esperaba que el tub0 tomara la temperatura ambiente y la 

muestra era descongelada directamente descargando 30 p1 de solucion de 

reaccion dentro del tub0 (5mM EDTA, 2mM EGTA, 10mM MgCI2, 25uM Kemptide, 

10pM ATP, 10mM 2-mercaptoetanol, 50mM TRlS pH 7.5 y 3pCi ( y - 3 2 ~ ) ~ ~ ~ .  

Durante 30 segundos de reaccion, el contenido del tubo era mezclado cargandolo 

y descargandolo continuamente en la punta de una pipeta y luego detenido con 

5pl de solucion desnaturalizante de siembra y cargado en un gel de poliacrilamida. 
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El argumento que justifica este procedimiento es gue el equilibria alcanzado en el 

tejicfo entero entre las formas y disociacfa de la enzima es detenido al 

ser congdado d tejido instan~nemwe en n i t r w o  liquid0 y que dicho etado 

no se ve alterado hasta el mornento rnisrno de la reaccih, que dura UR tiempo lo 

suficiervtmente corto para minimizar tos efectos de asociacien o disociacion de la 

hcdmzima. 

La eficacia de este m&&o para determinar camtrios en el grado de activation 

mddgena de PKA, se proM inicialmte twgo de una incubacion de 15 minutos 

ctel pngiio supraesofiAgico en 1OpM & forscolina, ztivador de la enzima 

admilato ciclasa. 

n 

H "- - 20-  al 
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Fburi 4.2: DeterdmaciQn de la ttctivaeihn de BKA par ferscodima. 
-0s s ~ ~ c o s  h kW en sulwzkh Saatna (Sd) o F t x s c o h  (FK) I O N  
&rate 15 I13in y k g o  se midi6 la actividd basal de PKA. a) Autwdi~r r f ia  &I p r h t o  
de fosf&ion in vitro. b) Media y error e s i d a r  de la c w t i f i c a e i h  por &asitom& de 
las banda en a). 
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una mayor incorporation de fosfato a1 Kemptido en 10s extractos provenientes de 

ganglios incubados en forscdina corno lo muestra la densitometria. 

Una vez probada la eficiencia del metodo para evidenciar la activacion de PKA por 

estimulacion se procedio de la misma manera pero esta vez incubando con 

neurotransmisores y agonistas de receptores. Se incubaron ganglios en 10 phA de 

Octopamina, Dopamina, Kainato (agonista glutamatergico), lsoproterenol (agonista 

p-adrenergico) o solucion salina. 

FWra 4.3: Activacien Be BKA p r  Nmrdraasmisores y Agonistas 
a h ~ o ~  repsata&iva del product0 de fosforilacih in viiro del K e d e  luego de 
incuk6n de ganIgios supassofitgicos 15 minubs en Salina, Octopamina, Dopamina, Kainato e 
Isoprderenol( 10pM ). Comkiones de reatdm para medicih de actividad basal de PKA. 
b. La intensidad de las b d a s  fue c u d k a d a  por dendometria y mnmabda d control. Cada 
b a n  represents la media y error e s t i d u  de eqmimentos independientes. 

La figura 4.3 muestra una autoradiografia representativa del product0 de 

fosfori.laci6n y la incorpoqcih de fosfato al Kemptide luego de la in- did 

tejido en las diferentes drogas. La figura 3 b muestra medias y error esindar de 4 
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replicas independientes de este experimento. Aunque el numero de repeticiones 

no permita hacer una analisis estadistico estricto se pueden observar las 

tendencias del aumento de la actividad de PKA en todos 10s casos de incubacion 

con las drogas probadas en comparacion con 10s controles. 

4.3.3.2 Medicion de la activacion en papel de fosfocelulosa 

El metodo de congelamiento rapido de la muestra demostro revelar la activacion 

de PKA producto de estimulacion. Sin embargo este metodo resulta tambien 

limitado por distintos aspectos: a) la muestra es completamente usada para una 

unica determination de actividad, que puede ser la actividad basal, la actividad 

total estimulada con AMPc o la actividad de quinasas inespecificas que se miden 

inhibiendo PKA con PKI; b) el metodo de trituracion del tejido congelado resulta 

dificil de estandarizar y no permite cuantificar la concentraci6n proteica en el 

extracto. Ambas limitaciones impiden normalizar la actividad medida a la eficacia 

de la extraccion y substraer la actividad que corresponde a otras quinasas. 

Ademas se pierde la posibilidad de obtener un doble dato que caracteriza la 

actividad de PKA de la muestra, la actividad basal y actividad total. Estos factores 

agregan un grado adicional de dispersion a 10s datos que solo se solucionaria 

aumentando el nljmero de replicas. 

A continuation se practicaron metodos que permitieran a partir de una muestra 

obtener 10s datos de actividad de PKA basal, total e inespecifica y cuantificar la 

cantidad de proteinas utilizadas en el ensayo. Para esto es necesario partir de un 

extracto homogeneo que provea de alicuotas identicas y representativas para 10s 

diferentes ensayos, para lo cual resulta inevitable un paso de homogenizacion 

estandarizado y en particular en este caso, que el procedimiento ademas no 

afecte el grado de activacion logrado in situ. La base para la bljsqueda de este 

metodo fue combinar la maxima reduction posible de 10s tiempos con condiciones 

de homogenizacion y reaccion que inhibieran la reasociacion o disociacion de la 

holoenzima de PKA. Los parametros considerados con este proposito fueron, 

ajustar 10s volumenes de homogenizacion y reaccion, la concentracion de NaCl y 
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la incorporacion de factores tales como inhibidores de fosfodiestarasa, inhibidores 

de fosfatasas entre otros de acuerdo a Roberson & Sweatt (1 996). 

Es sabido que la concentracibn de NaCl afecta directamente la afinidad entre las 

subunidades regulatoilas y cataliticas de PKA (Corbin et al., 1973, 1975). Esta 

caracteristica fue aprovechada para impedir la reasociacion de la enzima activa. 

Para esto fue necesario ajustar una concentracion de NaCl que preserve el 

equilibrio endogeno inhibiendo la reasociacion de las subunidades ya disociadas, 

pero que a su vez no provoque la disociacion de la fraccion no activa de enzima. 

Durante el ajuste de esta condici6n en cangrejo, se observo que el exceso de 

NaCl no solo favorece la disociacion de la holoenzima sino tambien tiene un efecto 

inhibitorio sobre la actividad total de la misma (datos no mostrados). Estos efectos 

se observaron cuando la concentraci6n de NaCl superaba de 150mM y en cambio 

nunca se observaron para concentraciones por debajo de 100 mM. Dado que el 

efecto de disociacion inducido por NaCl es mayor a temperatura ambiente que a 

OOC (Corbin et al., 1975), se opt6 en el ensayo utilizado para cangrejo por realizar 

la homogenizacion de 10s tejidos con 100mM de NaCI, paso que es realizado a 0 

OC, y luego dicha concentracion era reducida a 113 en la reaccion de fosforilacion, 

que es realizada a temperatura ambiente. 

Los volQmenes de homogenizacion y reaccion tambien resultan criticos, ya que 

determinan la concentracion final de proteinas y del AMPc endogeno en la 

muestra, y ambos consisten en factores que influye sobre el equilibrio de 

asociacion y disociacion de la enzima (Palmer et al., 1980). 

Para la calibration de las condiciones mencionadas se utilizaron 10s mismos 

activadores que ya evidenciaron aumentar la actividad basal de PKA en la seccion 

anterior. Se incubaron ganglios supraesofagicos en 10pM de forscolina, 

Octopamina, Dopamina y solucion salina durante 15 minutos. 

El protocolo resultante del ajuste de las variables que optimizaron las diferencias 

de actividad entre ganglios estimulados y control fue: un ganglio supraesofagico 

entero homogenizado en un homogenizador vidrio-vidrio en 150~1 de solucion de 

homogenizacion a OOC que contiene 2mM 2-rnercaptoetanol, 0.01% Triton X100, 



Ca~itulo N: Resultados 

2mM EGTA, 5mM EDTA, 50mM TRlS pH 7.5, 100mM NaCI, inhibidor de 

fosfatasas: 2 mM Na4P207; inhibidor de fosfodiesterasa 100pM IBMX; inhibidores 

de proteasas: I pgrlml Pepstatin A, 1 Opgrlml Leupeptin, 0.25mM PMSF, 1 Opgrlml 

Aprotinin. Inmediatamente, 10y1 del homogenato eran cargados en un tub0 que 

ya contenia 20pl de la solucion de reaccion a temperatura ambiente para lograr 

una concentration final en 30 yl de reaccion de: 10mM MgC12,20yM ATP, 100yM 

Kemptide, 2mM EGTA, 5mM EDTA, 50mM Tris pH 7.5 , 113 del resto de 

componentes de la solucion de hornogenizacion, 1 yCi ( y - 3 2 ~ ) ~ ~ ~  y conteniendo 

10yM AMP o 2pM PKI o en ausencia de ambos. La reaccion duraba 1.5 minutos a 

temperatura ambiente y era detenida sembrando 20 yl de la reacci6n sobre papel 

de fosfocelulosa. La cuantificacion de la actividad de PKA en estas condiciones se 

muestra en la figura 4.4. 

ativacion end6gena actividad total 

........... 

C T F K O c t D o p  C T F K O c t D o p  

Figura 4.4. Actividad basal y total de PKA en ganglios supraesofhgicos de 

Chasrizag~zathus incubados 15 min cn solucion salina (CT), Forscolina (FK), Octopamina (Oct) y 

Dopamina (Dop) 10pM. La actividad PKA f ie medida cn forma basal, estimulada con AMPc c 

inhibida con PKI. La actividad remanente en prcsencia del inhibidor h e  restada de la actividad 

basal y total. La actividad relativa de PKA esta expresada normalizada al control y represents 

media y error cstandar dc 4 cspenmentos indcpenditntcs. 

Los resultados muestran aumento en la actividad basal de PKA sin modificaciones 

de 10s niveles totales de actividad, lo que resulta consistente con un aumento de la 
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actividad mediado por AMPc. La incubacion en Forscolina y Dopamina muestran 

un aumento de aproximadamente el 100 % de la actividad basal y la incubacion 

con Octopamina aproximadamente un 50 % de aumento. 

4.3.3.3 Medicion de activacion in vivo 

El metodo anteriormente descripto result6 eficiente para determinar la actividad 

basal, el grado de activacion y la actividad total de PKA en una muestra. El 

siguiente objetivo fue probar dicha metodologia para probar el grado de activacion 

de PKA pero luego de una estimulacion en condiciones in vivo ya que el prop6sito 

liltimo de esta serie de experimentos fue obtener un procedimiento que permitiera 

describir la actividad de PKA luego de una sesi6n de entrenamiento. 

Con este objetivo fueron tornados animales naive que recibieron de acuerdo al 

mismo protocolo de inyeccion que el capitulo Ill, inyecciones de solucion salina o 

de forscolina. Considerando una dilucion de aproximadamente 100 veces de la 

droga en hemolinfa, se administro una dosis de Forscolina de 50pl a concentracion 

de ImM. 10 minutos despues de las inyecciones 10s animales fueron enfriados 

durante 2 minutos en agua salobre a O'C, inmediatamente se practico la diseccion 

del ganglio supraesofagico y continuation se procedio de acuerdo al protocolo de 

homogenizacion y reaccion anterior. 

La figura 4.5 muestra la media y error estandar de 4 repeticiones independientes 

de este experimento, que revela un aumento de aproximadamente un 60 % de la 

actividad basal de PKA inducido por la inyeccion de forskolina. El efecto 

consistente con una activacion mediada por AMPc solo muestra efecto sobre la 

actividad basal sin efecto sobre la actividad total de PKA. 

Estos resultados revelan la posibilidad de detectar variaciones transitorias de la 

actividad de PKA por estimulacion in vivo, al menos por inte~encion 

farmacologica. 
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actividad basal actividad total 

FIGURA 4.5: Activaci6n end6gena y actividad total de PKA en ganglios 
supraesofagicos de Chasn~agnatlzus 10 min despues de una inyeccion in viva de solucion salina o 

forscolina 1 Om. La actividad de PKA h e  medida en condition basal, total e inhibida con PKI. 
La actividad remmente en presencia del inhibidor fLe rehda de la actividad basal y total. Media 
y error cstiindar dc 4 cipcnmcntos indcpcndicntcs 

4.4 Discusion 

En este capitulo se han determinado las condiciones para cuantificar la actividad 

PKA proveniente de Chasmagnathus, y siguiendo ese proposito se han 

comprobado en cangrejo, las principales caracteristicas diagn6sticas que 

demuestran el grado de conservaci6n de esta enzima tambien en decapodos, 

como set- la especifrcidad por substratos, activadores e inhibidores especificos. 

Se ha comprobado que existe en cangrejo una distribucion diferencial de la 

enzima en distintas estructuras dei sistema nervioso. Fueron determinados 

algunos de 10s posibles agentes endogenos o neurotransmisores que modulan la 
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actividad de PKA en sistema nervioso de cangrejo, tales como Octopamina y 

Dopamina. 

4.4.1 Actividad basal y total de PKA 

Existen distintos parametros que permiten caracterizar la actividad de PKA en un 

tejido. La actividad total de PKA refleja la cantidad total de enzima y resulta mejor 

indicador de la actividad potencial de PKA en un tejido que de la actividad real en 

el, y la actividad basal de PKA que se refiere a la verdadera cantidad de PKA 

activa en el tejido en el momento de la medicion. Mientras la actividad total solo 

puede modificarse por sintesis o degradacibn de la enzima, la actividad basal 

depende directamente del estado asociado-disociado de las subunidades 

regulatorias y cataliticas, lo cual es regulado endogenamente por el nivel de AMPc 

en las celulas y por la relacion estequiometrica entre subunidades. Considerando 

la dificultad de preservar durante la condicion in vitro el estado de activacion 

endogeno, fueron ensayados en este capitulo varios metodos y ajustadas las 

condiciones que permiten medir actividad basal, total y cambios de la actividad 

basal product0 de la estimulacion. 

4.4.2 Distribucion diferencial de PKA 

La funci6n primaria de 10s neuropilos que conforman el sistema nervioso de 

crustaceos puede ser deducida en base a las aferencias provenientes de 10s 

organos sensoriales. La estructura basica del sistema nervioso se encuentra muy 

conservada entre especies de crustaceos, y las diferencias halladas como ser el 

desarrollo diferencial en tamafio y arquitectura de distintos neuropilos muestran 

variaciones entre especies que se encuentran claramente vinculada con 10s 

habitos comportamentales de cada especie. En otras palabras, la importancia que 

en una especie posee una dada capacidad sensorial y 10s comportamiento 

asociados puede ser reconocida por su representacibn neural (Sandeman et al., 

1993). La serie de experimentos dirigidos a evaluar la distribution de la actividad 



Ca~itulo IV: Resultados 

de PKA en sistema nervioso, tambien debe ser considerada teniendo en cuenta 

10s habitos y comportamientos de este cangrejo. Chasmagnathus es un animal 

altamente visual que habita zonas con una gran densidad de plantas que son 

movidas continuamente por el viento, y en ese context0 visualmente enriquecido 

10s animales pueden diferenciar estimulos innocuos y peligrosos (Tomsic et al., 

1993). La habilidad de Chasmagnathus de reconocer contextos, estimulos y de 

aprender y memorizar tareas de naturaleza visual, como ha sido largamente 

probado en el laboratorio (Maldonado et at., 1997; Tomsic et al., 1999), provee 

evidencias de la existencia un alto grado de procesamiento de la informacibn 

visual. Los resultados de este capitulo revelan una distribucicin diferencial de la 

actividad de PKA en neuropilos y ganglios nerviosos. Mientras el Iobulo olfatorio, 

muestra el nivel mas elevado de actividad basal de PKA, 10s neuropilos opticos y 

el protocerebro lateral, muestran 10s niveles mas altos de actividad total de PKA, 

con un 60-70% mas de actividad que neuropilos no 6pticos. Estos resultados 

sugieren un papel importante de esta via de transduccion en 10s neuropilos 

invoiucrados en el procesamiento e integracion de la information visual. 

El cuerpo hemielipsoideo de cerebro de cangrejos constituye parte del 

protocerebro lateral y ha sido descripto como la estructura evolutivamente 

relacionada con 10s cuerpos pedunculados del cerebro de insectos (Hanstrom, 

1947). En esta tesis se ha determinado que el protocerebro lateral es una de las 

estructuras del sistema nervioso de Chasmagnathus con mayor actividad de PKA, 

lo que tambien coincide con lo observado para 10s cuerpos pedunculados en 

cerebro de insectos (Muller, 1997). Los cuerpos pedunculados constituyen un area 

altamente integradora y con funcion probada en aprendizaje y formacion de 

memorias asociativas (Menzel et al., 1994) Esta serie de coincidencias, sumadas 

a las conexiones directas con 10s neuropilos accesorios y Iobulos olfatorios 

(Baustein et al., 1988), sugieren que el protocerebro lateral es un iugar de 

integracion sensorial y probablemente involucrado en aprendizaje asociativo. 
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El papel central de PKA en la formacion de memoria de largo termino en cangrejo 

ha sido demostrado en el capitulo anterior de esta tesis y por Romano y co1.(1996 

a y b). Existen tambien antecedentes en el mismo modelo que han comprobado la 

participacion de neurotrasmisores y receptores especificos, entre ellos ACh via 

receptores de tip0 muscarinicos (Beron de Astrada & Maldonado, 1999), 

Glutamato via receptores de tip0 NMDA (Troncoso & Maldonado, 2002), 

Angiotensina II y Angiotensina IV (Delorenzi & Maldonado, 1999). A pesar de 

haber abarcado a nivel sistemico e intracelular el estudio del proceso de formaci6n 

de memoria, aljn no se ha podido hallar el vinculo entre ambos niveles. En otras 

palabra, no se sabe aljn en este modelo cual es el neurotransmisor o combinacion 

de ellos que induce la activacion de PKA para la formacion de memoria. 

En otros modelos se ha comprobado la participacion de diversas aminas 

biogenicas como 10s neurotransmisores directamente responsables de la 

activacion de PKA propia de 10s procesos de formacion de memoria. En la abeja 

Apis mellifera y en Drosophila se ha determinado que el neurotransmisor 

octopamina media la via del estimuio incondicionado durante el aprendizaje de 

una tarea asociativa olfatoria (Hammer & Menzel, 1995a, 1995b; Uzzan & Dudai, 

1982) y que octopamina directamente induce una aumento en la actividad PKA 

(Muller, 1997). En el modelo de Aplysia se ha determinado tambien el papel de la 

amina serotonina en la mediation del estimulo incondicionado y la activacion de la 

adenilato ciclasa en la terminal presinaptica de la neurona sensorial (Glanzman et 

al., 1989; Muller & Carew, 1998). En mamiferos se ha determinado que la 

activacion de PKA, fundamental para la formacion de la potenciacion de largo 

termino en hipocampo asi como para algunas fomas de memoria, es en parte 

debido a la accion de receptores de dopamina D l  y D5 (Huang & Kandel, 1995). 

En este capitulo se ha determinado que las aminas biogenicas, Octopamina y 

Dopamina, modulan la actividad de PKA en tejido nervioso de Chasmagnathus. 

Estos resultados y 10s antecedentes en otros modelos sugieren un papel de las 

aminas en la activaci6n de PKA en sistema nervioso de Chasmagnathus. Sin 
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embargo, no se puede determinar mediante estos experimentos si el efecto 

observado de estimulacion de PKA es direct0 o indirecto, ya que podria tambien 

ser reflejo de un aumento en la actividad neural general e inespecifica del tejido y 

por otro lado airn queda por demostrar el papel de estos neurotransmisores en la 

formacion de memoria en Chasmagnathus. 
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Capitulo V: Resultados 

5.1 Introduccion 

En el capitulo Ill de esta tesis se ha demostrado claramente el efecto disruptor 

que la inhibicion de PKA posee sobre el proceso de consolidacion de la 

memoria de largo termino en el cangrejo Chasmagnathus. La administracion 

de un analogo de AMPc que inhibe PKA durante el entrenamiento o en una 

ventana entre 4 y 8 horas despues del entrenamiento resulta amnesica cuando 

la retencion es evaluada 24 horas despues. 

Si bien de estos resultados se desprende claramente la conclusion de que la 

via de transduccion de AMPc-PKA debe estar intacta para el proceso de 

formacion de memoria, no podria concluirse inequivocamente que esta via 

este involucrada de forma activa y especifica entre 10s mecanismos que 

subyacen la formacion de la memoria. Por ejemplo, 10s resultados de 

intervention farmacologica podrian interpretarse de la siguiente manera: La 

reduction de 10s valores normales de actividad de PKA en las neuronas 

participantes en este aprendizaje altera el metabolismo y estado normal de 

esas celulas, bloqueando o deteriorando sus capacidades plasticas. Esta 

explication descarta que PKA participe activamente en el proceso de 

consolidacion y en cambio sugiere que la inhibicion de PKA grovoca un 

deterioro o alteracion inespecifica del sistema que impide la formacion de la 

memoria. 

Sin embargo, como ya se ha hecho referencia previamente, la administracion 

de un analogo de AMPc activador de PKA resulta facilitadora de la memoria 

(Romano et al, 1996a). Consideranda conjuntamente 10s resultados del 

inhibidor y activador de PKA, resulta dificil interpretar ambos efectos como 

inespecificos. Si la perturbacion de la via de transduccion de AMPc-PKA afecta 

el metabolismo celular o la excitabilidad de las neuronas alterando de manera 

inespecifica sus capacidades plasticas, entonces en ambos casos 

esperariamos ver un deterioro del proceso de consolidacion y no una mejora 

como es en el caso del activador. 

La activacion o inhibicion de PKA convierten a un entrenamiento en mas fuerte 

o mas debil respectivamente, hecho similar al que ocurre manipuiando la 
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cantidad de ensayos(Romano et al., 1996 a,b y Capitulo I l l). Estos resultados 

farmacologicos sugieren entonces una vinculacion entre el nljmero de 

ensayos, la actividad de PKA y la formacion de la memoria de largo termino. 

Para determinar de manera concluyente la existencia de una participation 

activa y especifica de PKA entre 10s mecanismos responsables de la 

consolidacion, ademas de las evidencias farmacologicas, esta via deberia 

activarse como consecuencia de la experiencia que induce la consolidacion de 

la memoria de largo termino. 

El objetivo de este capitulo fue investigar en Chasmagnathus, si la 

experiencia que lleva a la formacion de la memoria contexto-seiiai induce 

la activacion de la via de transduccion de AMPc-PKA. 

Con este objetivo se estudio la actividad de PKA en ganglio supraesofagico de 

animales entrenados. Se midieron 10s niveles de activacion endbgena y 

valores de actividad total de PKA durante 10s periodos criticos determinados 

en el capitulo Ill. Con el fin de comparar y establecer variaciones especificas 

inducidas por la experiencia se midi6 tambien la actividad de PKA en animales 

que solo estuvieron en el contexto de entrenamiento pero sin set entrenados y 

en animales que no fueron ni estimulados ni cambiados de contexto. 

Como ya se ha explicado en la introduccion de esta tesis, el sistema nervioso 

de Chasmagnathus y deczipodos en general, se encuentra dividido 

basicamente en tres estructuras llamadas ganglios. Uno de ellos es el ganglio 

supraesofagico, tambien denominado cerebro central. La eleccion del ganglio 

supraesofagico para medir posibles cambios en la actividad de PKA inducidos 

por el entrenamiento responde a diversos motivos: a) estudios 

neuroanatomicos y evolutivos que otorgan a 10s neuropilos del ganglio 

supraesofagico un papel central en el procesamiento de la informacion 

sensorial como asi tambien funciones asociativas (Sandeman et al, 1993) (este 

aspect0 ya ha sido mas ampliado en el capitulo I); b) trabajos previos que 

revelaron en Chasmagnathus la activacion de factores de transcripcion luego 

del entrenamiento sugieren tambien un papel importante de este ganglio 

(Freudenthal et al, 1998), c) motivos practices: el ganglio supraesofagico 
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ofrece la ventaja de tener un acceso facil para una rapida diseccion y tener 

masa suficiente para trabajar con muestras provenientes de animales unicos. 

Resultaria tambien de interes considerar para el analisis de actividad de PKA a 

10s neuropilos opticos y el protocerebro lateral, sin embargo el acceso dificil y 

la escasa masa de estos neuropilos no lo permitieron. 

5.2 Materiales y Metodos 

5.2.1 Tratamientos 

Se trabajo con animales bajo tres tratamientos: 

Animales Naive (NV): provenientes directamente de la sala de mantenimiento 

y con un nivel de manipulacion semejante a 10s demas animales si tratados. La 

actividad de PKA medida en 10s animales NV fue considerada como el nivel 

normal o linea de base sobre la cual fueron analizados 10s posibles cambios 

product0 de 10s tratamientos. 

Animales Entrenados (ENT): retirados de la sala de mantenimiento, 

colocados en el actometro, sometidos a 5 min de adaptacion y luego a un 

entrenamiento de 45 minutos conformado por 15 ensayos con un interval0 de 3 

minutos entre ensayos (potocolo de entrenamiento fuerte, que induce la 

formacion de la memoria contexto sefial). Tiempo total de la experiencia: 50 

minutos 

Animales Contexto (CTX): retirados de la sala de mantenimiento y alojados 

durante 50 minutos en 10s actometros sin recibir estimulacion. 

En adelante se denominara tanto al entrenamiento como a la sola exposicion 

a1 context0 como experiencia en forma generica. 

En todos 10s experimentos realizados 10s animales no habian sufrido 

manipulaci6n alguna en 10s dos dias previos al experiment0 y se torno la 
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precaucion de que 10s animales designados para cada una de las tres 

condiciones provenian del mismo lote. 

Ademas de 10s tres tratamientos se trabajo a tres tiempos: 0, 6 y 24 horas 

despues de la experiencia. Los animales sacrificados a tiempo 0 eran retirados 

directamente del actometro despues del ultimo ensayo del entrenamiento, o 

bien despues de cumplidos 10s 50 min de exposicion al contexto. Los animales 

de 6 y 24 horas eran retirados del actometro en el mismo momento que 10s 

animales de 0 horas y alojados individualmente y de manera aislada durante 

el periodo de espera. Los animales naive eran dejados en 10s recipientes 

originales en la sala de mantenimiento y eran sacrificados simultaneamente 

con 10s aniinales sometidos a experiencias a 0, 6 y 24 horas. (ver esquema del 

protocolo: Figura 5.1 ) 

5.2.2 Extractos 

Al tiempo indicado, cada animal era rapidamente retirado del lugar donde 

estuviese alojado, enfriado durante 2 minutos en agua salobre a OOC para 

anestesiarlo y luego rapidamente se practicaba la diseccion del ganglio 

supraesofagico. 

Las condiciones de homogenizacion y reaccion utilizadas, fueron las que se 

determinaron en el capitulo Ill de esta tesis y como ya se ha demostrado 

permiten revelar estados transitorios de activacion de PKA. Brevemente, un 

unico ganglio era homogenizado en 150 p1 de buffer de homogenizacion 

(50mM TRlS pH7.5, 5mM EDTA, 2mM EGTA, 100mM NaCI, 100pM IBMX, 

2mM P-mercaptoetanol, 0.01 %Triton, 2mM Pirofosfato tetrasodico e inhibidores 

de proteasas: 1 ugrlml Pepstatin A, 1 Ougrlml Leupeptin, 0.25mM PMSF, 

10ugrlml Aprotinin) a OOC con un homogenizador de tipo vidrio-vidrio y el 

homogenato rapidamente utilizado para el ensayo de medicion de actividad de 

PKA. Una alicuota de 10s extractos se guardaba para determinar concentracion 

de proteinas en cada extract0 por el metodo de Bradford. 

El tiempo requerido desde que se retiraba a1 animal de donde estuviese 

alojado hasta el comienzo de la reaccion de fosforilacicin era de 
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aproximadamente 3 % minutos. Centrifugacion u otros pasos adicionales en la 

preparacion de 10s extractos fueron evitados con el fin de reducir al miximo 10s 

tiempos entre la finalizacion de la experiencia y el cornienzo de la reaccibn. La 

reducciun al rnlnimo pcsible de estos tiempos results fundamental para 

mantener 10s estados de activacion de PUA, inducidos in vivo y evitar artefactos 

tales como la reasociacibn cfe la holoenzima de PKA dtiranie la exiraczibri 

(Roberson & Sweatt, 1996; Hildebrandt & M~IIer, 1995 a,b). 

5.2.3 Ensayo de Fosforilacion 

La medicion de actividad de PKA fue realizada por incorporacion de 3 2 ~  al 

substrato especifico de PKA, Kemptide, y separacion del producto y el 3 2 ~  no 

incorporado por el metodo del papel de fosfocelulosa (Roskoski, 1983). La 

reaccion de fosfcrilacion comenzaba con el agregado de 10 pl de homogenato 

a 20 pl de buffer de reaccicn de mod0 tal que el volumen final de 30 pl 

contenia: 50mM TRlS pH7.5, 5mM EDTA, 2rnM EGTA, 100pM ATP, ?@mM 

MgCl2, 1 pCi [ y - 3 2 ~ ] ~ ~ ~  (2x1 o6 CPM) y 100pM del sustrato especifico de PKA, 

Kemptide) 

Para cada extract0 se midi6 la actividad de PKA en tres condiciones: 

Actividad basal: determinacion de la actividad endogena del tejido. 

Actividad total: deterrninacion de la actividad total de PKA en el tejido con 

agregado de 10 pM de AMPc en la reaccion. 

Actividad inespecifica: determination de la actividad dependiente de otrss 

quinasas o pegado inespecifico de [ y - 3 2 ~ ] ~ ~ ~  durante la determinacion de 

actividad. Para esto se utilizo el inhibidor especifico de PKA, 10 pM PKI, en la 

reaccion. 

Todas las reacciones eran hechas por duplicado y fue considerado el 

promedio. La reaccion duraba 1.5 minutos a temperatura ambiente y cumplido 

el tiempo 20 pl de la misma eran sembrados sobre filtros de fosfocelulosa 

(Whatman P81). Los filtros eran lavados con agitation suave en 1% Bcido 
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fosforico (10 ml 1 filtro) luego secados y medidos con solucion centelladora 

(Tolueno, POP, POPOP) en un contador de centelleo. 

La breve duracion de la reaccion se ajusto de forma de reducir la posibilidad 

de que fenomenos de reasociaci6n o disociacion de la holoenzima in vitro 

enmascararan las diferencias de actividad endogena producto de 10s 

tratamientos. Se comprobo la linealidad de la reaction en el rango de tienip 

de reaccion (1.5 min) y para el rango de proteinas usado ( 4 - 7 pgr / reaccion). 

Se verifico que en el tiempo y condiciones de reaccion utilizadas, menos del I 

% del substrato era convertido en producto. 

La actividad especifica basal y total de PKA de cada extract0 se calculo 

restando el fosfato incorporado con el agregado de PKI y se relativizo a1 

tiempo de reaccion y la cantidad de proteinas. Los resultados fueron luego 

expresados en funcion de 10s niveles de actividad de PKA basal y total 

obtenidos para 10s animales naive. La actividad especifica de PKA en 10s 

extractos de 10s animales naive fue de: 0.464 + 0.022 pmol/min/ygr de 

actividad basal y 2.326 2 0.152 pmol/min/pgr para actividad total 
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5.3 Resultados 

5.3.1 El entrenamiento y la exposicion a un contexto nuevo 
inducen aumento de la actividad basal de PKA 

En la determinacion de la ventana temporal de accion amnesica del inhibidor 

de PKA, se ha establecido la existencia de un primer period0 critico de 

dependencia de PKA durante el entrenamiento, para la formation de la 

memoria de largo termino (Capitulo Ill). Planteado el interrogante acerca de si 

el efecto farmacologico es producto de una accion indirecta o de la 

interferencia de 10s mismos mecanismos directamente inducidos por la 

experiencia, el objetivo de 10s experimentos en esta secci6n fue explorar 

si existe aumento de la actividad de PKA inducido por el entrenamiento. 

Para tal objetivo y con el proposito de disecar el efecto de 10s estimulos que 

conforman el entrenamiento, se sometieron animales a tres tratamientos 

distintos: animales naive (NV), animales solo colocados en el contexto de 

entrenamiento, el cual constituye un contexto nuevo (CTX) y animales 

entrenados en dicho contexto (ENT), e inmediatamente despues se midio la 

actividad de PKA en ganglio supraesofagico. 

La actividad de PKA se midio en condicion basal, lo que permite estimar el 

grado de activacion end6geno producto de 10s distintos tratamientos, y con 

agregado de 10 pM de AMPc en la reaccion, lo que estimula el 100% de PKA 

en el extract0 e indica la cantidad total de enzima independiente del grado de 

activacion endogena. 

La actividad basal de PKA en ganglio supraesofagico (Fig 6.2a) mostro 

diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA F2,57 = 8.866 ; p<0.001. 

Los animales contexto mostraron un aumento significative de un 50% respecto 

de 10s animales naive (contrastes Duncan, p< 0.001) y 10s animales entrenados 

un 42% de aumento (p< 0.001). No hub0 diferencias significativas entre 10s 

grupos contexto y entrenado. 
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Inmediatamente desp&s del tratamiento no se han encontrado diferencias en 

la actividad total de PKA, ANOVA = 0.31 9. (figura 6.2. b). 

a a c t ~ d a d  basal de PKA b actividad total de PKA 

NV CTX ENT 

FIG- 5.2: actividad basal y total de PKA en ganglio supraesofiigico 
inmediatamente despues de la exposicion al context0 (CTX) o del entreaiwniento 0. 
Los gr&cos representan media * ES de la actividad PKA basal (a) y total (b) normakada 

a k actividad promedio obtenida en 10s a n i d e s  naive (NV) o. ( &V = 14; Ilm = 23; 

DENT = 23). Contrastes Duncan post-ANOVA: *** para pQ.001 en comparaciones vs. 

naive. 

. ! 
-=T. 

- < ., 

Estos resuttados indican que inmediatamente luego de la experiencia de 50 

minutos, tanto la exposicion al context0 nuevo como el eiltrenarniento que 

induce la fomacion de la MCS, existe una activacion de PKA sin mrnbios en 

las niveles totales de enzima, lo que resulta consistente con un aumento de la 

actividad mediado por AMPc. 
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5.3.2 El entrenamiento y no ta exposicibn al c6 uce 

aumento de la actividad basal de PKA 6 horas despub de la 

experiencia .. I 

El objetivo del siguiente experiment0 fue determinar si el entrenamiento 

induce tambien aumento de la actividad de PKA durante el segundo 

period0 critic0 de dependencia de PKA determinado fannacologicarnente. 

Los animales fueron entrenados o solo alojados en el-context0 y una vez 

terminada la sesi~n de estimulaci6n fueron retirados del actDmetro y alojados 

individualmente hasta 6 horas . mas tarde cuando fueron sacrificados. La 

elecci6n de 6 horas debi6 al hecho de ser un tiempo central dentro de la 

segunda ventana de sensibilidad al mhibidor previamente de&mrinada entre 4 

y 8 horas (Capifufo 1U): En el mismo momento en que se sacrifid a 10s 

animales entrmitdos y-.wnte*o se hizo lo propio can'los mimales naive para 

no agregar mponentes dependiente del horario en la cumparacion entre 

gwpos. 

- 
F! 
U 
([I 

0 > .- 
.c.r 
0 
([I 

I 

b, actfvidad total de PKA 

NV CTX ENT NV CTX ENT 

5.3: actividad basal y t&al de PKA en ganglio supmesoi5gico 6 hs despuks de 

la expcskibn al contea0 (CTX) o del entrenamiento (ENT). Los W c o s  representan 
media * ES de la actividad PKA basal (a) y total (b) nomalizada a la actividad promedio 
obtenida en 10s animales naive (NV) ( nNv = 14; & = 20; Ilm = 19). Contrastes Duucan 
post-ANOVA. *** : P<O.OOl; ** FO.01 en compadones vs naive. 
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Los resultados de &ividad- heisel de PKA 6 horas desp&s del entperramiento 

(Fig. 6.3 a), muestran dHwat76:i.s signiffcativas entre tratamientos (ANWA FZ,= 

= 5.444; p< 8.00.1). C&ra&eb Duncan revelan un aumento significativo 

(p<O.OOl) de un 40% en b s  mimales entrenabos respecto de 10s naive y un 

30% respecto de 10s enimaIes b e x t o  (~~0 .05 ) .  Contrariamente a to ocurrido 

inmediatamente despues de la experiencia, la actividad basal de PKA de 10s 

animales solo expuestos al wntexto es semejante a la de 10s animates naive. 

Asi mismo, a diferencia de 10s observado para la actividad total de PKA 

inmediatamente despues de 10s tratamientos, 6 horas despues si se observan 

diferencias significativas entre tratamientos (Fig. 5.3 b)(ANOVA F2,= = 20.838, 

p<0.001). Contrastes Duncan muestran un aumento significativo (p< 0.03) del 

18% en la actividad tatal de PKA de animales contexto respecto de animaies 

naive, y un aumento del 4.0% en 10s animates entrenados (pe 0.001). Los 

animales entrenados muestran actividad PKA total significativamente mas alta, 

aprox 20%, que los animales uhicados en el contexto (p< 0.001). 

Estos resultados indican, de acuerdo a lo predicho con 10s experimentos 

farmacoldgicos, un aumento de la actividad PKA inducida por el entrenamiento. 
-- 

A diferencia de la actividad medida inmediatamente despu6s de 10s 

tratamientos, el aumento en 10s niveles enddgenos de activacidn es especifico 

en 10s animales entrenados y no se observa en 10s animales sometidos al 

contexto nuevo. Por otro lado, a las 6 horas despues de la experiencia existe 

n las mediciones 
. -  = 

r2 

de! entrenamiento, ho ha mostrado efecto arnn&sico (Capitulo Ill). Este 

result- s~tg.ie,tq que ta expresidn de la memaria de Largo @mino m es 



hallado 6 horns dequ& $el mtrenamimkx era sstenido c=omo MI wmkW 6 

largo %mino. El argument0 para evaltm &a hme que~ la acWiM de 

au- no respansable de la waca&n, pdieips~a en el mantenimiwto I& k 

memoria de largo tdrdno y su bf.oqu.es r@ se evidmciara ipi I -  

corn ya km demoMrxxb en los e ~ m ~  &eriores p a  3s zt&mhes 

de 0 y 6 h a s  qtf;e se ievickencia feci4n 248 bas @espu&. !&urqs:s& I 

hipbtesis no fue evaluada de manera farrnacol@ica, en el s&pyk@e - , r 

experiment0 se evaQ6 si existia un aumenfp de la actividad de Pw 24t.t$~w. - ' ) _  

despu4s% be1 entremimo. . ,* 
r r  ' , 

antedaresly loego de ks experkndas se l a  ah#i individrralmmte., 24. 'bm" 

despu5s -se 10s sam-ifii junto con animates rlaive del mi- late. Lm 

res-os qm se mestran en la i f i a  5.4 no rewefan dM-1 . 

signficativas para nh@h a m i m ,  ta&-en dvicfad basal ~~~A F &49' 

0.04), como en adividad total de PKA (ANOVA F L 2 ,  = 0.038), c o m p r ~ w 4 o ~ e  
, ,. * 

que ios vabres de actividad de PKA .se reeskablecen 24 horas d s ~ , & l  
' ' -  . - 

tratamiento. . . 

a actividad basal de PKA 
I 

b actividad total d e  PKA 

I 

NV CTX ENT NV CTX ENT 

FIGURA 5.4: adhidad basal y total de PKA en gangho supraesofBgico 24hs despuBs 
de la exposicion a1 context0 (0 o del entrenamiento (ENT). LQS gfiticos representan 

media * ES de la actividad PKA basal (a) y total (b) normdimcia a1 promedio de la 
actividad obtenida en 10s animales naive 0. ( f l ~ v  = 14; flcnr = 1% nm = 20). 
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5.4 Discusion 

Diferentes estrategias experimentales han sido empleadas en paradigmas de 

aprendizaje y plasticidad sinaptica para probar el papel de la via de 

transduccion de AMPc-PKA en la formacion de la memoria. Posiblemente una 

de las mas utilizadas haya sido justamente la manipulation farmacologica de la 

actividad de PKA: en 10s modelos de plasticidad sinaptica en Apiysia (Brunelli 

et all 1976; Kandel and Schwartz; 1982, Chain et al., 1999), y de plasticidad 

sinaptica en hipocampo de roedores (Hopkins & Johnston, 1988; Slack & 

Pocket, 1991 ; Frey et al., 1993; Weisskopf et al., 1994; Huang & Kandel, 1994; 

Brandon et al., 1995; Nguyen & Kandel, 1996; Woo et al., 2000), en memoria 

de largo termino en Apis mellifera (Fiala et al., 1999; Miller, 2000); en 

Chasmagnathus (Romano et al., 1996 a y b) y en roedores (Bernabeu et al., 

1997; Bourtchouladze et al., 1998; Szapiro et al., 2000; Vazquez et al., 2000). 

En resumen, todos estos trabajos encuentran a traves de la activacion o 

inhibicion farmacologica de PKA, una relacion causal solida entre el estado de 

actividad de PKA y la ocurrencia del fenomeno de plasticidad sinaptica o la 

formacion de la memoria. Sin embargo, no permiten establecer si la accion de 

esta via de transduccion es intrinseca de 10s mecanismos endogenos y 

fisiologicos que participan en la consolidation de la memoria. 

A pesar de que todos estos trabajos llevan a interpretar que la activacion de 

PKA seria entonces un elemento central en diferentes etapas del fenomeno de 

plasticidad, muy pocos trabajos incluyendo algunos de 10s ya mencionados 

han demostrado fehacientemente que exista un aumento en la actividad de 

PKA como consecuencia de la experiencia o de la estimulacion que induce el 

cambio: en la facilitacion sinaptica en Aplysia (Muller & Carew, 1998) en 

hipocampo de rata (Roberson & Sweatt, 1996); en aprendizaje en abeja 

(Muller, 2000) y en aprendizaje en ratas (Bernabeu et a1.,1997; Vazquez et al., 

2000). 

Los resultados expuestos en este capitulo revelan aumento en 10s niveles de 

actividad basal y total de PKA en ganglio supraesofagico de Chasmagnathus 

como consecuencia de someter a 10s animales a distintas experiencias. Estos 
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resultados constituyen correlaciones entre patrones de estimulacion y cambios 

en actividad de PKA. Como correlaciones, poco pueden aclarar acerca de la 

relacion causal entre su ocurrencia y la formacion de memoria de largo 

termino. Sin embargo, en conjunto con 10s resultados del capitulo Ill, 

constituyen una fuerte y esclarecedora evidencia sobre el papel de la via de 

transduccion de AMPc-PKA en la formacion de la memoria de largo termino de 

cangrejo Chasmagnathus. En otros terminos, el entrenamiento que induce la 

formacion de la memoria contexto-seAal, induce tambien un aumento en la 

actividad de PKA en ganglio supraesofagico. El bloqueo farmacologico de esta 

activacion resulta disruptor del proceso de consolidacion. Estas evidencias 

apoyan la hipotesis de que la activacion de la via AMPc-PKA es parte 

fundamental de sistema intrinseco de formacion de la memoria en 

Chasmagnathus y que el efecto de 10s activadores e inhibidores de PKA sobre 

la consolidacion es el resultado de la inte-rvencion directa de 10s procesos 

iniciados por la experiencia. 

De acuerdo con las mediciones de actividad de PKA a distintos tiempos 

despues del entrenamiento y de la sola exposicion a un contexto nuevo, hemos 

encontrado que experiencias distintas inducen activaciones de PKA con cursos 

temporales propios. El entrenamiento que induce la formacion de la MCS 

provoca una activacion de PKA que fue medida inmediatamente despues del 

entrenamiento y 6 horas despues del mismo. En cambio, la activacion de PKA 

despues de la sola exposicion al contexto fue medida solo inmediatamente 

despues de la experiencia. 

A continuacion se analizaran en detalle 10s aspectos diferenciales de la 

activaci6n de PKA, con relacion a las dos experiencias evaluadas, 

entrenamiento y exposicion a1 contexto, y en relacion a 10s dos periodos 

criticos de dependencia de PKA para la formacion de la memoria contexto 

setial. 
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5.4.1 Animales Entrenados 

Los resultados obtenidos en base a intervention farmacologica del capitulo Ill 

y 10s de correiacion bioquimica de este capitulo indican que existe una 

activacion temprana de PKA inducida durante el entrenamiento, que es 

fundamental para la instalacion de la memoria. 

Sin embargo, 10s resultados farmacologicos del capitulo Ill indican que la 

primera fase de dependencia de PKA se reduce al tiempo del entrenarniento, 

mientras 10s resultados de correlacion bioquimica en este capitulo muestran 

que la activacion persiste aljn despues del mismo. Esto puede ser interpretado 

tomando en cuenta 10s resultados obtenidos con una condicion intermedia de 

entrenamiento y el efecto sobre la memoria del activador de PKA. El 

entrenamiento de 12 ensayos, muestra ser suficiente para inducir la 

consolidacion, pero en dicho caso la inhibicion de PKA post-entrenamiento si 

es amnesica. La accion facilitadora del activador de PKA se cumple 

adrninistrado pre y post-entrenamiento (Romano et al., 1996 b). Estas 

evidencias en conjunto sugieren que la activacion de PKA necesaria en la 

primer fase de la consolidacion comienza durante el entrenamiento como 

consecuencia de 10s ensayos y persiste despues del mismo. La activacion 

inducida de PKA, persistente despues del entrenamiento, resulta necesaria 

para la consolidacion en entrenamientos mas cortos, pero no asi en la 

condicion del entrenamiento fuerte de 15 ensayos, como lo demuestra la 

administracion sin efecto del inhibidor de PKA inmediatamente despues del 

mismo. 

Aljn desconocemos en Chasmagnafhus cuales son las vias neuroquimicas y 

receptores directamente involucrados en la activacion de PKA durante el 

entrenamiento. Sin embargo, en base a 10s resultados de este capitulo 

podemos extraer algunas conclusiones acerca de los mecanismos de la 

activacion de PKA product0 del entrenamiento. La actividad total de PKA no 

aumenta inmediatamente despues del entrenamiento como si lo hace la 

actividad basal. Por otro lado, el inhibidor de PKA que muestra efecto 

amnesic0 es un analog0 competidor del AMPc. Estos resultados en conjunto 
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indican que la activacion temprana de PKA producta del entrenamientb es 
mediada por un aumento de AMPc, como se ha observado en las fases 

tempranas de la facilitacion sinaptica en Aplysia (Kandel & Schwartz; 1982), en 

la potenciacion de largo termino en la region CAI de hipocampo (Roberson & 

Sweatt, 1996) y en la forrnacion de memoria de largo termino en Apis mellifera 

(Muller, 2000). 

Se ha determinado que un mecanismo distinto e independiente de AMPc es 

responsable de la activacion de PKA observada en hipocampo durante las 

fases tempranas de la consolidacion en ratas. En dos paradigmas de 

aprendizajes en 10s que esta involucrado el hipocampo se ha encontrado 

inmediatamente despues del entrenamiento, un aumento en la actividad total 

de PKA (Vazquez et al., 2000) y se ha probado el papel critic0 de una 

activacion de PKA independiente de AMPc (Bernabeu et al., 1997). Estos 

hallazgos no resultan congruentes con el mecanismo de activacion de PKA 

comprobado durante la forrnacion de la potenciacion de largo termino en 

hipocampo (Roberson & Sweatt, 1996) a pesar de la posible vinculacion entre 

ambos fenomenos. Sin embargo, dicha discrepancia puede provenir del hecho 

de que en el paradigma de aprendizaje de rata no se han medido 10s niveles 

basales de actividad de PKA sino la actividad total de la misma, lo que no 

resulta una reflejo fie1 de la actividad endogena. 

En Chasmagnathus, al igual que en mamiferos (Bernabeu et al., 1997; 

Bourtchouladaze et al., 1998) se ha encontrado un segundo periodo de 

aumento de la actividad de PKA durante la consolidacion. En este segundo 

periodo, centrado en las 6 horas despues del entrenamiento para 

Chasmagnathus, se ha encontrado aumentada la actividad basal y total de 

PKA en ganglio supraesofagico. Por otro lado, la inhibicion de PKA en un 

periodo entre 4 y 8 horas despues del entrenamiento posee efecto amnesico. 

Por lo tanto concluimos que la actividad elevada de PKA a las 6 horas, igual 

que la determinada inmediatamente despues del entrenamiento, es parte de 

10s procesos inducidos por la propia experiencia y un mecanismo participante 

de la consolidacicin de la memoria de largo termino. 
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La activacion persistente de PKA horas despues de una experiencia se ha 

reportado como mecanismo fundamental para el paso de la facilitacion 

sinaptica de corto a largo termino en Aplysia. Se ha demostrado que el 

mecanismo responsable de esta persistencia de la actividad de PKA es la 

degradacion de la subunidad regulatoria y la consecuente desinhibicion de las 

subunidades cataliticas (Chain et al., 1999). Si bien no se conocen en cangrejo 

10s mecanismos responsables del aumento de la actividad de PKA 6 horas 

despues del entrenamiento, se ha observado que el aumento en la actividad 

basal coincide con un aumento en la actividad total. No podemos descartar 

que durante este periodo exista tambien un nivel elevado de AMPc o una 

degradacion de las subunidades regulatorias, responsable del aumento en la 

actividad basal, sin embargo el aumento de la actividad total de PKA producto 

de un aumento net0 en la cantidad de enzima puede por si solo ser 

responsable del aumento en la actividad basal. 

En el modelo de facilitacion sinaptica en Aplysia, se ha demostrado que 24 

horas despues de la induccion, la actividad basal de PKA permanece elevada 

(Muller and Carew, 1998). A pesar del mantenimiento de la actividad elevada 

por un tiempo tan prolongado se ha demostrado que la actividad no es 

necesaria para la expresion de la facilitacion de largo termino (Hegde et al., 

1997). En el cangrejo Chasmagnathus el aumento en la actividad basal y total 

de PKA no persiste mientras dura la memoria, como se evidencia del 

reestablecimiento de 10s valores normales 24 hs despues del entrenamiento. 

Tambien se ha demostrado que la evocacion o expresion de la memoria en 

cangrejo no resulta dependiente PKA. 

5.4.2 Animales expuestos ai context0 

En el modelo de Chasmagnathus, a1 igual que en otros modelos y paradigmas 

de aprendizaje utilizados para el estudio de 10s mecanismos bioquimicos 

implicados en memoria, se disetian experimentos para idealmente diferenciar 

los correlatos bioquimicos que son producto del procesamiento de la 

estimulacion, de 10s correlatos especificamente involucrados en el aprendizaje 

y la forrnacion de memoria. Con este objetivo y en un intento por acercarse a la 
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situacion en la cual el animal recibe la estimulacion per0 no aprende ni 

memoriza, resulta una estrategia comun presentar al animal 10s estimulos de 

forma no pareada o en forma Qnica. Luego se evalua la respuesta aprendida y 

aquellos animales que no han recibido la presentacion pareada de 10s 

estimulos responden como animales naive, y por lo tanto se considera a 10s 

correlates bioquimicos observados en dichas situaciones corno propios de la 

estimulacion y no del aprendizaje. Sin embargo, considerar a estos ultimos 

como animales que no han aprendido, consiste un error cuando se quiere 

evaluar aspectos bioquimicos involucrados en la formacion de memoria, ya 

que estos animales si han aprendido, aunque no lo que el experimentador esta 

evaluando. 

En el paradigma de memoria contexto-sefial del cangrejo, el cual muestra 

caracteristicas de una memoria asociativa (Maldonado et al., 1997), la 

respuesta aprendida es la disminucion de la respuesta de escape, que es 

especifica del estimulo y del contexto. Esto no deja dudas acerca de que el 

contexto de entrenarniento posee claves y componentes que resultan 

salientes, aprendidas y luego reconocidas por el animal. En las experiencias 

farmacologicas se ha utilizado largamente como control a 10s animales 

expuestos al contexto, que reciben la misma manipulacion y droga que 10s 

animales entrenados, pero sin el pasaje reiterado del estimulo de peligro. Es 

necesario considerar, que este contexto resulta un nuevo ambiente para 10s 

animales, tanto como lo es para 10s animales entrenados en el, y por lo tanto 

fenomenos de tipo asociativo entre componentes del contexto y aprendizajes 

no asociativos como la habituacion a un contexto novedoso, deben ser 

considerados. Estos aprendizajes que no son 10s que estan siendo evaluados 

por el experimentador traen aparejados mecanismos transduccionales propios 

de ese aprendizaje, similares o no a 10s observados en 10s animales 

entrenados al pasaje de la figura. En resumen, 10s animales expuestos al 

contexto deben ser evaluados como animales expuestos a otra experiencia, 

mas que como animales control que no aprenden. 

Las mediciones de actividad de PKA en 10s animales que permanecieron en el 

contexto durante 50 minutos sin ser estimulados, muestran alto grado de 
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activacion de PKA inmediatamente despues de la experiencia, similar a la 

observada en 10s animales entrenados. En 10s animales entrenados se probo 

un papel fundamental de esta activacion temprana para la consolidacion, esto 

podria llevar a pensar en la existencia de un mecanismo comljn en la 

consolidacion de una memoria de contexto y la memoria contexto-seAal. Sin 

embargo se ha demostrado tambien que ambas experiencias inducen 

activaciones de PKA con cursos temporales distintos. A diferencia del 

entrenamiento, la exposicion al contexto no indujo activacion de PKA 6 horas 

despues de la experiencia. Dado que 10s tiempos a 10s que se midi6 el 

aumento en la actividad de PKA fueron elegidos en base a 10s periodos criticos 

de dependencia de PKA determinados para 10s animales entrenados, seria 

necesario buscar tambien a otras horas para determinar si la exposicion al 

contexto induce ventanas de activacion de PKA distintas a las del 

entrenamiento, ya que posiblemente la consolidacion de la memoria de 

contexto muestre periodos criticos distintos. 

Un fenomeno similar se ha estudiado en mamiferos (Viana et al., 2000). Se ha 

observado en ratas que la habituacion de la exploration de un contexto nuevo 

induce un aumento rapido y transitorio de la actividad de PKA en el hipocampo 

similar al observado en el caso de un aprenditaje asociativo. Sin embargo la 

inhibition de PKA no impide la retencion de la memoria de contexto. Se ha 

demostrado en ese caso que la activacion de PKA en esa circunstancia esta 

vinculada con el reconocimiento de una situacion novedosa (Vianna et al., 

2000). Al igual que lo observado en cangrejo, se ha demostrado en ratas que 

la habituacion al contexto tampoco muestra una segunda ventana de 

activacion de PKA como si lo muestra el aprendizaje de una evitacion pasiva 

(Bernabeu et al., 1 997). 

Existen observaciones en Chasmagnafhus que sugieren la existencia de una 

memoria del contexto en 10s cangrejos que permanecen durante una hora en el 

actometro (comunicacion personal, Maldonado & Hermitte). Es necesario 

diseiiar y llevar a cab0 experiencias para evaluar si la activacion de PKA 

observada luego de la exposicion al contexto forma parte de un aprendizaje 
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relacionado con el context0 o si es un efecto producto de la estimulaci6n o 

posiblemente ligado a la novedad. 
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6.1 lntroduccion 

La proteina quinasa dependiente de AMPc ha sido estudiada en numerosos 

modelos animales, y muchas de sus caracteristicas estructurales y cataliticas 

se encuentran conservadas. Ahora que 10s mecanismos de activacion de PKA 

son bien comprendidos, y que se ha encontrado una vasta cantidad de 

procesos celulares mediados por PKA, emergen preguntas que apuntan a 

revelar 10s mecanismos que determinan la especificidad de su accion. Al 

respecto resulta intrigante, como multiples factores elevan 10s niveles de AMPc 

en la celula y sin embargo solo un limitado grupo de substratos son fosforilados 

por PKA en respuesta a una hormona o neurotransmisor en particular 

(Skslhegg & Tasken, 2000). Esta especificidad resulta particularmente 

importante en el sistema nervioso por el hecho de que la misma via de 

transduccion puede controlar diversas respuestas fisiologicas y 10s cambios 

suelen ser dirigidos a sitios tan restringidos como una o pocas sinapsis. 

La existencia de diferentes isoformas de PKA y sus comportamientos 

particulares, como ser, diferentes cineticas y caracteristicas de activacion, 

expresion tejido-especifica, distribucion subcelular y posibilidad de interaction 

con otras moleculas como proteinas de anclaje, han sido consideradas como 

determinantes de la especificidad de accion. 

Dos isoenzimas de PKA, denominadas de tipo I y I1 (PKA I y PKA II, 

respectivamente) fueron identificadas inicialmente en base a su perfil de 

elucion de columnas de cromatografia de intercambio anionic0 (Reimann et al., 

1971; Corbin et al, 1975). Estas dos isoformas de PKA mostraron compartir la 

misma subunidad catalitica y diferenciarse en la subunidad regulatoria, 

denominadas subunidad regulatoria de tip0 I y ll (R I y R 11). Las tecnicas de 

biologia molecular permitieron luego identificar con precision en distintos 

modelos la existencia de dos genes de la subunidad R I, denominadas R I a 

(Lee et al., 1983; Sandber et al., 1987) y R 1 j3 (Clegg et al., 1988; Solber et al., 

1991) y dos genes para R 11, R I1 a (Scott et al., 1987; @yen et al., 1989) y RII P 
(Jahnsen et al., 1986). Tambien se han identificado tres genes para la 

subunidad catalitica, Ca , Cj3 y Cy (Whler et al., 1986 a, b ; Beebe et al., 1990). 
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Los resultados expresados en 10s capitulos anteriores, basados en la 
intewencion farmacologica del proceso de consolidaci6n y en las mediciones 

que muestran el aumento de la actividad de PKA inducida por un 

entrenamiento, revelan un papel fundamental de esta via de transduccion en el 

proceso de formacion de la memoria. , .,F ,,,- 

Considerando la faita de informacion acerca de PKA en sistema nervioso de 

crustaceos y con el proposito de evaluar posteriormente la participation 

especifica de isoformas de PKA en el proceso de formacion de memoria, el 

objetivo del presente capitulo fue identificar y caracterizar isoformas de PKA en 

sistema nervioso de Chasmagnathus. 

Con este objetivo, se identificaron inicialmente en base a separacion en 

cromatografias de intercambio distintas fracciones de PKA provenientes de 

tejidos newiosos y tambien no nervioso de Chasrnagnafhus. Luego estas 

fracciones fueron caracterizadas en base a su sensibilidad por diferentes 

nucleotidos ciclicos y capacidad de autofosforilacion. - -  ' -- - --  

3 - , I  :I . 
I -mgS=,.t - I  - -  , I,! sr:, 1 d k i ~ 9  SJ 

- ,- - 1 1 7  , - , : I .  i ~9~1~01 f i6q  

6.2 Materiales y metodos . -  -~~,j,  - .  . ;. . 13  3- :-.J 61q! ndi247,qk.~ 

6.2.1 Preparation de extractos :- 2: rbs,- L;I ;dl I I: ,t5rvisns2i zcO 

Animales naive eran enfriados en agua con hielo durante 2 minutos e 9: 

inmediatamente se realizaba bajo lupa la diseccion de 10s tejidos, manteniendo 119 

al animal a 4 OC. Una vez disecado el tejido, este era inmediatamente ?r 
congelado y conservado en tubos plasticos tipo "Eppendorf" en nitrogen0 k t  

liquido. De este mod0 se obtuvieron 40 ganglios supraesofagicos (que 

contienen al protocerebro medial, deutocerebro y tritocerebro), 40 

protocerebros lateral (medula terminal y cuerpo hemielpsoideo) y 5 branquias 2r-x 

como muestra de un tejido no nervioso. Una vez obtenida la cantidad indicada b i j  

10s tejidos eran descongeiados y homogenizados en 2 ml de (EDTA 5 mM, 3: 

EGTA 2 mM, Pepstatin A1 pgrlml, Leupeptin 10 pgrlml, 0.25 mM PMSF, ;Lj 

Aprotinin 10 pgrlml in Tris 50 mM, pH 7,5) utilizando un homogenizador de tipo ru, 

vidrio-vidrio. Las fracciones citos6lica y particular fueron separadas por 
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ultracentrifugacion (100.000 x g , 15 min), el precipitado resuspendido y re- 

homogenizado en el mismo volumen del sobrenadante. Ambas fracciones era 

luego nuevamente congeladas en nitrogeno liquido hasta su utilization. 

6.2.2 Cromatografia de intercambio anionico 

Las cromatografias de intercambio anionico fueron realizadas en columnas de 

0.5 rnl de resina DE-52 preparadas dentro de jeringas plasticas de 1 ml. Todas 

las soluciones utilizadas para equilibrar, lavar y eluir las colmunas fueron 

preparadas con Tris 50 mM pH 7.5 y en el caso de la elucion tambien con 15 % 

de glicerol y la concentracion indicada de NaCI. El cargado, lavado y elucion de 

las columnas fueron realizados mediante una bomba peristaltica a un flujo 

constante de 0.5 ml/minuto. 

Los extractos fueron descongelados, el volumen de 10s mismos llevado a 10 ml 

y cargados en las columnas. Una vez cargada la muestra, las columnas eran 

lavadas con 5 ml y la elucion de las mismas realizada con un gradiente de NaCl 

de 0 a 300 mM en saltos discretos de 12.5 mM por cada 1 ml. Las fracciones 

recolectadas de 1 mi, eran rapidamente subdivididas en alicuotas y congelada 

en nitrogeno liquido para luego ser utilizadas para distintos fines. 

6.2.3 Ensayo de fosforilacion in vifro 

Se practicaron reacciones de fosforilacion in vifro para revelar: 

a) el perfil de elucion de actividad de PKA de las cromatografias de intercambio 

anionico; 

b) la sensibilidad de distintas fracciones de PKA a distintos nucleotidos ciclicos. 

En arnbos casos el protocolo de la reaccion de fosforilacion fue similar except0 

que en a) se utilizaro concentracion fija y saturante de AMPc (10pM) y en b) 

se utilizaron diferentes nucleotidos ciclicos a concentracion variable (indicado 

en cada caso). 

El substrato especifico de PKA "Kemptiden fue utilizado como aceptor exogeno 
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Diez pI de cada fraccion eluida fueron preincubados 5 minutos a temperatura 

ambiente en un volumen de 30 yl en presencia o ausencia de la concentracion 

indicada del nuclecitido ciclico y can o sin el inhibidor especifico de PKA, PKI 

(2pM). La reaccion de fosforilacion comenzo con el agregado de 10 p1 de buffer 

de reaccion para una concentracion final en 40 p1 de: 50 yM Kemptide, 100 yM .a 
ATP, 10 mM MgC12 , 0.25 mglml BSA, 50 mM Tris pH 7.5 y 1 pCi de (y32~)- 

ATP. Luego de 5 minutos de reaccion a temperatura ambiente la reaccibn fue J 

detenida sembrando 20 pl de la reaccion en papeles de fosfoce\ulosa de 2 x 2 .O 

cm. El ATP no incorporado al substrato fue removido del papel de fosfcelulosa g[ 

mediante agitacion suave de 10s papeles en 1% de acido fasforico durante 2 ':g 

horas. Los papeles fueron secados y colocados en viales con 2 ml de solucion ?b 

centelladora (Tolueno-POP-Popop) y medidos en un contador de centelleo 

Beckman. I . ,  :\ , I  E: 3b ~ t n s f ~ c l a 3  

La actividad de PKA en cada fraccion fue estimada restando la actividad 

remanente en presencia del inhibidor especifico de PKA, PKI 2 uM, a la 

actividad obtenida con AMPc 10 pM y expresada como unidades de actividad 

de PKA - -  relativa - - al volumen de fraccion medido. 

Las constantes de activacion (Ka) para AMPc y otros nucleotidos ciclicos 

utilizados para cada isoforma de PKA, fue calculada por el ajuste de los datos 

de tres curvas de activacion de experimentos independientes a una curva 

logistica no linear de 4 parametros. La concentracion de activador necesaria ;*a 
para obtener el 50% de la activacion maxima fue calculada mediante la formula 

92 
de la curva ajustada (programa: Sigma Plot 5.0) 

6.2.4 Ensayo de auto-fosforilacion 

Las condiciones de la auto-fosforilacion consistieron en 20 p1 de la fraccion 

eluida y 10 pI de buffer de reaccion para una concentracion final en 30 p1 de: 

10 mM MgC12, 10 yM ATP, 50 mM Tris pH 7 . 5 5  mM EDTA, 2 mM EGTA y 15 

pCi (Y~~P)-ATP en presencia o ausencia de 10 pM AMPc o 2pM PKI. La 

reaccion se hizo por 5 minutos a temperatura ambiente y se detuvo mediante el 

agregado de 10 y1 de buffer de siembra ( 5% dodecil sulfato de sodio (SDS), 

5% 2-mercapto-etanol, 15 % glicerina, 0.5 M Tris, pH 6.8. 15 y1 de la reacci6n 
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fueron sujetos a una corrida electroforetica en un gel desnaturalizante de 

poliacrilamida (SDS-PAGE). El gel fue secado y expuesto por 12 horas en una 

pelicula KODAK AR-5 X-Omat. 

6.2.5 Drogas 

El AMP ciclico, GMP ciclico, el substrato especifico de PKA "Kemptide" y el 

inhibidor especifico de PKA, PKI (6-22) amida, fueron obtenidos de Sigma. Los 

analogos de AMPc: 5,6-dicloro-benzimidazol ribosido-3,5- monofosforitioato, 

Sp-isomer (Sp-5,6-DCI-cBIMPS) y N-mono-t butilcarbamoiladenosina Sp-3',5'- 

monofosfato (MBC-CAMP) fueron obtenidos de Biolog, Alemania. 

6.3 Resultados 

6.3.1 lsoformas de PKA en Chasmagnathus 

Con el objetivo de estudiar la presencia de isoformas de PKA en tejido nervioso 

de Chasmagnathus, extractos de ganglio supraesofagico fueron separados en 

fraction citosolica y particular, y luego sujetos a separation en una 

cromatografia de intercambio anionico. 

Para revelar la presencia de PKA en las fracciones eluidas de la columna, se 

midi6 en cada una de ellas la actividad fosfotransferasa en presencia del 

substrato exogeno especifico de PKA, Kemptide. El perfil de actividad PKA 

eluida de 10s extractos citosolicos mostro dos picos. Un perfil representativo de 

10 repeticiones de este experiment0 se muestra en el panel de la izquierda de 

la figura 6.1.a. Este resultado es comparable al perfil de elucion obtenido para 

las dos isoformas de PKA presentes en tejidos de mamiferos, PKA I eluye a 

concentraciones de NaCl menores a 100mM y PKA ll eluye entre 150 y 200 

mM NaCl (Beebe & Corbin, 1986). La actividad de PKA eluida en el segundo 

pic0 fue al menos un 25% mayor a la primera. Este resultado contrasta con la 

proportion de isoformas hallada en insectos, en 10s cuales la isoforma I de PKA 

no es detectable en tejido nervioso de animales adultos (Miiller, 1997). 
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Figura 6.1: Perfiles de elucibn de la actividad de PKA de 
cromatografias de intercambio anicinico. 
a) extractos citosolicos (derecha) y particulares (izquierda) de ganglio supracsofrigico; b) 

dc proloccrebro lateral y c) branquias. La actividad fuc medida en prcscncia de 10 pM (a) 
o cn condicion basal (0). En branquias y protocercbro lateral la actividad fue solo mcdida 
cada dos fi-acciones. 
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Una caracteristica distintiva de PKA II, bien estudiada en mamiferos e insectos, 

es su capacidad de unirse a travgs de la subunidad regulatoria a proteinas de 

anclaje que la mantienen asociada a fracciones de membrana y microtubulos 

(Schulman, 1995; Faux & Scott, 1996; Han et al., 1997). De acuerdo a lo 

esperado, el perfil de elucion de la fraccion particular muestra al menos 3 a 4 

veces mas proporcion de PKA II que PKA I (figura 6.l.a, panel de la derecha). 

El pequefio pic0 correspondiente a PKA I puede explicarse en terminos de una 

wntaminacion con la fraccion citos6lica, o bien de la posibilidad de una fraccion 

de PKA I asociada a proteinas de anclaje de t i p  dual mucho menos frecuentes 

. I  
" ,.+ 

Considerando una posib~k expresibn y distribucibn tejido*-eipecifi$ de estas 

dos isoformas de PKA en cangrejo, se separaron por cromatografia extractos 

provenientes de otra estructura nerviosa, el protocerebro lateral, que contiene a 

la medula terminal y el cuerpo hemielipsoideo. La figura 6.1 .b. muestra un perfil 

representativo de 10s resultados obtenidos para 5 repeticiones de este 

experimento, en la que se observa un perfil de actividad de PKA con un 6nico 

pic0 de elucibn que coincide en salinidad al segundo pico obtenido para 10s 

extractos de ganglio supraesofagico, correspondiente a PKA 11. En base a esta 

tecnica no podemos ser concluyentes y dejar de considerar una muy baja 

proporcion de PKA I, que en algunas de la repeticiones aparecio con una infima 
- q.  

proportion (resultados no mostrados). .L. C -  - -- - 3 .  u 
-, - +  5 

Finalmente se evaluaron mediante el mismo metodo extractos provenientes de 

un tejido no nervioso. El perfil de actividad PKA eluido de una cromatografia de 

extractos citosolicos de branquia, mostro un unico pico de actividad 

correspondiente a la fraccion I .  La figura 1 .c muestra un perfil representativo de 
Ic, :  30 , ' .  . 

tres repeticiones independientes. 

'. - 4 '  , :=!$ 

I -r. , , ' 

6.3.2 Sensibilidad ,-.,.. -.- -- .---. , de las isoformas de PKA a nucleotidos 

ciclicos itdl z]  2:) . . \% :, '+'?;< 

!&l<r! Ln&' i t l-;. : , .. 5 >,;, i . : 

Una vez identificada la presencia de distintas fracciones de PKA en tejido 

nervioso de Chasmagnafhus, el siguiente objetivo fue caracterizar la activaci6n 

de estas en base a su sensibilidad por distintos nucleotidos ciclicos. Con este 
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proposito se tomaron las fraccisnes centrales de cada pic0 de actividad PKA 

eluida de ganglio supraesofagico y se practicaron reacciones de fosforilacion in 

vitro con cantidades crecientes nucleotidos ciclicos activadores. Para asegurar 

la medicion de actividad fosfotransferasa especifica de PKA y descartar la 

presencia de otra posibles quinasas que coeluyan con PKA, posiblemente 

activadas por nucleotidos ciclicos como por PKG, se utiliz6 el substrato 

especifico, Kemptide, y se comprobo tambien la total inhibicion de la actividad 

inducida por 10s activadores con el inhibidor especifico, PKI. !, ., n~3ijr,;fl,dnm 

. . g;rl31317C),JZ911-33 93 . , . d I .I+ . Log concentracion de nucelotido ciclico (up41 
# +  < $ f l€ ' '3f f$~97 231) 

Figura 6.2 Activacicin de PKA con nuclecitidos ciclicos. LOS grjficos 

rnucstran la activacion dc las dos fracciones dc PKA eluidas dc cxlractos dc ganglio 

: ,>t supraesofiigico; fracci6n I (*), fiaccibn I1 (0). La 'activation para concentraciones -&.2 
crecientes de 10s nuclehtidos ciclicos esta expresada como porcentaje de la activacio&i*3 

mkxima con 10 pM de AMPc y tomando como 0 de activacion a la actividad basal. A y a, 

. . mucslran la inhibicion con 2 uM dc PKI de la actividad mkxima dc cada fraccion y cada 
-.i 

-"I nuclebtido. Los datos representan media * ES de tres experimentos independientes y la 
LC 1917 #-,c.t:curva de activacion caldada en base a1 ajuste logistico no lineal de 4 parhetros, en todos 

10s casos P <0.400 1. Ka: conccntracion dcl nuclcolido para 50% dc activacion. t db 79 ZEJzs ~b 
#); s * 
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Como se observa en la figura 6.2.a , la fraccion I mostro aproximadamente 10 

veces mas sensibilidad al AMPc que la fraccion II. Las constantes de activacion 

(Ka) para AMPc resultaron 10 nM y 93 nM respectivamente. 

La figura 6.2 muestra tambien las curvas y constantes de activacion obtenidas 

para otros nucleotidos ciclicos. El activador especifico de PKA, Sp-5,6-DCI- 

cBIMPS, previamente utilizado como facilitador de la memoria en 

Chasmagnathus (Romano et al 1996, b), mostro niveles totaies de activacion 

de PKA simjlares a 10s obtenidos con el activador endogeno AMPc, aunque con 

una afinidad menor y no mostro activacion diferencial para ambas fracciones 

(Ka 1111= 510 nM ). La activacion con el analogo MBC-CAMPS, mostro 10s 

mismos niveles maximos de activaci6n y una leve afinidad diferencial entre 

fracciones, 77 nM vs 152 nM. 

La combinacion de analogos de AMPc ha sido documentada como herramienta 

para obtener la activacion sinergica de isoformas especificas de PKA 

(SkGlhegg at al., 1992). Sobre la base de la afinidad de 10s analogos Sp-5,6- 

DCI-cBIMPS y MBC-CAMPS para 10s sitios de union de AMPc en las 

subunidades regulatorias, una combinacion de estos fue utilizada para activar 

de manera sinergica la fraccion I1 de PKA, y brindar una prueba adicional a la 

identificacion de PKA II. Sin embargo, no se han encontrado diferencias ni 

efecto de activacion sinergica para ninguna de las dos fracciones de cangrejo 

(resultados no mostrados). Una explicacion posible al respecto, es que el 

diseiio de estas combinaciones de analogos es realizado considerando 10s 

datos de afinidad de 10s analogos por subunidades regulatorias de mamiferos, 

y es concebible que existan diferencias en la afinidad de las subunidades 

regulatorias de especies animales distanciadas evolutivamente- 

Estas diferencias entre invertebrados y mamiferos resultan evidentes, por 

ejemplo, en el grado de sensibilidad de PKA al GMPc. Se ha descripto en 

insectos, que AMPc y GMPc poseen habilidades comparables en la activacion 

de PKA (Altfeider & Mulller, 1991). Esto sumado al hecho de que en tejidos de 

artropodos, GMPc y AMPc se encuentran en niveles comparables en contraste 

con lo observado en mamiferos, donde GMPc es considerablernente mas bajo 

(Ishikawa et al., 1969), sugiere que en artropodos existiria cierto grado de 

interaction egtre estos dos segundos mensajero. En Chasmagnathus se evaluo 
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la sensibilidad de. ambas isoformas de PKA al GMPc. Este nuclehtido 3 
endogeno revel6 un grado de activacion maxima similar a la obtenida con 

AMPc y esta activacion fue totalmente inhibida por PKI, lo que asegura que la il 

actividad medida es especifica de PKA. Las curvas para GMPc en la figura 6.2 

muestran una leve diferencia en la sensibilidad de ambas isoformas al GMPc 

(Ka PKA I = 897 nM ; Ka PKA II = 1.9 uM). . .. -. 

Estos resultados evidencian una importante diferencia en la sensibilidad de 

ambas fracciones de PKA por el activador endogeno, AMPc. En lineas 

generales, aunque no en forma tan marcada, PKA I mostro tambien mayor 

sensibilidad que PKA II para otros nucleotidos. Estos resultados constituyen 

una evidencia adicional para identificar a ambas fracciones como las 

respectivas isoformas de PKA, PKA I y l i .  

Los valores de sensibilidad de ambas isoformas de sistema nervioso de 

cangrejo, coinciden con reportes previos de la sensibilidad en tejido nervioso de 

mamiferos, 10s cuales revelan una mayor sensibilidad a las isoformas de PKA 

que contienen subunidades regulatorias de tipo I (Cadd et al., 1990). 

- :. - > tz i , I -.&'d*iq . 
6.3.3 Auto - fosforilacion de PKA II 

La subunidad regulatoria de tip0 II caracterizada en mamiferos e insectos sufre 

modificaciones tales como auto-fosforilacion (Foster et al., 1984) o proteolisis 

parcial (Altfelder & Miiller, 1989). Ambas modificaciones son tratadas como 

mecanismos regulatorios de la actividad de PKA, ya que ambas reducen la 

afinidad de la subunidad regulatoria por la subunidad catalitica prolongando el 

tiempo de activacion de PKA incluso cuando el AMPc decae. 

Los resultados previos en este capitulo, basados en 10s perfiles de elucion y en 

la afinidad diferencial por AMPc, sugieren fuertemente que las dos fracciones '9 

eluidas de PKA corresponden a las dos isoformas I y I i  descriptas en otros '"' 
animales. Sin embargo, una posible interpretation alternativa de estos '' 
resultados es la presencia Qnica de PKAII y que un product0 de proteolisis de "8 

esta isoforma eluya a baja fuerza ionica siendo confundido con PKA I. ''"' '"' 
- .  -I-,; , - 1  :% 5:JF - - < P  \ -  + - L  . ( F  . .:a t L C  ' - -  ,b .S S H S ~ I ~ Z ! )  

- + f r.:\ - < . I  i \  - , ; F .*2!2 : rih;33>157:t1 
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Por esto se realizo un experiment0 con un doble prop6sit0, evaluar la 

capacidad de auto-fosforilacion de PKA II y a su vez usar esta capacidad como 

un caracter diagnostic0 para comprobar que las dos fracciones eluidas de PKA 

corresponden a las isoformas I y I I ,  dado que de acuerdo a su carcaterizacion 

en Drosophila la fraccion de PKA II proteolizada no pierde la capacidad de 

autofosforilacion. 

f raccion 75 mM 150 mM 
AMPc + + -  + + 

PKI I + -  - + 

Pigura 6 3  Autoradiografia del product0 de autofosforilaci6n de P U .  
Fosforilaci6n de 10s substrates end6genos en las fiacciones de PKA de ganglio 

supraesofAgic0 eluidas a 75 y 150 mM. Las reacciones fueron realizadas en condicion basal , 
estimulada con AMPc lOpM e inhibidas con PKI 2pM. 



Fernando Locatelli 

La figura 6.3 muestra una autoradiografia representativa de un gel de 

poliacrilamida en el que fueron separados Ios productos fosforilacion en tas dos 

fracciones sin el agregado del substrato exbgeno. En la fraccion eluida a alta 

sal (150 mM), varias proteinas incorporaron 3 2 ~ .  Solo dos de las bandas 

obtenidas probaron ser substrato de PKA ya que aumentan la incorporaci6n de 

3 2 ~  con el agregado AMPc y muestran inhibition con el inhibidor de PKA, PKI. 

Una banda de 55 kDa, muestra un peso lmuy cercano a la subunidad 

regulatoria II caracterizada en insectos de 53 kDa (lnoue & Yoshioka, 1997), y 

podria corresponder a la forma fosforilada de esta subunidad regulatoria en 

cangrejo. Una banda menor con una masa de 43 kDa puede pertenecer a un 

producto de proteolisis de R II. Dos proteinas de 69 y 51 kDa corresponden a 
substratos de otras quinasas como lo prueban su independencia de AMPc y 

PKI, y coeluyen en la misma frawion. En la fracci6n eluida a 75 mM NaCl solo 

una banda muy suave aparece cuando se estimula con AMPc que 

probablemente conesponde a-ia misma banda de 43 kDa de la fracci6n de 150 

mM. Esto sugiere que un producto de proteolisis de PKA 11, eluye a una 
9 

salinidad media entre ambas fracciones y comienza apareciendo como 

contarninacion en la fraccion eluida a 75 mM. De todos modos, la intensidad de 
/ 

la actividad de quinasa que revela la banda de 43 kDa eluida a 75 mM , no 

puede explicar por si sola la actividad medida en esta fracci6n en presencia del 

substrato exogeno Kemptide, 'lb que sugiere que en esta fraccion existe un 

componente de actividad PKA que no se autofosforila y que corresponds 

entonces a PKA I. 

6.4 Discusion 

6.4.1 PKA I y PKA I1 en Chasmagnathus . - -- 

De acuerdo al perfil de elucion de una cromatografia de intercambio anionico, 

se obtuvieron dos fracciones de actividad de PKA provenientes de extractos de 

tejido nervioso de Chasmagnafhus. Distintas lineas de evidencias que 

consisten en caracteres distintivos de cada fraction,_ sugieren que estas dos - - 
fracciones corresponden a las dos principales isofqmas de PKA identificadas 

ya en otros modelos, PKA I y PKA I I :  a) un perfiI:$e elucion con dos picos 
.k- - 
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similar ai obtenido en tejidos de mamiferos (Corbin et al., 1975) ; b) mayor 

sensibilidad a nucleotidos ciclicos de la fraccion que eluye a baja sal (Cadd et 

al., 1990) ; c )  distribucion diferencial de las dos fracciones en distinto tejidos; d) 

la capacidad de auto-fosforilacion en la fraccion que eluye a alta sal (Foster et 

al., 1984; Erlichman et al., 1974). De acuerdo a estas conclusiones este 

constituye el primer reporte de la identification de isoformas de PKA en 
-4 . 

crustaceos. 

Estas observaciones en cangrejo muestran diferencias y coincidencias con lo 

determinado para otros modelos de artropodos en 10s cuales PKA ha sido 

estudiada en su relacion con la formacion de memoria. Mientras en cangrejo 

hemos hallado la presencia de al menos dos isoformas de PKA en sistema 

nervioso, en insectos, Drosophila y Apis, solo la isoforma I I  es detectable en 

individuos adultos (Foster et al., 1984; Muller, 1997). Hemos encontrado 

ademas en cangrejo proporciones diferenciales de cada isoforma en distintos 

tejidos. La presencia exclusiva de PKA 11 en protocerebro lateral, sumada a los 

resultados obtenidos en el capitulo I\/ que muestran un alto grado de actividad 

especifica de PKA en esta estructura, si resulta congruent9 con las 

observaciones en insectos. El protocerebro lateral es considerado como una 

estructura analoga y relacionada evolutivamente a 10s cuerpos pedunculados 

del cerebro de insectos (Hanstrom, 1947) en 10s cuales se ha determinado un 

alto grado de expresion de PKA I1 (Muller, 1997) como en este trabajo se lo ha 

hecho para el protocerebro lateral de cangrejo. El papel fundamental de la via 

de PKA en 10s cuerpos pedunculados ha sido probado en procesos de 

aprendizaje olfatorio y memoria en insectos (Zars et al., 2000; Connoly et al., 

1996) y resultaria de interes evaluar tambien esta funci6n en el protocerebro 

lateral de cangrejos. 

El hecho de que solo PKA I ha sido en encontrada en branquias confirma !a 

reguiacion tejido especifica de la expresion de isoformas. Las branquias 

constituyen el principal organo osmoregulador en crustaceos y son blanco de 

10s osmorreguladores neuroendocrinos que estimulan la producci6n de AMPc. 

Se ha demostrado tambien que analogos de AMPc muestran efecto sobre la 

captaci6n de Na' en branquias en crustaceo (Kamemoto, 1991). Los resultados 

en este capitulo muestran que la isoforma I de PKA mediaria estos efectos. 
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La interaccion entre las vias de (SMPc y AMPc ha sido descripta en vertebrados 

e invertebrados. Uno de 10s niveles al cual esta interaccion existe, es en la 

posibilidad de cada nucleotido a tive de manera inespecifica ambas quinasas, 

PKA y PKG. En particular, ia act I vacion de PK,, por GMPc ha sido probada en 

levadura (Cytrinska et al., 1999) en insectos (Altfelder & MOller, 1991 ; Mane et 

al., 1985), nematodos (Vardanis et al., 1980) y en ratones (Schumacher et al., 

1992). En esta tesis se da reporte de que en cangrejo, GMPc puede inducir 

una activacion maxima de ambas isoformas de PKA similar a la inducida con 

AMPc aunque con una afinidad aproximadamente 10 veces menor. Sin 

embargo, el alto nivel de GMPc hallado en invertebrados, sugiere un posible 

papel de GMPc en la regulacion de la activacion endogena de PKA. En Apis 

rnellifera se ha comprobado que la activacion persistente de PKA en Iobulo 

antenal despues de un entrenamiento, fundamental para la formacion de una 

memoria olfatoria de largo termino, es dependiente de ambos nucieotidos, 

AMPc y GMPc (Muller, 2000). 

~ 
I 

6.4.3 PKA I es mas sensible a nucleotidos ciclicos que PKA I1 

En ratones se ha encontrado que las holoenzimas de PKA que contienen la 

subunidad regulatoria R Ip son mas sensibles a AMPc (Cadd et al., 1990). La 

presencia de esta subunidad ha sido hallada restringida a cerebro y medula 

espinal, y se ha propuesto que su expresi6n podria estar vinculada con el 

aumento de la sensibilidad de las respuestas celulares mediadas por AMPc. En 

Chasmagnathus se ha determinado que la isoforma I de PKA expresada en 

sistema nervioso es aproximadamente 10 veces mas sensible que la isoforma 

II. No resulta sorprendente, que la diferencia en el grado de sensibilidad entre 

isoformas resulte maximo para AMPc y menor para otros analogos sinteticos. 

Debe considerarse a1 respecto, que si existe una presion evolutiva para que el 

contraste de sensibilidad entre isoformas se conserve, es AMPc, el activador 

end6gen0, para el cual estas diferencias son conservadas. Esto fortalece a su 

vez la idea de la importancia fisiologica de la existencia de isoformas con 
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sensibilidades distintas. De acuerdo con la sensibilidad diferencial entre 

isoformas, un aumento de la expresion o proporcion de PKA I podria brindar a 

la celula umbrales inferiores de AMPc para inducir una respuesta o su vez 

permitir valores superiores de actividad basal de PKA aun en condiciones de 

reposo. 

El conjunto de las caracteristicas diferenciales de las dos isoformas de PKA 

identificadas en Chasmagnathus, tales como propiedades de activation, 

distribucion tisular y subcelular especifica y auto-fosforilacion, plantea en 

relacion con el interes central de esta tesis, una variedad de interrogantes 

relacionados con el posible papel diferencial de las isoformas en el proceso de 

plasticidad sinaptica. En primer lugar, la participation diferencial de las 

isoformas brindaria un elemento de especificidad a la variedad de procesos 

regulados por PKA. Por otro lado, la regulacion isoforma-especifica de la 

expresion de PKA brinda la posibitidad de una proporcion dinarnica de 

isoformas, lo que agrega un elemento mas de plasticidad a la &lula. Ambas 

posibilidades seran abordadas en el capitulo VII de esta tesis. 
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A medida que el papel fundamental de PKA es demostrado en 10s mas 

diversos modelos de memoria y plasticidad sinaptica, resulta sorprendente y 

hasta a veces contradictorio que paradigmas de memoria y plasticidad 

divergentes, inducidos por patrones de estimulacion distintos e incluso con 

resultados comportamentales o fisiologicos opuestos, resulten igualmente 

dependientes de esta via de transduccion. Los fenbmenos de sensibilizacion y 

condicionamiento en Aplysia, estudiados tanto a nivel comportamental como 

sinaptico, constituyen formas distintas de aprendizaje, no asociativa y 

asociativa respectivamente, son inducidos por patrones de estimulaci6n 

distintos y sin embargo ambos resultan igualmente dependientes de PKA 

(Hawkins et al., 1983; Yovell et al., 1987). La adquisicion y retencion de 

memorias asociativa y no asociativas en Drosophila resultan tambien 

igualmente afectadas por mutaciones en esta via de transduccion (Corfas & 

Dudai, 1990; Dudai et al., 1986). En la abeja Apis mellifera, tanto un protocolo 

de estimulacion que induce habituacion de la respuesta de extension de 

proboscis (Hildebrandt & Mueller, 1995) como un protocolo de 

condicionamiento olfatorio que aumenta la ocurrencia de la misma respuesta 

(Miiller, 2000), inducen aumento persistente de la actividad de PKA en el 

Iobulo olfatorio. La potenciacion y la depresion de largo termino en hipocampo 

constituyen mecanismos de plasticidad sinaptica diametralmente opuestos, 

requieren protocolos de induccion distintos y sin embargo ambos son 

dependientes de la actividad de PKA (Qi et al., 1996; Huang et a[., 1995). 

Resulta intrigante, como un mecanismo regulatorio de acci6n tan generalizada 

como la actividad de PKA participa dirigiendo o induciendo de manera 

especifica procesos distintos de una celula o circuito. 

Una posibilidad que podria en parte resolver este interrogante la constituye la 

existencia de distintas isoformas de PKA. Como se ha desarrollado en la 

introducci6n general de esta tesis, y como se demuestra en el capitulo VI para 

Chasmagnathus, existen diversas isoformas de PKA que se diferencian pot- las 

subunidades regulatoria y catalitica que las conforman. Como ya se ha 
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discutido, las distintas afinidades de las subunidades regulatorias par el cAMP 
pueden conferir la a enzima distintas propiedades de activacion (Cadd et al., 

1990). A su vez la subunidad regulatoria puede dirigir y ubicar la enzima en 

dominios celulares especificos a traves del pegado a proteinas de anclaje y de - 

esa manera favorecer o permitir la fosforilacion de substratos especificos en 1 

un pequeiio ambiente celular (Faux & Scott, 1996; Schulman, 1995; Skilhegg :, 
& Tasken, 2000). Existen tambien isoformas de la subunidad catalitica que 

pueden conferir a la enzima afinidad por distintos substratos (Panchal et al., .i 

1994). Sin embargo, a pesar del basto conocimiento existente sobre isoformas 2 

de PKA y del papel fundamental de esta enzima en procesos de plasticidad y s 

memoria, poco se ha podido saber y aclarar hasta ahora acerca de posibles r;. 

papeles diferenciales de las distintas isoformas y si el reclutamiento selectivo '-- 

de isoformas contribuye a la especificidad que vincula un determinado patron b) 

de estimulacion con el cambio inducido. . ,,:, .:._ . it 5 -, G.= Z G ~ J O C ~ ~ : ~ ~ ,  
r.-,8 C I  

Las estrategias farmacologicas utilizadas para probar el papel de PKA, 

carecen de la especificidad para bloquear o activar especificamente alguna de ( 1 
13 

las isoformas (Bernabeu et al., 1997; Bourtchouladze et al., 1998; Muller, 
- - .  

2000). Si bien existen analogos de cAMP activadores o inhibidores de la "'' 
'.'I 

enzima con afinidades diferenciales para las distintas isoformas de -- 
f I 

subunidades regulatorias o que utilizados en combinacion muestran efecto "' 

sinergicos sobre una determinada isoforma (Gjertsen et al., 1995; Van Sande et '' 
---\ 

al., 1989; Beebe et al., 1984; Torgersen et al., 1997), resulta dificil trasladar 

estas propiedades para su utilizacion in vivo donde deben ser considerados 

problemas de dilution, permeabilidad y degradacion diferencial de las drogas. 

Considerando estos factores no resulta facil haliar dosis que aseguren la total 

activacion o inhibicion de una isoforma sin consecuencias sobre la actividad 

de otras. 

Al igual que las estrategias farmacologicas, las determinaciones bioquimicas 

de activacion de PKA carecen de la capacidad para resolver cual es la 

isoforma activada como consecuencia de una estimulacion. Los trabajos 

previamente citados en 10s cuales se ha medido la activacidn de PKA asociada 

a la formacion de memoria o de plasticidad neuronal (Bernabeu et al., 1997; 
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Roberson & Sweatt, 1996; Muller, 2000; Muller & Carew, 1998) como 10s 

presentados en esta tesis en 10s que se mide activacion de PKA inducida por 

entrenamiento o exposicion al context0 (Capitulo V) no sirven para determinar 

que isoforma de PKA se encuentra activa o si son ambas. 
1 

Por el contrario, las estrategias geneticas si han permitido determinar en 

hipocampo de ratones dependencia que algunas formas de plasticidad 

sinaptica poseen de determinadas isoformas de la subunidad regulatoria de 

PKA: 

En hipocampo de ratones carentes de la subunidad RIP se pierde la 

capacidad de inducir depresion de largo termino (LTD) en la via colateral de 

Schaffer y en Giro Dentado, per0 muestran una potenciacion de largo 

termino (LTP) normal en la misma zona, a pesar de que ambos mecanismos 

son igualmente dependientes de PKA (Brandon et al., 1995). Este resultado 

sugiere que distintas isoformas de PKA estarian involucradas en distintas 

formas de plasticidad; la potenciacion seria independiente de la subunidad 

RIP y en cambio esta isoforma seria fundamental para la induccion de la 
- 

depresion sinirptica. - ,.:,b5,i. , : , . , .  , 
i . .- ' ). L. 

Los mismos ratones carentes de RIP que muestran LTP normal en la via 

perforante, carecen de LTP en las fibras musgosas donde la induccion de 

LTP requiere mecanismos distintos a 10s de la via perforante, pre-sinapticos 

e independiente del receptor NMDA, aunque tambien dependiente de PKA 
C > (Huang et al., 1995). LTP asociativo inducido en la via perforante requiere 
. ' 

una isoforma de PKA distinta a la del LTP no asociativo en las fibras 
13 

musgosas. En este ejemplo se evidencia que fenomenos semejantes pero 
2' con requerimientos distintos de induccion involucran diferentes isoformas 

-1 151 bsL i :: ! 1. p ~ . . a ~ i a n c ; ~ , '  3 11 1 ' - i -  - ! ,In; 

L -  7 _ . -  - 8 - 3  - -;t3 - , t '  'C" ' ' ' .' ' 
<-a : ,.is 

Se ha reportado recientemente otro trabajo donde se muestra la induccion 

de LTP en la via perforante mediante dos formas alternativas de 

estimuiacion, aunque en ambos casos dependientes de PKA. En dicho :,. 

trabajo ratones transgenicos que expresan una subunidad regulatoria no 

estimulable de PKA y en consecuencia tienen solo un 50% de 10s valores 
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normales de actividad PKA, no muestran LTP cuando este es inducido per ; 
uno de 10s metodos y sin embargo el LTP es normal si es inducido por el 7 

metodo alternative. En este caso se demuestra que incluso el fenumeno de I 

LIP inducido en las mismas neuronas pero por distintos patrones de D 

actividad recluta diferentes isoformas de PKA ( Woo et al., 2000 ). 

Los antecedentes en invertebrados acerca del papel especifico de isoformas 

de PKA en la formacion de memoria resultan indirectos. En Drosophila y en la 2 

abeja Apis mellifera, la expresion predominante de PKA II en 10s cuerpos 

pedunculados, ha llevado a sugerir un papel fundamental de esta isoforma en 

10s mecanismos de formacion de la memoria (Muller, 1997). R Ill la subunidad 

regulatoria de PKA 11, y no R I, es susceptible de autofosforilacion (Foster et 

al., 1984) y tambien propensa de sufrir modificacion por proteblisis una vez 

activa (Miiller & Spatz, 1989). Ambas modificaciones retardan la reasociacion 

de las subunidades regulatorias y cataliticas prolongando la actividad de PKA 

luego de la estimulacion, incluso cuando 10s niveles de CAMP retornan a 

valores basales. Estas caracteristicas han llevado a vincular en insectos a PKA 

II con procesos de memoria tambien sobre la base de sus caracteristicas de 

activacion (Aszodi et all 1991; Buxbaum & Dudai, 1989), dado que la 

activacion persistente de PKA constituye una caracteristica practicamente 

generalizada de las estimulaciones que inducen memoria de largo termino 

(Kandel & Schwartz, 1982; Schwartz & Greenberg, 1987; Bernabeu et al., 

1997; Miiller & Carew, 1998; Muller, 2000) y que sus caracteristicas de 

activacion constituyen un correlato bioquimico de memoria. A pesar de estas 

caracteristicas que sugieren el papel fundamental de PKA II, la llnica evidencia 

concreta del papel de una isoforma en aprendizaje y memoria en invertebrados . . 
lo constituye el trabajo de Goodwin et al., 1997, en el cual moscas Drosophila 

con disrupcion genetica de la subunidad RI muestran deficiencias en 

aprendizaje olfatorio. Este resultado sugiere fuertemente un papel fundamental 

de esta isoforma en aprendizaje -en Drosophila, sin embargo esta conclusion 

resulta confusa visto que la subunidad R I solo se encuentra en estadios 

larvales y no en adultos de Drosophila (Foster, 1984; Muller & Spatz, 1989; 

Altfelder & Muller; 1991) mientras otros trabajos sugieren una muy baja. 
-,:.,.! . f  7 

.- .A , . . ;  , J , 7 , .  .. , - I - . :\.. lq 3 G  sk!sl~irbit~.::~ 
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expresion de esta proteina en individuos adultos (Inoue & Yoshioka, 1997) 0 

documentan solo la presencia del transcript0 en todos lo estadios (Kalderon & 

Rubin, 1988). Estos resultados controversiales conducen a diferentes 

interpretaciones de 10s resultados de Goodwin y colaboradores: La expresion 

de esta subunidad es inducida por el aprendizaje y resulta indispensable para 

la forrnacion de memoria, o bien existe un deterioro de las capacidades 

mnesicas product0 de la falta de la proteina R I durante el desarrollo, period0 

durante el cual dicha proteina si ha sido encontrada en individuos normales. 

En el modelo de facilitacion pre-sinaptica en Aplysia, mecanismo celular que 

subyace la sensibilizacion, se han estudiado en detalle 10s mecanismos 

responsables de la activacion persistente de PKA observada durante la 

facilitacion de mediano y largo termino (Greenberg et al, 1987; Muller & Carew, 

1998). Se ha comprobado que la activacion persistente de PKA se debe a una 

disminucion coordinada de las subunidades regulatorias (Bergold et at, 1992) y 

que esta disminucion no se debe a un descenso en la transcription de las 

subunidades R, sino a un aumento de la actividad proteolitica a su vez 

dependiente de sintesis proteica (Bergold et al, 1990) y mediado por el sistemai' 
,+I 

ubiquitina-proteosoma (Hegde et al., 1993; Chain et al., 1995; Hegde et al., 

1997; Chain et al., 1999). Se han detectado en tejido nervioso de Aplysia al" 

menos 5 isoformas de subunidad regutatoria homologas a las isoformas I y lln 

(Palazzolo et al, 1989). Sin embargo no existe hasta el momento un estudioJ' 

detallado sobre un papel diferencial de las isoformas de PKA y si participan de 

manera diferencial en 10s distintos estadios de facilitacion de corto, mediano y 
- - . , 4 ', 

largo termino., I. , -, 5 - 1  . 

- ;,,c -p>  -1 
m 

De 10s antecedentes mencionados resulta evidente la vinculacion especifica:.~ 

de distintas isoformas de PKA con la induccion de distintos fenomenos deI I 

plasticidad sinaptica en hipocampo. Sin embargo no existen hasta ahoral, 

evidencias claras y directas de la participation especifica o de papeles 

diferenciales de las distintas isoformas de PKA durante un proceso de7::l 

. I  - forrnacion de memoria o plasticidad a nivel del comportamiento. ,, L,k..~ E,!; 

En el capitulo Ill de esta tesis se ha demostrado de manera farrnacologica quei' ' 

la consolidation de la memoria de largo termino en Chasmagnathus muestra al 
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.- - 

menos dos periodos de dependencia de la actividad de PKA. En el capitulo V 
se ha comprobado que durante 10s periodos de dependencia existe un 

aumento net0 de la actividad PKA y tambien que la sola exposicion a1 contexto 

induce aumento de actividad PKA. En el capitulo Vl se comprobo en sistema 

nervioso de cangrejo la existencia de las isoformas I y I1 de PKA con 

caracteristicas bioquimicas y de activacion distintas. El objetivo de este 

capitulo fue determinar si las isoformas I y II de PKA partieipan 

diferencialmente en el proceso de consolidacion de la memoria. Habiendo 

comprobado que tanto el entrenamiento como la exposicion al contexto 

inducen aumentos similares en la actividad de PKA se busc6 en este capitulo 

si existe una vinculacion especifica y diferencial entre las isoformas y las 
I .  ._ . 

/ _. . 
distintas experiencias. 

Por otro lado se estudiaron 10s posibles mecanismos responsables del 

aumento de la actividad de PKA seis horas despues del entrenamiento. El 

hallazgo de una segunda ventana temporal de dependencia de PKA para la 

consolidaci6n de la memoria se ha repetido en diversos modelos y resuitan 

intrigantes 10s mecanismos regulatorios que promueven la activacion de PKA 

horas despues de que el aumento de AMPc inducido por la estimulacion ha 

cesado. El mecanismo que subyace la actividad sustentable de PKA durante la[ 

consolidacion de la facilitation en Aplysia es la degradacion de la subunidadrl. 

regulatoria de la enzima (Chain et al., 1999) por un sistema proteolitico ; 

inducido por la propia activacion de PKA (Hegde et al., 1997). En el modelo del' 

aprendizaje de la abeja Apis mellifera, se sabe que la actividad persistente derl 

PKA es dependiente de una seAal inicial de oxido nitric0 que activa guanilato2' 

ciclasa (Miiller, 2000). En mamiferos en cambio se ha visto que un segundo 
n 
1.J 

period0 de aumento en la actividad de PKA coincide con aumento del AMPc 
' L 

mediado por 10s receptores dopaminergicos Dl ID5 (Bernabeu et al., 1 997). 
r-, 
1.J. 

Aparentemente, los mecanismos que subyacen la activacion tardia de PKA en 
lbP,,> 

procesos de memoria no estan conservados en 10s modelos estudiados. 
8 .s 

Considerando el aumento en la actividad total de PKA que nosotros hemos 
, i l  

hallado en cangrejos seis horas despues del entrenamiento, y teniendo en 
, - 

cuenta la existencia de distintas isoformas de PKA con distintas sensibilidades ' - "  
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por el AMPc, se estudio en este capitulo la posibilidad de que cambios en 10s 

niveles o proporcion de isoformas esten relacionados con distintos niveles de 

actividad basal de PKA en las celulas durante la fase tardia del proceso de 

consolidacion. 

7.2 Materiales y Metodos 

7.2.1 Tratamientos 

Al igual que en el capitulo V se trabajo con animales de tres condiciones 

distintas: Animales entrenados (ENT), animales solo ubicados en el context0 

de entrenamiento (CTX) y animales naive (NV); y para cada tratamiento se 

trabajo a tres tiempos distintos respecto de la experiencia: inmediatamente 

despues de la experiencia, 6 horas y 24 horas despues (ver figura de protocolo 

7.1). Considerando el aspect0 dinamico de las variables que se midieron, se 

procuro reducir al maximo las posibles diferencias entre individuos previas al 

experimento. Para esto, 10s animales asignados a cada tratamiento fueron 

siempre realizadas con animales provenientes del mismo lote y que por lo 

menos en 10s dos dias previos al experimento no habian recibido estimulacion 

ni manipulation alguna. Para mas detalles, consultar materiales y metodos del 

capitulo V. 

7.2.2 Extractos 

Existen algunas diferencias fundamentales entre 10s extractos utilizados en 

este capitulo y 10s utilizados en el capitulo V para medir cambios en la 

actividad de PKA inducida por el entrenamiento. La medicion de actividad de 

PKA del capitulo V fue realizada siempre con extractos provenientes de un 

animal. En cambio, las muestras utilizadas en este caso provenian de un 

conjunto de 10 animales. Dado que el factor temporal desde finalizado el 

tratamiento resulta determinante en las variables que se midieron, para junta 
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las muestra de diez animales se resolvi6 trabajar individualmente con cada 3 

animal hasta tener el ganglio supraesofagico del mismo congelado en 

nitrogeno liquido y de este mod0 evitar variaciones del orden de minutos entre I; 

animales. Estrictamente al tiempo indicado cada animal era enfriado en agua 

con hielo durante dos minutos y luego rapidamente se extraia el ganglio 

supraesofagicos que era congelado rapidamente colocandolo en un tub0 tip0 

"Eppendorf' sumergido en nitrogeno liquido. Los 10 ganglios eran luego 

descongelados con 1 ml de: Tris 50mM pH 7,5; EDTA 5mM; EGTA 2mM e 

inhibidores de proteasas: I ugrlml Pepstatin A, 1 Ougrlml Leupeptin, 0.25mM 

PMSF, 10ugrlml Aprotinin y homogenizados con un homogenizador vidrio- 

vidrio. El homogenato era centrifugado 5min a 10000 RPM. Una alicuota del 

sobrenadante era utilizada para cuantificar la concentracion de proteinas por 

el metodo de Bradford y el resto del sobrenadante era nuevamente congelado 

en nitrogeno hasta el momento de la separacion de isoformas de PKA 

mediante cromatografia de intercambio anionico. " k.1 ' - * I  $-'','J c r  <:[:I ~~~~' 

. r 
, .-- - ,  # -  ' -.% . ~ I I * ; I E > ~ ~ I ~  - - - .  ,-,'J I S ~ Y ! , ~  2103 : r 

,. . 9 . 8 4 '  - . ,  . - . 1 . . . 21 . ! , 11 - .  
.d ,, , , r. ';i,;,~,~t.s? i;.?l.!~.~ ,i! 

7.2.3 Cromatografia de intercambio anionico., . , , ,in9m,-.ic,,3 

La cromatografia de intercambio anionico para separacion de las isoformas liY'" 

II de PKA fue realizada con resina DE-52 de Wahtman equilibrada con buffer 

Tris 50mM pH 7,5. Las columnas empaquetadas tenian un volumen de 0.25 ml ''' 
. + 

armadas dentro de jeringas plasticas de I ml. Con el proposito de optimizar la ".- 

retention de la muestra en la columna durante el cargado y debido a que la 

holoenzima I de PKA eluye a baja fuerza ionica, se diluia la muestra con buffer 

de hornogenizacion aumentando varias veces su volumen. Dicha dilucion de la 

muestra hizo imposible determinar la presencia de una fraccion enzimatica 

eluida en el percolado de la columna, sin embargo no represents un problema 

para determinar la actividad enzimatica retenida en la columna, ya que cuando 2 ;  

se realiza la elucion a fuerza ionica creciente la muestra se concentra 44 

nuevamente proporcionalmente a la velocidad del aumento de la fuerza ionica. -la . 

La cantidad de proteinas pasada por la columna era previamente igualada -2 

entre tratamientos dentro del mismo experiment0 y entre experimentos vario ;-,! 

entre 1 y 1,5 mgr. Una vez cargada la muestra en la columna, esta era lavada 
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con un flujo continuo de 5 ml de Tris 50mM pH7.5 y la elucion era realizada en 

pasos de 0.5 ml con saltos discretos de 12.5mM en la concentracion de NaCI 

desde 0 hasta 240mM en Tris 50mM pH 7.5 y 15% glicerol. El cargado, lavado 

y elucion de la columna fueron realizados a una velocidad constante de 0.5 

ml/minutos mediante el uso de una bomba peristaltica de flujo controlado y 

todo el proceso fue realizado a 4°C. Las fracciones eluidas de 0.5 ml eran 

fraccionadas en alicuotas de 0. I ml e inmediatamente congeladas y guardadas 

en nitrogen0 liquid0 hasta su utilizacion. 

7.2.4 Ensayo de Fosforilacion 

El ensayo de fosforilacion se realizo en un volumen final de reaccion de 40~1, 

compuestos por 20 p1 de muestra y 20 yl de solucion de reaccion para obtener 

una concentracion final de: 50mM TRlS pH7.5, 5mM EDTA, 2mM EGTA, 

100pM ATP, 10mM MgCI2, 1 pCi 3 2 ~ - ~ ~ ~  y 50pM del substrato especifrco de 

PKA, Kemptide, y en presencia de 10 pM de CAMP o inhibidor especifico de 

PKA , PKI. Todas las reacciones fueron realizadas por duplicado y fueron 

considerados 10s promedios. 

La reacci6n duraba 6 minutos a temperatura ambiente y cumpiido el tiempo, 

30pl de la misma eran sembrados sobre papel de fosfocelulosa (Whatman 

P81). El lavado del fosfato no incorporado y cuantificacion de la actividad fue 

realizado de acuerdo a lo indicado en el capitulo IV. 

La actividad total de PKA en cada fraccion eluida fue calculada restando la 

actividad medida en presencia del inhibidor especifico de PKA, PKI. 

La figura 7.1 resume el protocolo desde el tratamiento que recibieron 10s 

animales hasta la deterrninacion de las isoformas. 
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Fiiura 7.1 I 

Rotocolo para determinuci6n de nlveles 
de isofmas de PKA 

Actlvidad total de PKA = 



7.2.5 Cantidad de cada lsoforma 

Para calcular la proporcion de las holoenzimas de PKA I y I I  en 10s extractos 

de animales sometidos a distintos tratamientos, se cargaban todas las 

columnas con la misma cantidad de proteina. Una vez eluida las columnas se 

media actividad PKA en las fracciones y aprovechando que 10s picos de 

actividad eluida para PKA I y II se separan claramente durante la elucibn, se 

integro la adividad de todas las fracciones dentro de cada pico para estimar la 
L 

' < 'k' 
I I .  _I 

cantidad de cada holoenzima en el extracto. 

La figura 7.2 ejempllfica el perfil de elucibn de actividad PKA de ganglio 

supraesof&gico de Chasmagnathus de una columna de intercambio anionic0 y 

las barras muestran la adividad integrada correspondiente a PKA I y PKA 11,. , *.F 

Cromatografia de intercam bio ani6nico 
Perfil de elucion de actividad PKA 

2 4 6 8 10 12 14 16 8 20 22 

f raccion 

Figura 7.2 Periil representative de la eluci6n de la actividad de PKA I y 
II, y actividad integrada de cada isoforma. La figura muestra la elucion de PKA 
revelada por medici6n de la actividad fosfotraw&erasa en cada f r acch  La eqxcificiclad de 
PKA estwo controlada por el us0 del substrat0 especifico, Kempitde, la lau lac i6n con 
W c  e i&ii& con PKI. La adividad integrada se crtlcul6 s d  la advidad medida 
dentro de cada pico indicado p r  10s circulo Ilenos. Verde: PKA I ; Azul: PKA 11. 

h 3  86) sk ze!j::,!a m*eul& 9;; st1 : r ~icsi~m~; 5t. 3 4 3  
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7.3 Resultados 

7.3.1 La exposicion al contexto de entrenamiento induce 

activacion de la isoforma H de PKA inmediatamente despues de 

la experiencia 

En el capitulo V se ha determinado uh aumento en la actividad basal de PKA 

en ganglio supraesofagico inmediatamente despues de entrenar o simplemente 

presentar a 10s animales el contexto del entrenamiento. El objetivo de 10s 

siguientes experimentos fue estudiar el papel de las isoformas I y II de 

PKA en la activacion inducida por ambas experiencias. Esto permitiria 

determinar si las activaciones de PKA inducidas por distintas 

experiencias poseen una identidad mecanistica propia. 

Las isoformas de PKA y sus subunidades disociadas poseen propiedades 

i6nicas lo suficientemente divergentes para ser cuantificadas luego de su 

separaci6n en una colum bio ani6nico (Schwartz & Rubin, 1983). 

Las holoenzimas de P a la resina de intercambio ani6nico por 

medio de la subunidad regul r lo que las wbunidades cataliticas libres 

no son retenidas en una co nico. Dado que PKA se 

activa cuando la holoenzim e la misma puede ser 

vista de manera indirecta la actividad de PKA 

retenida en una columna , 1985). Sin embargo 

debe tener%& en cuen e';"activaci6nI dependen 

de equilibrios rapidos de d de la holoenzima. La 

estabilidad de este equilibrio, puede variar dependiendo de las condiciones de 

extraccion, de las isoformas involucradas, de la concentraci6n de AMPc y de 

modificaciones en R que resten afinidad por C. Dado que el tiempo requerido 

para preparacion del extract0 y cargado de la columna, y las condiciones de 

fuerza i6nica utilizadas en este capitulo no pueden igualar las condiciones del 

capitulo V para medir de manera directa la actividad de PKA, podria esperarse 

que el grado de asociaci6n de las holoenzimas eluidas de las columnas de 
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intercambio anionico no reflejen el grado de activacion encontrado en dicho 

capitulo. 

Se sometieron a separacion en columnas de intercambio anionico extractos 

citosolicos de ganglio supraesofagico provenientes de animales naive, *.- 4 ,*? 

tos al context0 y animales ados. Luego de eluir la 

enzima en ias fra la actividad de 

deterrrifnadas las 

tia soto en esas 

inar la actividad 

especifica de PKA y con o sin 10pM de CAMP para determinar la dependencia 

de AMPc de la actividad medida y asegurarse la presencia de holoenzimas y 

no de subunidades cataliticas libres. En todos 10s casos se comprobo que la 

actividad en 10s picos se debia a holoenzimas de PKA ya que era 

completamente dependiente AMPc. Los gr8icos de barras de la figura 7.3 

constituyen 10s promedios de 4 replicas independientes del experimento y 

muestran la actividad de PKA correspondientes a PKA I y I1 inmediatamente 

despues del tratamiento. La figura 7.3a muestra que ning6n tratamiento induce 

diferencias en la actividad eluida correspondiente a PKA I. Se realizt, un 

ANOVA de 4 bloques, tomando como bloque cada replica del experimento que 

era realizada con un nuevo lote de animales y en cada bloque estaban 

representados todos 10s tratamientos; factor tratamiento no significativo F2,6 = 

2.22. El grStco 7.3.b en cambio si muestra diferencias significativas e w e  

tratamientos para 10s niveles de actividad eiuida correspondiente a PKA II 

(Anova de bloques; factor tratamiento: F2,6 = 10.70; p < 0.01). La activictstd 

eluida de PKAll en animales expuestos al contexto resulta significativamente 

menor que la de animales naive o entrenados. Contrastes Tuckey, muestran 

diferencias significativas entre los grupos naive y contexto, Q = 5.69 , p < 0.025 

y entre 10s grupos entrenado y contexto Q = 5.63; p < 0.025. 
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Figura 7.3: Actividad com~pmdiente %$'PICA j!Ic.$lI en gaaglio . 

sopraesofsigico inmediatamente desp6s dd entrenamien&o. La actkidad 6 biVlj-)k 
expresada normalizada a la actividad medida en los animales naive. Los resultados 

*: representan media * ES de 4 experimentos independientes. En cada reptici6n sendizson $QII#?; 
lo tres tratamientos y las comparaciones estuvieron basadas en un ANOVA de bloques 
considerando cada repetici6n realizada con un naevo late de animales como bloqoe. - $ifmix 
Anova : PKA I ; F%6= 2.22 NS; PKA 11 : Fz6= 10.70; F0.01. 

? -' -- '7f29~f i  Contrastes Tuckey (PKA I): NV vs CTX: Q = 5.69, p < 0.025 y ENT w CTX : Q = 5.63, p - 
< 0.025. , , j ,y .. * ,- 8 . I ,  - - , . 

* ., - - 2  - - .  , 8 8 , ) ~  r i ~~? j . c ;~ j  l33 ~6~1q~21 ;  

De esta manera, 10s resubdos de esta secci6n muestran una disminuGi6i-i &WlA 

la actividad de PKA II retenida en la columna realizada con extractos de 

animates expuestos al contexto. Dado que en el capitulo V se ha detemmado 

que inmediatamente despues de la exposicion ai contexto existe un aumento l 

en la actividad basat de PKA y que la actividad total se rnantiene CO~ta&?#6?J 

debemos asumir a la disminucion en PKA II como una fraccion de la misma em4) 

estado disociado. La diluci6n de la muestra, previa al mrgado de la COlum&i9 

impidid la cuantificacion de la actividad de PKA eluida en el perdado y por loerr, 

tanto no permiti6 deteminar si la disminucion en ta cantidad de la holcrenzima3;b 

Il se reflejaba como un aumento en la cantidad de subunidad catalitica libre ncp v 

retenida en la columna. De todos modos podemos asumir que el aumento de 



actividad basal de PKA observado imediatamente despues de la exposicion al 

contexto de entrenamiento se debe a la activacion de la isoforma II de PKA. 

Los animates entrenados no muestran un cambio significative en el perfil de 

eluci6n respecto a 10s animales naive a pesar de que en el capitulo V se ha 

demostrado que el entrenamiento provoca una activacion de PKA similar a la 

inducida por la exposici6n al contexto. Posiblemente las diferencias 

metodol6gicas inwrporadas en el presente capitulo respecto del capitulo V, no 

prevengan la reasociacibn de las subunidades de PKA en el caso de la 

activaci6n inducida por el entrenamiento. Estas diferencias permiten concluir 

que 10s mecanismos responsables del aumento de actividad basal de PKA son 

distintos en animales entrenados y animales expuestos al contexto. 

7.3.2 Increment0 en la isofonna I de PKA 6 horas despues del 

entrenamiento 

Se ha demostrado en 10s capitulos previos que la consolidaci6n de la memoria 

de largo terrnino inducida por el entrenamient ependiente de la actividad 

a ventana temporal varias h I entrenamiento 

iste una modulacion ento net0 de la 

e PKA durante este p 
1 ,  

iviwd total de PKA 

i e i o  &s ha llevado a 

I mqnm dos isoformas 

d i m s  sensibilidad 

en la expresibn de la isoforma de PKA mas sensible al AMPc ser responsable 

del aumento en la actividad basal de PKA? Un cambio de esta naturaleza, 

podria bajar 10s umbrales de activacion de la &lula y permitir una actividad 

basal mas alta a niveles normales de AMPc (Cadd et al., 1990). 

El objetivo del siguiente experimento fue determinar cud es la isoforma 

de PKA involucrada en el aumento de actividad total y basal de PKA 
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obsewado durante el segunda periada de dependencia de PKA para la 

consolidacibn. 

Se procedio de manera similar al experiment0 anterior, con Ia diferencia que 

los animales entrenados o expuestos al contexto fueron dejados 6 horas en 

reposo luego de finalizado el tratamiento y antes de ser sacrficados. Los 

animales naive, provenientes del mismo lote que 10s animales entrenados y 

contexto, fueron sacrificados en el mismo momento de 10s tratados para evitar 

diferencias dependientes de horario, ya que podria existir m a  oscilaci6n 

circadiana de las variables medidas. 

La figura 7.4 muestra 10s resultados de la actividad de PKA correspondientes a 

las holoenzimas I y II de PKA luego de separation por cromatografia de 

intercambio anionico de extractos citosolicos de ganglio supraesofagico. 

PKA II 

MI CTX ENT MI CTX Elm 

Figura 7.4: Aetividad correspondiente a PKA I y II en ~ & I Q  

supraesofggieo 6 horas despub del entrenamiento. La actividad esth eqresada 
normalizada a la actidad medida en 10s animales naive. Los d t a d o s  repmentan media 
* ES de 4 eqmimentos independientes. En cada repetici6n se reaiizaron lo tres 
M e n t t o s  y las c o m m o n e s  estuvieron basadas en un ANOVA & bloques 
considerando cada repetici6n xdizada con un nuevo lote de animales co~no bloque. 
Anova : PKA I ; FW= 6.34 P< 0.05; PKA I1 : Fz6= 0.69; N S  
Contrastes Tuckey (PKA II): NV vs ENT: Q = 4.40, p < 0.05 y CTX vs ENT : Q = 4.31, p < 
0.05. 



En la figura 7.4.a se pueden observar diferencias en la cantidad de holoenzima 

I para 10s distintos tratamientos. Se realizo un ANOVA de 4 bloques; tomando 

como bloque cada repeticibn del experiment0 en el cual 10s tres tratamientos 

estaban representados; factor tratamiento significativo, F2,6 = 6.34; p < 0.05. 

Los animales entrenados muestran un aumento significativo de un 30% en la 

cantidad eluida de la holoenzima I respecto de animales naive, contrastes 

Tuckey Q = 4.40; p < 0.05 y respecto de 10s animales expuestos al contexto Q 

= 4.31 p = 0.05. 

No se observaron cambios para la cantidad de la isoforma II (Anova de 

bloques; factor tratamiento: F2,6 = 0.69). 

De acuerdo a la hipbtesis se ha encontrado en 10s animales entrenados un 

aumento net0 en la cantidad de la isoforma I respecto de 10s animales naive. 

Este aumento no se ve acompafiado por una disminuci6n cornpensatoria en la 

cantidad de isoforma I!, observacion que resulta congruente con el aumento 

net0 en la cantidad total de PKA observado 6 horas despues del 

entrenamiento en el capitulo V. Por lo tanto el aumento en la actividad basal y 

total de PKA observado durante el segundo period0 de dependencia de PKA 

para la consolidaci6n, se debe a un increment0 en la cantidad de la isoforma I 
. *  . 

s expuestos al context0 m b i o  en la 

as respecto de 10s anim . ,  . 

,. .... . . .: .._',:' *....: -4. +=;- L.,.: 
$&$ .. FA.. 

7.3.3 2&&r-b + ,  : c#pspu& ,-i del tratamie&o s e  ? .  ivtablecen las 
- $ j g  

proporciones de &l~nzima I y I1 de PKA 2 .- 
: ~1 

bl capFtulo Ill, que la inhibidi6i-i @e +durante la sesi6n 
C U -  hi 

% .  
>-..a -A 

de evaluaci6n no afecta la evocacidn de la memoria 24 horas despues del 

entrenamiento, y en el capitulo V, que a dicho tiempo no se observa un 

aumento de la actividad de PKA. Sin embargo, a la luz de 10s resultados en 

este capitulo, donde se observa un cambio en la cantidad de la isoforma I de 

PKA como mecanismo celular involucrado en la consolidation, surge la 

hipbtesis de que cambios en las proporciones de las isoformas de PKA 
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participen como mecanismo en el mantenimiento de la memoria de largo 
termino. 

El objetivo de esta seccidn fue evaluar si existen cambios en {as 

proporciones las isoformas I y II de PKA 24 horas despubs del 

entrenamiento. 

Del mismo mod0 que en las secciones anteriores, se sometieron a separacicin 

en columnas de intercambio anidnico extractos de ganglios supraesofagico de 

animales naive, entrenados y expuestos al contexto. Esta vez 10s animales 

fueron dejados en reposo 24 horas entre la finalizacidn del tratamiento y la 

disecci6n de 10s ganglios. La figura 7.5 muestra la actividad eluida 

correspondiente a PKA I y I1 para los tres tratamientos. E! experiment0 fue 

repetido 2 veces de manera independiente y con distintos totes de mimales y 

no fueron encontradas tendencias del cambio. 

PKA PKA l l 

I 

CTX ENT NV CTX ENT 

Figura 7.5 Actividad correspondiente a PKA I y Il en ganglio 
supraesof&ico 24 horas despub del entrenamiento. La actkidad esti expresada 
no mahada a la adividad medida en 10s animal= naive. L.os L o s o s  representan media * 
ES de 2 experimentos iudependientes. En cada repetician se realbaron lo tres tratamientos. 
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7.4 Discusion 
En 10s capitulos anteriores se estudio la dependencia y la activacion de la PKA 

durante el proceso de consolidacion de la memoria de largo termino en 

Chasmagnathus (capitulos ill y V). En este capitulo el analisis se extendio al 

papel de las isoformas I y II de PKA durante 10s dos periodos de dependencia 

de esta enzima para la consolidacion. Dado que la farmacologia y la medicion 

directa de la activacion no permiten distinguir la participation de isoformas, la 

estrategia de este capitulo se bas6 en que la activacion de PKA es 

directamente dependiente de la disociacion de la holoenzima y en que las 

subunidades libres y las holoenzima I y 11 son diferencialmente retenidas en 

una columna de intercambio anionico. Si bien la estrategia utilizada no brinda 

una medida directa de la activacion de las distintas isoformas, permite un 

analisis cualitativo de la composicicin de isoformas en el tejido y refleja el 

estado de asociacion o disociacion de las holoenzimas. 

Este estudio permiti6 establecer que son mecanismos diferentes 10s que 

subyacen la activacion de PKA observada luego de experiencias distintas tales 

como la exposicion al contexto y ei entrenamiento. Estos resulfados sumados a 

10s del capitulo V, que revelan distinto patron temporal de activacion para cada 

experiencia, muestran que la activacion de PKA inducida por la exposicion al 

contexto y por el entrenamiento tienen identidad mecanistica propia. 

7.4.1 Mecanisrnos distintos subyacen la activacion de PKA 

inducida por el entrenarniento y por el contexto 

Los extractos de ganglio supraesofagico de 10s animales que fueron expuestos 

a1 contexto durante 50 minutos muestran en comparacion con animales naive 

una disminucion en la cantidad de PKA tip0 I I  retenida en la columna de 

intercambio anionico (figura 7.3). Dicha disminucion coincide con un aumento 

de la actividad basal de PKA, sin aumento ni disminucion de la actividad total 

(capitulo V). Dado que la activacion de PKA depende de la disociacion de la 

holoenzima, y que la resina de intercambio anionico no retiene a la subunidad 

catalitica libre, la disminucion de la actividad de PKA II retenida en la columna 
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debe ser interpretada como la activacion de dicha isoforma. La fracci6n de 
subunidad catalitica libre responsable del aumento en la actividad basal se 

considera que eluyo en el percolado de la colurnna, que no pudo ser medido 

en estos experimentos por la dilucion realizada para el cargado de la misma. 

Otra explication posible, considera un comportamiento ya reportado de la, 

subunidad catalitica libre, de asociarse a la fraccion particular de extractos, 

realizados en condiciones de baja sal (Chew, 1985), similar a la condicion que! 

debio usarse en estos experimentos para permitir el pegado de la* 

holoenzimas a la resina de intercambio anionico. La fraccion particular, fuer 

descartada en el paso de centrifugado previo al cargado de la columna,: 

posiblemente junto con las subunidades cataliticas libres. Dicha fracci6n 

particular si se hallaba presente en 10s ensayos de medicion de actividad PKA.J 

del capitulo V, ya que el paso de centrifugado no era realizado. :;,,i!~ -4 ajG~,:3:l~ 

.-.k.?.J-> - 
Ambas interpretaciones, la falta de retencion de la subunidad *tafificaaahre en3 

la columna o la traslocacion de la subunidad catalitica a la fraccion particular, 

se explican por la disociacion de la holoenzima. Basandonos en estas;.~ 

consideraciones, podemos concluir que la sola exposicion al contexto dejz 

entrenamiento, que en este caso constituye un ambiente nuevo, induce lac; 

activacion de la isoforma II de PKA en ganglio supraesofagico des; 

Chasmagnathus. , , -  -Is , .- I !  -I :eb ,C.L, J, t ~ f r ~ ! t T ~ . .  
I '  

L, 

En el capitulo V, se ha demostrado que 10s animales entrenados muestran 

aumento en la actividad basal de PKA en ganglio supraesofagico despues de 
-, 

7 1 
la experiencia, a1 igual que 10s animales expuestos al contexto. Sin embargo, 

rr: 
esta activacion no se refleja en las columnas de intercambio anionic0 como la 

disrninuci6n de alguna de las holoenzimas. Esta diferencia entre la activaci6n"-' 
Is 

observada en animales contexto y entrenados, indica que son mecanismos 

distintos 10s responsables de ambas a~tivaciones. A continuaci6n se discutir5n1 -' 
. 

posibles mecanismos responsables de estas diferencias: \' - I '  - '- - ' -  - 

. , C  .!~; : ,- .; - ,>b<j;i(.;::,:. c(  
1 -  I, ,; .;, , >!-\\I )-:. - ,  - .  

<;.I,:. :- : 
7.4.1 .I ls~forrnas I y ll de PKA ,. ' ,  . , , I :  . z , r -  , G - , i : . . z .  , , .. , - . . ;,,-.: i '4 d~l~cjia~.,) 

- - i  < ' I t  . 
. .. . - ..I*.-. - 

En la interpretacibn del la$ diferencias entre la activaci6n de PKA induclda por'i'r' 

el context0 y por el . , Y 4 .  entrenamiento, - > - -  deben ser consideradas la participacibn de '" 
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distintas isoformas de PKA, sus propiedades divergentes de activacion y las 

diferencias metodologicas entre 10s protocolos utilizados en el capitulo V para 

medir de manera directa la activacion de PKA y el utilizado en este capitulo 

para la separar y cuantificar las holoenzimas I y II de PKA. ' ' ' ' 

3u1jri 9 ~ 6  
Consideremos en primer lugar las diferencias entre isoformas de PKA: 

En tejido nervioso de Chasmagnathus y especificamente en el gangiio 

supraesofagico se han encontrado al menos dos isoformas de PKA 

correspondientes a tos tipos I y II ya descriptos en otros modelos. Dichas 

isoformas poseen sensibilidades al AMPc y distribuciones subcelulares 

distintas. Rll, la subunidad regulatoria de PKAII, muestra en el cangrejo, a1 

igual que en Drosophila (Foster et al., 1984) y en mamiferos (Erlichman et al, 

1974) la capacidad de autofosforilaci6n. En detalle estudiada en mamiferos, la 

autofosforilacion implica la fosforilacion de una serina de la subunidad 

regulatoria (R 11) en el sitio de interaccion con la subunidad catalitica. La 

fosforilacion es catalizada por la propia subunidad catalitica. Dicha 

rnodificacion, no cambia la afinidad de la enzima por el AMPc, pero reduce ia 

afinidad entre subunidades regulatorias y cataliticas, de modo tal que una vez 

activa retarda la reasociacion de la holoenzima (Rangel-Aldao & Rosen; 1976; 

1977). Ademas de esta rnodificacion, se ha observado en sistema nervioso de 2 

Drosophila, que la reasociacion de PKA II una vez activa es regulada z t  

negativamente por una proteolisis parcial que reduce la afinidad entre las I 

subunidades (Mijller & Spatz, 1989). Esta regulacion se da por accion de una S 

proteasa especifica dependiente de ca2', calpaina. .-,,(.,; n, *{I $1 (-:I,- b i : ; ~ , ~ . - h ~ ~ ? ' ~  

Los mecanismos de autofosforilacion y proteolisis parcial confieren. a RII -I 

estabilidad en su estado disociado, por lo que a sido propuestos en otros 

modelos como mecanismos responsables de prolongar la activacion de PKA 

durante el proceso de consolidacion (Buxbaum & Dudai, 1989; Aszodi et al., 

1991 ). 

Un mecanismo que permite prolongar la activacion de PKA I, una vez que se 

restablecen 10s niveles de AMPc, ha sido caracterizado para la activacion 

persistente de PKA que subyace la facilitacidn sinaptica en Aplysia. Este 

mecanismo de regulacion es dependiente de la sintesis proteica (Bergold et 
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al., 1990). La subunidad anaioga a RI en Aplysia, N4, es proteolizada por el 
sistema ubiquitina-proteosoma (Chain et al., 1995), lo cual es dependiente de 

la expresion del gen temprano de la hidroxilasa del C-terminal de ubiquitina 

(Ap-uch) inducido por la propia activacion de PKA. AP-uch alcanza su maxima 

expresion 3,5 horas despues de iniciado el tratamiento que induce la 
3 

facilitation (Hegde et al., 1997). Se ha observado tambien que para que ocurra 

la degradacion de N4, es necesario que la expresion de Ap-uch coexista con 5- 

niveles elevados de AMPc, ya que la union al nucleotido convierte a la 

subunidad regulatoria en substrato para la union a ubiquitina (Chain et al., '' 

1999). Estos resultados sugieren que la activacion de PKA I durante 10s ": 

primeros instantes y hasta el menos dos horas desde el comienzo de la 

estimulaci6n se debe bssicamente al mantenimiento de niveles altos de AMPc gi 

lo que constituye un estado de activacion reversible si el AMPc volviera a '' 
valores basales. - L-s ' .i , , ' ! 7 , , : ~ k : l i 7 ~ > ~ ~ ~ > ~ ~ y t ~ ~  

Se ha probado tambi6n que la induction del sistema ~bi~uitihd-$bt88g6%&'~' 

posee un papel fundamental en el proceso de consolidacion de un paradigma l . ~ i  

de evitacion pasiva en ratas. En este modelo la actividad proteolitica del ' I '  

' 8. 
proteosoma aumenta cuatro horas despues del entrenamiento (Lopez-Salon et 

al., 2001). Si bien en este 6ltimo caso no se ha encontrado relacion entre la ZE 

actividad de proteosoma y la degradacion de la subunidad regulatoria de PKA, : I' 

interesa resaltar que el tiempo de retardo para la acci6n del sistema de '' 
-. - - , -  - 

degradacion es similar al de Aplysia. :-\c:13 o ; ~ ,  . - ,  , -1 "~',u"n?&',' lfgs'r,q 

~ 1 4 ,  ,T f i i  5 -.,> e . 4  , ,4-Jz 
Considerando estos antecedentes, y 10s &s&ltados en'el presente c ~ t u ~ o ,  

7 *- 
descartamos en principio que la activacion de PKA medida inmediatamente ' 4  

despues del entrenarniento se deba a la degradacion de R I. 5 t  ?cmL:nE3a'i zci 
, . .  , ,  . - . '  L 1.1 < ; '*. T i  . >: . +  : <-;<I> n . - + , l l i ~ ~ ~ - ~ s  

. L '  I . - - .  .. - , d 0 L  < ., 

<y -  8 ( I, )E .-, * ' ,  2 '  - I L 9: 1 IIfiiCQ c31k' 117 
Consideremos ahora las diferencias metodol6gicas utilizadas, 

L,-I J 

activacion de PKA y para separar las holoenzimas en las columnas: (,ie+? !' 

En el capitulo V, durante la medicion directa de la activacion de PKA inducida ,, 
por la experiencia, se trabajo con un protocolo de extraction y reaccion al que :,., 
podriarnos denominar de tip0 "conservativo". . Este proto_~olo, fpgdoptado 3q 

con el objetivo de preservar in vitro el estado de activacion end6geno inducido ,,T 
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componente de PKA I en la activation inducida y que coma en 10s animalss 9 

entrenados es pausible a reasociacion. , c, - . st1 \( ~ O K ~ G ~ P X ~  95 

.>:- - 7 ,  t ,, =I -,li)r?a ;ra in n3 : 
7.4.1.2 Activation de la 6ubu"idad catalitica de P ~ A  mdepen&ente de 

- - _ I  7 1 
- .  

-2 - , ,  . ' C  -, , 3 7 -1 r! - L J ~  C ? C I : ~ ~ ~ J X ~ ,  2 ~ :  CAMP- -" 
i t .  1 1  . - '  + i ,  . r l , & ~ ~ h  2 ,- ' j ~ f l  ~b u~spu'tidn~3 

El hecho de que el perfil de elucidn de las isoformas de PKA sea el mismo eu \c 
animales naive y entrenados, es decir que no se haya observado disociaci~$&~ 

de la holoenzima en entrenados, sugiere tambien otra explicacicin alternativa a ,5 

la anterior, y es que exista una activacion de la subunidad catalitica de PKA . 
>Ls 

independiente de AMPc y de la disociacidn de la holoenzima. La subunidad - -. 3 

catalitica de PKA ha sido recientemente encontrada formando parte del 
J q 

mmplejo temario NFKB-IKB-C. (Zhong et al., 1997). La separacicin de IKB 
- 1 

despues de la induction por agentes activadores de NFKB provoca la 
': 6 

activacidn de esta subunidad catalitica de PKA que fosforila p65 (Rel A) de 
k'3 

una manera independiente de AMPc. Se ha demostrado tambien que el 
30 

peptido Angiotensina I1 (Ang-II) estimula la degradacion de IKB activando la 
;1;1 

subunidad C y aumentando la fosforilacicin de NFKB sin estimular la 
..I& 

produccidn de AMPc (Dulin et at., 2001). 
I u ~ G ~ o ? ~ ~  

El entrenamiento provoca en ganglio supraesofagico de Chasrnagnafhus la ,, 

activacidn de NFKB (Freudenthal et al., 1998; Freudenthal & Romano, 2000) y ,,2s 
el bloqueo de dicha activacion con sulfazalasina resulta amnbsico (Merlo et al,, ., 

I J 

2002). Por otro lado, se ha probado en cangrejo el efecto hiperrnnesim de la 3k 

Angiotensina I1 y el papel modulador del sistema de angiotensinas endogenas rltn, 5: 

en la mnsolidacion de la memoria (Delorenzi et al., 1996; Delorenzi et als,lna 

2000). Se ha demostrado mas recientemente que la Angiotensina II induce la q;c 
.uuv. c .d 

activacion de NFKB en el tejido nervioso del cangrejo (Frenkel et al., 2002).s,,)3s 2j  

En base a estos antecedentes, bien podriamos considerar que la activacgn de 257 

PKA observada inmediatamente despub del entrenamiento ten* su origen 7 

vinculado a la activacion de NFKB, independiente de AMPc y sin implim la ?:u 

disociacion de las holoenzima de PKA. Esta intepretacion explica tambien el 2 ~ b  

hecho de no encontrar diferencia en la elucion de fas isoformas de PKA de las c.n 
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columnas de intercambio anioniw. Sin embargo existe un aspect0 que no 

coincide plenamente con este modelo: El Rp%CI-cAMPs, la droga con efecto 

amnesico utilizada en el transcurso del capitulo Ill es un an6logo del M P c  

que interfiere con la activacion de PKA por un mecanismo competitivo con el 

AMPc. Por lo tanto, si bien no se puede descartar que la activacion de C ligada 

a NF-KB ocurra durante el aprendizaje, podemos tener certeza de que la 

activacion de PKA por un mecanismo dependiente de AMPc es fundamental 

para la consolidation. 

Las interpretaciones anteriores a cerca de 10s posibles mecanismos e 

isoformas involucradas en la activacih de PKA en 10s animales entrenados no 

son mutuamente excluyenies. Si resulta importante resaltar que no son iguales 

a 10s mecanisrnos implicados en la activacion inducida por la exposicion al 

context0 en cuyo caso interviene la disociacion de la holoenzima de t i p  II de 

PKA. 

Estos resultados sugieren que la naturaleza del aprendizaje o experiencia 

vivida por el animal determinan de manera especifica el comportamiento de la 

via transduccion del AMPc. Este comportamiento dife~encial debe ser 

considerado como elemento central en la especificidad de la induccion de 

procesos que desencadenan cambios comportamentales y formaci6n de 

memorias acordes a la experiencia que las indujo. 

La participation diferencial de distintas isoformas de una misma proteina 

dependiendo del tip0 de aprendizajes ya ha sido incluso demostrado a otro 

nivel de esta mismas via de transducci6n. Como ya se ha discutido en la 

introduccion de esta tesis, la adenilato ciclasa (AC) es la proteina que 

transduce seiiales extracelulares en aumento de AMPc intracelular. Existen 

hasta ahora al menos 9 isoformas de AC caracterizadas en mamiferos y cada 

una con propiedades y caracteristicas ljnicas de activacibn. Es conocido ya en 

diversos modelos y paradigmas el papel fundamental de esta enzima en 

proceso de aprendizaje y memoria. Recientemente se ha demostrado en 



ratones la participation diferencial de distintas isoformas en tareas de 

aprendizaje. Una tarea de tipo espacial y una de tipo n o - ~ c % a t ' ~ a n  

diferencialmente distintas isoforrnas de Adenilato ciclasa (Guiliou et al., 1999). 

cui ,C 
Proponemos que es necesario demo&~&r?~~&\i&ibn especifica en tiempo y 

espacio de las distintas isoforrnas de PIG4 para obtener un cornpleto 

entendimiento del papel que la activacibn de PKA juega en el proireso de 
. . formacjbn de la memoria. 7 . ' ' I  L ! I - 1 1 1 '  'k ' L A  : YI 1 UL' I InJ+JmI 1 .  'C 

I :tfl!?,~t;ik..erlm 61 G I Q ~  

7.4.2 El aumento de 10s niveles de PKA I es responsable del 

aumento en actividad de PKA durante. el segundo periodo de 

dependencia para la consolidacion 

Se ha &'moStfadoAi5h-esfe dapitulo'<ue keis horas despues del entrenamiento 

existe un increment0 net0 en la cantidad de fa isoformas I de PKA. Esta mayor 

cantidad de PKA I explica el aumento de la actividad basat y total de PKA 

deteminado como consewencia del entrenamiento en el capitdo V. En el 3 3  

capitulo Ill se ha demostrado que este aumento es un evento funcional del 14 

proceso de consolidaci6n ya que la inhibiciun de PKA durante este period0 !3 

muestra , J ,  .,., efecto a , 3  a , ,  arnnbico. .- , ,, :,c,( - :- ?, & r,  - --,;?,> ,.db j ; - ; r f i ~ r ~ ~  IS : ~ q  sbiytv 
-7"' "> 

% L  " A 

Los cambios en la proporcidn de las distintai Goformas de sub;nid&k@#e "' ' 
PKA han sido propuesto como un mecanismo capaz de proveer a las &lula!$ no3 

de diversidad y plasticidad en la accibn del AMPc (Cadd et al., 1990). En aG '4  

caso observado en cangrejo, aumenta la cantidad de PKA I, que e p m  

aproximadamente diez veces mas sensible al AMPc que la isoforma de tipo 11. L J  

Este rnecanismo puede aumentar la sensibilidad de la celula a valores de rb 

estimulacidn que @e,~~,modo - -.. resultarian subumbrales y proveer a la &lula ~ Y I  

de valores mas altos de actividad basal de PtVl 5 , '  

La dependencia del aumento de la actividad de PKA en fases tardias de la 

consofidacibn ha sido encontrada en varios modelas para el estudio de la 

memoria. Sin embargo, el mecanismo responsable de este aumento en el 

cangrejo resutta a1ternatiViS'"S' 10s ya enconfrados en otros modelos. Un 
,-,s y , ;  ,k.., :re- ,- h .- ;- sc ?'-,. - ,  :I!; i~i:&fl .kt7!3-'IC. y . - 



--. 
-. 

.d 

.- . . 
L. 

c.. 
-. 

mecanismo semqante habia sido inicialmente planteado para la consolidaci6n 

de la facilitacih de largo termino en Aplysia. Teniendo en cuenta la relacih 

entre la actividad de PKA y la facilitaci~n presinaptica en ApIysia y conociendo 

la dependencia de la sintesis proteica para la expresion de la memoria de 

largo termino, Kandel y Schwartz plantearon inicialmente la hip6tesis de 

reemplazo de las subunidades regulatorias existentes de PKA por 

subunidades mas sensibles al AMPc. Esta hipotesis decia que la expresi6n de 

subunidades regulatorias sensibles a valores subumbrales de AMlPc y que 

dirigiesen especificamente a la subunidad catalitica junto a substratos 

especificos en la sinapsis podria constituir el cambio responsable de 

facilitacion de largo termino (Kandel & Schwartz., 1982). Sin embargo, luego 

10s estudios se centraron en un mecanismo distinto al propuesto inicialmente 

para la activaci6n persistente de PKA que subyace la facilitacion durante las 

primeras doce horas desde la inducci6n. La activacion inicial de PKA activa la 

transcription dependiente de CREB y entre 10s genes inducidos se encuentra 

la hidroxilasa del carboxi-terminal de ubiquitina (Ap-uch). Esta hidroxilasa es el 

paso limitante de la proteolisis mediada por ubiquitina que conduce a1 clivado 

de la subunidad regulatoria y la consecuente disminucion en la relacion de 

subunidades regulatorias sobre las =taliticas, brindando asi una mayor 

proporci6n de subunidades cataliticas libres y aumentando la actividad basal 

de PKA a traves de un mecanismo independiente de AFulPc (Greenberg et at., 

1987; Bergold et al., 1990; Chain et al., 1995; Hegde et al., 1997). 

El aumento persistente de la actividad de PKA tambien se ha encontrado en el 

16bulo antenal de abejas luego de protocolos de entrenamiento que inducen la 

formation de una memoria olfatoria de largo termino. Si bien no se conocen 10s 

mecanismos directamente implicados en el mantenimiento de la activacion, se 

ha demostrado que la actividad persistente de PKA es dependiente de la 

activaci6n del sistema de guanilato ciclasa dependiente de oxido nitric0 

(NOJcGMP) (Miiller, 2000). 

En la consolidaci6n de un aprendizaje de evitaci6n pasiva en ratas, se ha 

demostrado la existencia de una ventana de dependencia de PKA cuatro horas 

despues del entrenamiento. Se ha determinado que, mediada por activacion 
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de receptores dopaminergicos DllD5, existe una activacidn completa de la via 

de transduccion de AMPc en h i p o q o ,  desde aumento del AlWlPc, adivaci6n * 
de PKA y fosforil8cibn de CREB (Bernabeu et al., 1997). A diferencia de las :e 

mecanismos anteriores, donde el aumento de la adividad de PKA resuftaria 

independiente del aumento en el AMPc, en mamiferos la segunda fase de ~i 

actividad de PKA si seria dependiente de AMPc y product0 de un mecanismo B; 

regulatorio en una fase tardia de la consolidacioh Mdiada por receptwes 

dopaminergicos. :$ F q, - . -  - =>I r - l E , ,  $, ?:>;:( . . - ,; j i ~ 1 ~ \ ? 3 i  2 8 b ~ b i n ~ h i ~  

,a t r - ,  , ,  d :  IC L 1 - . -LC+- :.-ups ~ a + y p l b  
El mecanismo 6nconfad6-en &brej6'd&' aumento en & isoforma mas senslb 

ss 
de PKA, constituye una via novedosa, alternativa a las ya conocidas, capaz de 

'ilia&? 
promover un aumento persistente en actividad de PKA asociado a la fa= 

0; 
tardia del proceso de consolidaci6n. Este mecanismo no excluye la existencia 

iva36 61 S'IB.~ 
en Chasmagnafhus de 10s mecanismos descriptos en otros modelos. 

.,- 3 ,  .-.A ' 2.. '- -. . , , , , 23;lb ~~:8mt ic :  

- ,  . . , - I ;-- #i 339 -> , , -.aq~?b rt~zqr?oi?ml! 

7.4.2.1 Regulation de las subunidades de PKA ' r,: i3b E~S?;YO?GII-! BI 

4 m d 4 L r a ; f  fie 

Si bien no constituyo el objetivo de-5~1&%ipitulo in̂ dagaP Sobre 10s ' 3  

mecanismos que regulan la expresibn genica de las subunidades de PKA, la + :> 
variacion observada en el nivel de la isoforma I en animates entrena 

lleva a interrogarnos en que grado seria factible un cambio de esta naturaleza 

y cuales serian 10s posibles niveles de regulacidn responsables de este 

cambio. 

Como ya se ha expuesto en el capitulo VI, diversas isoforma de subunidades 

cataliticas y regulatorias han sido identificadas y caracterizadas, 

mayoritariamente en mamiferos. Cada una be estas esta codificada por genes 

distintos y con patrones propios de expresion para distintos tejidos y estadios 

de desarrotlo. La cantidad y proporci6n de las isoformas de PKA no solo es 

una caracteristica particular de cada tipo celular o tejido, como ya se ha 

demostrado tambien en cangrejo, sino que ademas es una caracteristica 

dinarnica que muestra ,,zxariaci~qieTq, _ ) .  eg el desarrollo (Foster et al., 1984; 

SkAlhegg et al., 2000) y en respuesta a distintos tratamientos o estimulos. Este 
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hecho sugiere una regulacion activa y especifica de cada subunidad e 

isoforma de PKA. 

Las evidencias sugieren un papel importante de las adaptaciones de la via de 

transduccion del AMPc en 10s procesos de formacion de memoria. Estas 

adaptaciones incluyen alteraciones de 10s niveles normales de subunidades 

cataliticas y regulatorias de PKA y sus respectivas isoformas. El modelo de 

facilitacion sinaptica en Apiysia, constituye un ejemplo en el cual estas 

adaptaciones estan directamente vinculadas con la rnodificacion de la relacion 

estequiometrica entre subunidades cataliticas y regulatorias (cociente: R / C ) 

(Chain et al., 1995). En la presente tesis se muestra que durante la 

consolidacirin de una memoria de largo termino en Chasmagnathus existe una 

alteration de la via de AMPc a nivel de la cantidad y proporcion entre las 

distintas isoformas de PKA (cociente: R I / R I1 ). 

Lamentablemente a pesar del basto conocimiento del papel de PKA en 

diversos aspectos funcionales del sistema nervioso, muy poco se sabe del 

control de la expresion de las subunidades de PKA en neuronas (Boundy .et 

al., 1998). La investigacion de este aspect0 en otros tejidos, como ser tejido 

gonadal de mamiferos o lineas tumorales, mayoritariamente utilizados para el 

estudio de la regulacion de esta via de transduccion, ha probado que la 

expresion de las subunidades de PKA y sus isoformas pueden ser activa y 

especificamente reguladas a nivel de transcripci6n genica, de la estabilizacion 

del ARNm y de degradacion de las proteinas. Se ha demostrado regulaci6n 

diferencial de la expresion de isoformas por hormonas que actljan a traves de 

receptores ligados a proteinas G (Jahnsen et al., 1985; @yen et al., 1988), de 

receptores de sefiales mitogenicas asociados a proteinas tyrosina quinasas 

(Skilhegg et al., 2000), y por hormonas esteroides (Levy et al., 1989). Se ha 

hallado que la actividad electrica normalmente irnpuesta por motoneuronas 

regula en fibras musculares la expresion de isoformas especificas a nivel 

transcriptional y post-transcriptional (Hoover et al., 2002). Se ha comprobado 

tambien que las propias sefiales de AMPc intervienen como mecanismos de 

autorregulacion ya sea sensibilizando o desensibilizando el sistema, a nivel de 

la transcripcion genica (Tasken et al., 1991 ; Tasken et al., 1993; Knutsen et al., 



1997) de la estabilizacion de ARNm (Knutsen et al., 1991) y de la estabilidad 

de la proteina (Houge et at., 1990). Los mecanismos post-traduccionales d@l 

regulacion, que incluyen la degradacion de subunidades C y R libres, han s ido~ 

descriptos mas que nada como mecanismos autorregulatorios tendientes a,? 

mantener una estequiometria compensada de las subunidades cataliticas y,:; 

regulatorias con el fin de preservar la homeostasis celular (Amieux et a]., 1 997,,3 

Boundy et al., 1998). Sin embargo, el control de la estequiometria R-C p o r ~ l  

degradacion, puede traer consigo cambios en la relacion PKAI -PKAII, sin que,~ 

haya cambios al nivel de la transcripcion o sintesis de las isoformas de R. Sei3 

ha comprobado que la reduccion de 10s niveles de RI es compensada p o ~ ,  

aumento en Rll estabilizada como PKAII (Nesterova et al., 2000) y vicever~a,~, 

que la reduccion de Rll es compensada por aumento de Rl (Amieux et al.,::~ 

1998). El mismo mecanismo lteva a que la sobre expresion de una isoforma!.h 

traiga aparejada la reduccion de otras (Otten et al., 1989). Sin embargo, el 

cambio en la proporcion de isoformas, no siempre es el resultado de un 

fenomeno pasivo por estabilizacion de las subunidades en la holoenzima, sin0 

tambien como una respuesta activa de aumento en la sintesis diferencial de 

alguna isoforma (Tasken et al., 1991; Knutsen et al., 1997; Hoover et al., 2002; 

Dwivedi et al., 2002). Para diversas isoformas se ha secuenciado en ratones, 

en cerdos y en humanos las secuencias regulatorias de 10s genes de algunas 

subunidades de PKA y se ha encontrado conservada una secuencia consenso 

de tip0 CRE en la region promotora de la subunidad R la (Nowak et al., 1987; 

Solberg et al., 1997). Esto podria explicar en esos mismos modelos la 

regulacion positiva rapida de la transcripcion de esta subunidad ante el 

aumento de AMPc, similar a la conocida induccion de c-fos por AMPc y 

diferente a la de otras subunidades de PKA que muestran induccion mas lenta 

probablemente mediadas a su vez por factores de transcripcion inducibles por 

AMPc. - " 

Como se demuestra de 10s antecedentes mencionados, la expresion cte 

distintas subunidades especificas de PKA y sus isoformas pueden estar 

reguladas a diversos niveles, transcripcion, traduccion y de estabilidad de lacrmus 

proteina y por efecto de diversos estimulos, incluido el mismo aumento dejyr s; 
r 8 \ , , . .<. , , ... . - 1,- ; ; . . ,  , '1 ,-*5'C 
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AMPc y la fosforilacion mediada por PKA. De 10s resultados obtenidos en esta 

tesis no resulta posible determinar el origen del increment0 observado en la 

isoforma I de PKA seis horas despues del entrenamiento. Bien podria deberse 

a una regulacion negativa en la degradation de esta o de una regulacion 

positiva de la sintesis. Dado que la conformation de la holoenzima protege a 

las subunidades de la actividad proteolitica, un aumento en la sintesis de la 

subunidad catalitica podria contribuir a la estabilizacion de R1 o viceversa y en 

ambos casos el resultado seria un aumento de PKA I como el observado. Solo 

10s animales entrenados muestran este aumento seis horas despues de la 

experiencia, y como ya se ha discutido, la activacion temprana de PKA dada 

en animales entrenados y expuestos al context0 tienen origen en distintos 

mecanismos, posiblemente la induccion de PKA I sea un fenomeno 

diferencialmente inducido por esos distintos mecanismos. 

Se debe resaltar que cualquiera sea el origen del aumento, por induccion 

dirigida de la sintesis o por un fenomeno compensatorio o colateral de la 

activacion temprana de PKA, constituye un evento funcional en el proceso de 

consolidation de la memoria en Chasmagnathus. 

7.4.3 El cambio en la proportion de las isoformas es 

transitorio, restituyendose 10s valores normales 24 horas 

despues del entrenamiento. 

A diferencia de 10s requerimientos moleculares bioquimicos observados en 

ratas para la evocacion de una aprendizaje de evitacion pasiva (Szapiro et al., 

2000), se ha demostrado que la activacion de PKA no es necesaria durante la 

evocacion de la memoria de largo termino en Chasmagnafhus y tampoco lo es 

para la facilitation sinaptica en Aplysia cuando es evaluada 24 hs despues de 

la induccion (Hegde et al., 1997; Chain et al., 1999). Sin embargo, en este 

ultimo caso no hay coincidencia entre la independencia de PKA y la 

correlaci6n bioquimica, ya que se ha encontrado que la actividad de PKA 

permanece elevada durante ese period0 (Sweatt & Kandel., 1989; Muller & 

Carew, 1998) por efecto de una regulacion activa de la estequiomtria entre 
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subunidades R y C (Greenberg et al., 1987; Bergold et al., 1990; Chain et a\., 

1995; Hegde et al., 1997). Surge entonces la pegunta de cual es el papel de 

ese aumento y si es parte de un mecanismo implicado en memoria. Una 

posible respuesta es que la actividad de PKA no es necesaria para la 

expresion de la memoria pero que interviene en el mantenimiento de la misma. 

En cangrejo se ha encontrado que la actividad de PKA en el ganglio 

supraesofagico es normal 24 horas despues del entrenamiento. Sin embargo 

debido al cambio observado en la proporcion de PKA I seis horas despues del 

entrenamiento y considerando 10s antecedentes de Aplysia, donde hay una 

regulacion de 10s niveles de subunidades a largo termino, en este capitulo 

analizamos la posibilidad de que un mecanismo de carnbio en la proporci6n de 

las isoformas existiera en un periodo tardio de la memoria en Chasmagnathus, 

hecho que se descarta por 10s resultados de la figura 7.5. 

Podemos concluir que al menos con esta estrategia experimental no fueron 

hallados cambios de largo termino en la proporcion de isoformas en el ganglio 

supraesofagico, sugiriendo que este mecanismo es solo necesario durante un 

periodo limitado. Sin embargo, no podemos descartar que al estar utilizando el 

ganglio entero y en forma conjunta no existan cambios localizados y de sentido 

contrario que se compensan en el analisis conjunto. 
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Quisiera recuperar brevemente algunos de 10s conceptos explicados en la 

introduccion general y que resultan relevantes a la interpretacion de 10s 

resultados en esta tesis. 

El mas amplio de ellos se refiere a la participacion de las vias de transduccion 

de sefiales, como 10s mecanismos intracelulares responsables de la regulacion 

de 10s procesos de plasticidad neuronal que subyacen el aprendizaje y la 

memoria. Las vias de transduccion participan en la deteccion de patrones 

especificos de estimulaci6n y en la ejecucion de 10s cambios plasticos 

correspondientes. Las quinasas, como proteinas efectoras de las vias de 

transduccion, participan al menos a dos niveles del proceso de plasticidad. El 

primer nivel lo constituye la regulacion directa de la excitabilidad sinaptica a 

traves de la fosforilacibn de receptores y canales ionicos. El segundo, lo 

constituye la coordinacion de la expresion genica a traves de la activacion de 

factores de transcription. Este segundo nivel de accibn resulta fundamental en 

la estabilizacion de cambios sinapticos inmunes al recambio proteico, que de 

otro mod0 borraria las modificaciones post-traduccionales adquiridas por la 

experiencia. 

La capacidad del sistema nervioso de traducir la informacion contenida en una 

experiencia a 10s cambios plasticos especificos de 10s circuitos involucrados, 

reside en la accibn coordinada, paralela ylo secuencial, de varias quinasas 

con un patr6n de activacion espacio-temporal que especificamente vincula la 

experiencia con 10s cambios respectivos. Dicho patr6n de activacion, sumado 

al gran n6mero de substratos de cada quinasa, permite una sintonia muy fina 

de los mecanismos de procesamiento y codification de la informacion (Dudai, 

1997; Micheau & Riedel, 1999) 

Este razonamiento pareceria agregar un grado mayor de complejidad al 

estudio de las bases neurobiologicas del aprendizaje y la memoria, ya que 

imposibilita la generalization de conclusiones acerca de la participacion de un 

determinado mecanismo celular en un proceso de plasticidad. Dicha 

participacion sera especifica del modelo, del paradigma e incluso del individuo, 

si consideramos que cada uno puede poseer experiencias previas distintas 

que delinean diferencialmente el procesamiento de una informacion. 
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Sin embargo, 10s resultados de esta tesis constltuyen una evidencia que se 
suma a la de otros modelos para confirmar la participacion ~ 0 n s e ~ a d a  de 

ciertos elementos celulares en 10s procesos de plasticidad neuronal. 

Evidentemente, 10s elementos basicos de la biologia molecular y celular 

surgidos temprano en la evolucion y han servido luego para construir procesos 

complejos y comunes a todos 10s animales como ser programas de desarrollo y 

de plasticidad neuronal. Asi lo demuestra el estudio de 10s elementos que 

subyacen la plasticidad det comportamiento en artropodos y cordados cuyas 

ramas divergieron hace 900 millones de afios. El reino animal, hoy muestra 

una sorprendente variedad y riqueza de comportamientos que encuentran sus 

bases a nivel de las redes neuronales propias de cada especie y product0 de 

la adaptacion a un nicho especifico. Sin embargo, adecuar el comportarniento 

en base a la experiencia ha sido una dernanda comljn y conservada en todos 

10s animales y todos 10s nichos. Las soluciones a esta necesidad recaen en las 

neuronas donde 10s mecanismos moleculares responsables de la plasticidad 

han sido conservados en la filogenia o bien reinventados a partjr de 10s 

mismos elementos celulares (Carew, 2000; Tully, 1997; Menzel, 1999) 

Sin embargo, ademas de 10s aspectos conservados, 10s resultados de esta 

tesis confirman tambien que el grado y tipo de participacion de estos 

elementos en la consolidacion, deben ser estudiados en muy estrecha relacion 

con la experiencia que lo induce. 

El objeto de estudio ha sido la participacion de la via de transduccih de AMPc 

y mas especificamente de PKA, en la forrnacion de una memoria de largo 

termino. Distintos aspectos de la activacion de PKA fueron estudiados en su 

vinculaciljn con el proceso de forrnacion de memoria: 

a) Se comprobo para la memoria contexto-seAal de Chasmagnathus que la 

accion de PKA es un mecanismo involucrado en el proceso de 

consolidacion y no en la adquisici6n ni la evocaci6n. Se ha determinado 

que durante el proceso de consolidacion se suceden al menos dos 

periodos criticos en 10s cuales la activacion de PKA es fundamental. 

b) Se determind que la participacion de PKA en el proceso de formation de la 

memoria no es el resultado de una modulacion ajena que afecta la 
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. formacion de la memoria, sin0 parte intrinseca de 10s mecanismos de la 

consolidacion directamente iniciados por la experiencia. 

c) Dos experiencias distintas como son el entrenamiento contexto-sefial y la 

exposicion a un context0 nuevo, inducen activaciones de PKA con 

patrones temporales propios. 

d) Se identifico la presencia de la isoforma I y I1 de PKA en sistema nervioso 

de Chasmagnathus con caracteristicas conservadas en insectos y 

rnam iferos 

e) Se determino que son distintos ios mecanismos que subyacen la activacion 

de PKA observada luego de las dos experiencias. En base a estas 

diferencias, la participacion diferencial de las isoformas I y II es sugerida. 

f) En base a 10s resultados obtenidos se ha propuesto un mecanismo 

responsable de la activacion de PKA horas despues del entrenamiento. 

Este mecanismo alternativo a 10s propuestos en otros modelos, considera 

un aumento en la expresion de la isoforma mas sensible de PKA durante la 

consolidacion. 

8.1 Dos periodos de activacion de PKA en la consolidacicin de 

la memoria. 

El abordaje farmacologico mediante el inhibidor de PKA, permiti6 precisar la 

existencia de al menos dos periodos del proceso de consolidacion durante 10s 

cuales la accion de PKA es fundamental para la formacion de la memoria 

contexto-seiial en Chasmagnathus. Un resumen de estos resultados, en 

detalle explicados en el capitulo Ill, se muestra en la figura 8.1. 

El primer periodo en el cual la inhibition de PKA muestra efecto amnesic0 esta 

restringido al tiempo del entrenamiento. La inhibicion de PKA resulta amnesica 

cuando el inhibidor se administra antes del entrenamiento y no despues del 

mismo (Capitulo Ill). Estos resultados podrian llevar inicialmente a la 

interpretacion de que la accion de PKA durante el primer periodo critic0 esta 

vinculada con la percepcion de 10s estimulos o la adquisicion del aprendizaje, 
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y que por ese motivo el efecto disruptor se observa cuando PKA es inhibida 
durante el entrenamiento (inyeccion pre-entrenamiento). Sin embargo, el 

efecto sobre la adquisicion puede ser descartado porque las consecuencias de 

la inhibicion de PKA soto se evidencian en la evaluacion de la memoria de 

largo termino y no durante el entrenamiento en el que se observo una buena 

memoria de corto termino. La interpretacion mas probable, sugiere que durante 

el entrenamiento y como producto de 10s ensayos, PKA es activada y debe 

fosforilar una cantidad critica de factores necesaria para el proceso de 

consolidaci6n. La cantidad acumulada del producto fosforilado por PKA seria 

directamente dependiente del nljmero de ensayos. Cuando PKA es inhibida 

despues de un entrenamiento de 15 ensayos, no hay efecto amnesico, porque 

en ese momento del entrenamiento ya se ha alcanzado un nivel umbra1 de 

factores fosforilados necesarios para la consolidacion. Este modelo, explica el 

hecho de que un entrenamiento de pocos ensayos resulta insuficiente para 

inducir la formaci6n de la memoria de largo termino a menos que PKA sea 

activada por una intervencion farmacoldgica (Romano et al., 1996 b). De 

acuerdo con este modelo, se ha observado que el activador de PKA posee 

efecto facilitador inyectado antes o despues del entrenamiento. 

Un modelo en el cual la acumulacion de un factor regula un proceso de . S 
formacion de memoria de largo termino ya ha sido propuesto en el paradigma 

s! 
de condicionamiento olfatorio en Drosophila (Yin et al., 1995; Tully, 1997). En 

dicho modelo, sucesivos ensayos de un entrenamiento conducen a l a ~ 2  

acumulacion del factor de transcripcion CREB activado que regu la l~~  

positivamente la expresion genica y la consolidacion de la memoria de largcuiI2 

termino. Se ha comprobado tambien que la regulacion positiva del factor CREBi' l 3  

mediante manipulation experimental reduce el nljmero de ensayos necesario~~:~ 

para inducir la formacion de la memoria, hecho similar al observado en el casor $3 

de la - - modulacion positiva de PKA en Chasn?agnafhus (Romano et al., 1996 b). ~3 :  
-'> -! 

'- ;' :>, I b2-I . s . - l l  

Sin duda resultaria interesante y mas concluyente, evaluar este modelo a niveP1-' 

de 10s substratos de PKA y establecer si existen umbrales de activaci06';'' 

necesarios para inducir la consolidacion y en que ensayo estos umbrales  son'"?^ 

alcanzados. , -.. Esto no ha sido posible dada la escasa informacion acerca deb'':. 
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substratos y factores de transcripcibn regulados por PKA en el cangrejo (este 

aspect0 se discutira mas adelante). 

+ CTX 

*, I Salina 

: Inhibidor 
T 

-1 U,15 0 2 4 

? fin del entrenamiento tiempo de la inyeccion 
(horas desde el fin del entrenamiento) 

Figura 8.1. Dos periodos sensibks a h inhibicibn de PKA durante la 
consolidaci6n de MCS. Los grificos muestran respuesta de escape en la sesion de 
evaluation de la memoria 24 hs despub del entrenamiento (media * ES) despuCs de la 
inyeccion de soluci6n salina (a) o inhibidor de PKA @) en distintos tiempos respato del 
entrenamiento. La barra gris vertical indica el period0 de entrenamiento. CTX: anhales no 
entrenados que permanecieron en el context0 durante la mion de e n t r e n t o ;  ENT: 
a h a l e s  enqenados con 15 ensayos espaciados. Los datos se muestran normalizados a la 
respuesta de 10s animal@ CTX.. w0.05 y ** F0.01 comparaciones planeadas CTX vs ENT. 
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La activacion de un factor de transcripcion, para el que no se descarta una 
vinculacion con PKA (Shirakawa et al., 1989; Shirakawa & Mizel, 1989; Zhong 

et al., 1998), ha sido estudiada detalladamente y ha mostrado un perfil de 

activacion que se ajusta a este modelo. El factor de transcripcion NF-kB, cuya 

activacion ha sido probada como paso fundamental para la consolidacion en 

cangrejo (Merlo et al., 2002), alcanza el maximo de activaci6n a partir de un 

n6mero umbra1 de ensayos entre 10 y 15 (Freudenthal & Romano., 2000). La 

inhibicion de la IKK, la quinasa que permite la activacion y traslocacicin de este 

factor al nlicleo, posee efecto amnesic0 durante el entrenamiento pero no 

inmediatamente despues del mismo (Merlo et al., 2002). 

La existencia de dos periodos de dependencia de PKA pa-a !a consolidaci6n 

de la MCS en Chasmagnafhus, coincide, aur >e ,:3n le:.les diferencias 

temporales, con hallazgos realizados para la cons~!idacion de la memoria de 

una evitacion pasiva en ratas y de un condicionamiento aversivo en ratones 

(Bernabeu et al., 1997; Bourtchouladze et al., 1998). En ambos modelos se ha 

observado que 10s periodos de dependencia de PKA para la consolidaci6n 

estan sincronizados con requerimiento de sintesis de ARN m (Igaz et al., 2002) 

y de proteinas. En ratas se ha determinado ademas que coincidente con la 

activacion de PKA y la sintesis de mensajeros, existe entre 3 y 6 horas 

despues del entrenarniento un aumento en la activacion del kctor de 

transcripcion CREB: Estos resultados sugieren que Curante el proceso de 

consolidaci6n se suceder? -' menos dos etapas de :Intesis proteica reguladas 

por PKA. 

La existencia de mas de una etapa dependiente de la sin'esis proteica en el 

proceso de consolidacion ha sido demostrada tambi6n en otros modelos y 

paradigmas (Grecksch & Matthies, 1980; Freeman et al., 1995; Tiunova et a\., 

1998). Por otro lado, estudios moleculares y celulares llevados a cab0 en el 

modelo de facilitncion sinaptica de Aplysia y en la potenciaci6n de largo 

t6r-. ,in0 en hipocampo de marniferos evidencian mriltiples fases de induction 

genica durante la consolidaci6n (Barzilai et a!., 1989; Abraham et al., 1993). 

Estas observaciones sugieren que mas de una fass de sintesis proteica es 

requerida para la instalacion de la memoria de largo termino. La aceptacion 
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general es que la fase temprana,(le,dependencia de la sintesis proteica para la 

consolidaci6n consiste en la expresion de factores de transcripcion y genes 

reguladores, mientras la fase tardia consiste en la expresion de genes 

efectores involucrados en 10s cambios sinapticos estables. De acuerdo con 

esta hipotesis, se ha demostrado durante la fase temprana de la facilitation 

sinaptica en Aplysia la expresi6n de factores de transcripcion y genes 

reguladores (Alberini et al., 1994; Hegde et al., 1997). 

La activacion del factor de transcripcion NF-kB durante la consolidacion de la 

MCS en Chasmagnathus sigue un perfil de activacion muy similar a 10s 

requerimientos de PKA. La inhibition de la activacion del factor es amnesica 

tambien durante la segunda fase, lo que sugiere que durante dicho periodo 

existe tambien actividad transcripcional necesaria para la consolidaci6n. En 

base a estas observaciones y las de 10s modelos mencionados es posible que 

PKA este tambien involucrada en la regulacion de la actividad transcripcional 
. .'I 

durante el segundo periodo de la consolidacidn en Chasmagnathus. 

Una hipotesis alternativa acerca de la actividad de PKA durante la segunda 

fase de activacion no esta relacionada con la regulacion de la transcripcion 

sin0 con la modification post-transcripcional de proteinas efectoras de 10s 

cambios sinapticos y morfol6gicos. Respecto de esta funcion, se ha 

comprobado en hipocampo de mamiferos que la actividad de PKA 

directamente regula la insercion de receptores de glutamato de tipo AMPA en 

las sinapsis potenciadas durante la potenciaci6n de largo termino (Esteban et 

al., 2003). Una funcion de este tipo, observada horas despues de la induccion 

del proceso de consolidacion y solapada a la fase de expresion de genes 

efectores de 10s cambios sinapticos de largo termino bien podria constituir un 

mecanismos de sefializaci6n sinaptica relacionado con la incorporqcion 

especifica de las proteinas sintetizadas durante la consolidacion (Frey & 
- l j K  I '  * z&~ipfj212'ri!., I - 2 :-t- * ~ > f l , : i : : <  r::,& , < f ~ t i { i ~ ~  3,. 

Morris, 1997). - 
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8.2 La activaci6n de PKA es un mecanismo intrinseco de la 

consolidacion de la memoria iniciado por la experiencia. 

Los efectos amnesicos por intervention farmacologica de la consolidacion 

mediante el inhibidor de PKA (Capitulo Ill) permiten concluir que la activacion 

de PKA obsewada despues del entrenamiento (Capitulo V) es un elemento 

funcional del proceso de formacion de memoria y ciescarta que dicha 

activacion se trate de un efecto paralelo o inespecifico, consecuencia de la 

estimulaci6n. De manera reciprocal la activacicjn de PKA inducida por el 

entrenamiento, indica que el efecto amnesico de la inte~enci6n farmacologica 

es el resultado de operar directamente sobre 10s mecanismos iniciados por la 

experiencia y no de un efecto amnesico inespecifico, o de mediar 10s efectos 

de un modulador que ajeno a la experiencia modula las capacidades 

cognitivas. Esta conclusion se puede extender a 10s dos periodos de 

dependencia de PKA como lo muestran 10s resultados del capltulo V 

resumidos en la figura 8.2. 

La conclusion acerca de la relacion especifica entre la activacion de PKA y la 

formaci6n de memoria de largo termino, no resulta tan clara si se considera 

que 10s animales que solo han sido expuestos al context0 muestran 

inmediatamente despues de la experiencia el mismo grado de activacion que 

10s animales entrenados, sugiriendo que la activacion de PKA no esta 

relacionada con algo especlfico del entrenamiento sino con un efecto de 

novedad o con el estres de la manipuiacion experimental. Diferentes 

evidencias permiten descartar esta posibilidad: En primer lugar el hecho ya 

mencionado de que si dicha activacion es inhibida se induce amnesia. En 

segundo termino, que la activacion de PKA product0 de ambas experiencias 

muestra patrones temporales distintos de activacion (Capitulo V). Finalmente, 

que ambas activaciones pueden ser diferenciadas mecanisticamente en base a 

la participacion diferencial de las isoformas E y ll de PKA (Capitulo VII). 
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actividad basal PKA 

NV 
CTX 
ENT 

6 
horas despues del entrenamiento 

actividad total de PKA 

0 6 24 
horas despues del entrenamiento 

Figura 8.2. Actividad basal y total de PKA. Los @COS mueman media y ES 
de la actividad de PKA en ganglio supraesoE@co 0,6 y 24 bras despuks de la experiencia 
para animales naive 0, entrenados (Em) y expuestos a1 context0 (CTX). La actividad de 
PKA fue normalizada a la actividad medida en 10s animales naive. La actividad basal refleja 
la actividad end6gena y la actividad total h e  estimulada coa 10 fl de AMPc. Distintas letras 
signl£ican diferencias signifcativas p<O.Ol s e g h  contmstes Duncan post ANOVA. Para mas 
detalles ver capitulo VI. 
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Existen trabajos realizados con otros cangrejos que indican en este orden la 
capacidad de establecer memorias espaciales y mapas cognitivos (Cannicci et 

al., 2000). La capacidad de establecer una memoria de contexto tambien ha 

sido comprobada en Chasmagnathus. Animales que han estado en el 

actometro sin ser estimulados, muestran 24 horas despues, respuestas de 

escape distintas a la de animales que nunca han estado (Pedreira et al., 1996); 

por otro lado, 10s animales pueden ser condicionados a encontrar Aimento en 

el actometro, de mod0 que la sola reinsercibn en dicho contexto 24 horas 

despues despliega una elevada actividad e;.:ploratoria (Hermitte & Maldonado, 

comunicaci6n personal). Estas evidencias indican lz -apacidad de establecer 

memorias de contexto de largo termino, lo cual se ha comprobado que es 

dependiente de la sintesis proteica (Pedreira et al., 1996) y a h  no se ha 

evaluado si la formation de esa memoria es dependiente o no de la activaci6n 

de PKA como lo sugiere la correlation bioquimica. Al respecto es importante 

destacar que si asi fuera, el patron temporal de activacirin de PKA para la 

consolidacion de una y otra memoria es inducido de manera especifica por las 

- distintas experiencias. 

En la consolidacion de un condicionamiento aversivo en ratones, se ha 

observado que la participacion de PKA puede variar mostrando uno o dos 

periodos criticos, dependiendo tan solo de que el nllmero de ensayos del 

entrenamiento sea 1 o 3 (Bourtchouladze zt al., 1998). En este ejemplo, la 

secuencia de mecanismos bioquimicos involucyzdos en la consolidacion es 

distinta a pesar de que 10s ratones sometidos a arnbos protocolos aprenden en 

realidad lo mismo. Teniendo en cuenta este ijltimo ejemplo, no resulta ---. , 
sorprendente que en cangrejo el proceso de consolidacion de distintas 

memorias involucre activaciones de PKA con patrones temporales propios. 

- - .: .Una observaci6n semejante. en relacion al proceso de consolidaci6n, se ha 
T' 

- kechd. &a la8activaci6n de MAPKs quecactualmente es objeto de estudio en el 
q- . , . ,3 , ,sa 

laboratorio. La activacion de E ~ K  y JNK se ha inedido a distintos tiempos 

despues del entrenamiento o de la- exposici6n al contexto, y para cada 
. . , 4  . 

experiencia se ha determinado un patron temporal propio de activacion. 

Mientras en 10s animales expuestos al contexto la activacion es mkima 
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inmediatamente despues de la experiencia y decae una hora despues, el perfil 

opuesto se ha encontrado para 10s animales que reciben el entrenamiento 

contexto-seiial (M. Feld & A. Romano, comunicacion personal). 

8.3 Participaci6n diferencial de isoformas de PKA en !a 

consolidaci~n 

Con el objeto cis estudiar mecanismos qde determinan la especificiclad de la 

acci6n de PKA en 10s procesos de r,Iasillr,idad, se estudI6 ia par'licipaci6n de 

isoformas en la activacion inducida pcar distintas experiencias y durante 10s dos 

periodos de depeiadencia para la consolidacifin cte la memoria de largo 

termino. 

En base al perfil de elusion de PKA de columnas de intercambio anionic0 se 

mostr6 que 10s mecanismos responsabies de la activaci6n de PKA inducida por 

cada experiencia son distintos. La activaci6n de PKA inducida por la 

exposici6n al contexto se debe a la disociacion de la isoforma de tip0 i l .  Esta 

activacion persiste incluso ante protocoics de extracci6n y reacciOn que no 

favorecen el n?antenimiento del equilibria asociado-disociado endogem de la 

enzima. Contrariamente, la activaci6n de PKA inducida por el entrenamiento 

solo se evidenci6 cuando las concliciones dc exiracci6n y reaccion si fueron 

disefiadas para preservar 10s equilibrios endbgenos. Esto sugiere que la 

adivaci6n inducida por el entrenamiento es preservada por el mantenimiento 

de AMPc aito en las celulas. Considerando caracteristicas distintivas de la 

activacion de cada isoforma y las modificaciones que estas pueden sufrir como 

parte de los mecanismos de activacion, ambas activaciones pueden ser 

interpretadas como la participaci6n diferencial de las isoformas (ver Capitulo 

VII). De acuerdo a esta interpretacion, la activaci6n de PKA observada 

inmediatamente despues del entrenamiento contexto-sefial estaria vinculada 

con la activacion de la isoforma I. En cambio, la activacion de PKA inducida 

por la exposici6n al contexto involucra la participaci6n de la isoforma !I. 
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a, 
PKA l 
I 

. * .  NV 
CTX 
ENT 

PKA I I  

0 6 24 
horas despues del entrenamiento 

Figura 8.3. Nivd de PKA f y PKA IL Las isoformas I y U de PKA en ganglia 
supraesof3gico heron cuantificadag: luego de su separation en columnas de intercambio 
anibnico 0, 6 y 24 horas despues de la experiencia para animales naive 0, entrenados 
(ENT) y expuestos al contedo (CTX). Los ~ c o s  representan media y error esthndar de 10s 
animales tratados relativizados a lo niveles en 10s animales naive. P<0.05 contrastes Tuckey 
post-ANOVA de Bloques. 

Los ljnicos antecedentes que vinculan fa participation de isoformas 

especificas con procesos de plasticidad neuronal han sido basados en el 

modelo de potenciacion de largo termino en hipocampo de mamiferos a partir 



Capitulo VIII: Conclusiones y Discusion General 

de animales carentes de la expresion de isoformas de PKA (Brandon et al., 

1995; Huang et al., 1995; Woo et al., 2000 ). Estos trabajos mostraron que la 

capacidad para inducir y mantener estados adquiridos esta directamente 

ligada a la presencia de isoformas especificas. Sin embargo, la limitation de 

estos trabajos consiste en no resolver si 10s resultados del experiment0 son 

consecuencia de la ausencia de una isoforma o de consecuencias del 

desarrollo, mas alla del hecho de que 10s animales carentes de esos genes no 

muestran deficiepcias wgnitivas en las pruebas comportamentales. 

Si bien basados en una tecnica indirecta y que no permite cuantificar de 

manera precisa la activacion de cada isoforma, 10s resultados de esta tesis en 

el modelo de Chasmagnathus constituyen el primer informe que vincula la 

participation diferencial de isoformas de PKA con un proceso de consolidaci6n 

de memoria de largo termino. Los resultados tambien evidencian que una 

experiencia distinta al entrenamiento, que consiste en una exposicion 

prolongada a un contexto nuevo y que desencadena la formacion de una 

memoria de contexto induce un aumento en la actividad de PKA dependiente 

de otra isoforma. A h  queda por dernostrar si esta activacion posee un papel 

funcional en la formacion de memoria del contexto. 

8.4 Aumento de la isoforma I de PKA en el segundo periodo de 

la consolidacion 

Coincidente con el segundo periodo de dependencia y activacion de PKA 

durante la consolidacion, se ha determinado un aumento en la isoforma I de 

PKA (Figura 8.3). De acuerdo a 10s resultados del capitulo VI, esta isoforma es 

aproximadamente 10 veces mas sensible al AMPc que la isoforma II (Capitulo 

VI). Relaciones similares de sensibilidad han sido tambien halladas para la 

isoformas I y II descriptas en otros modelos. En base a esta sensibilidad, un 

aumento en la proporcion de PKA I, puede favorecer la respuesta de PKA a 

valores normalmente sub-umbrales de AMPc y conllevar en la d u l a  un nivel 

superior de actividad basal de PKA incluso en condiciones sin estimulacion 

(Cadd et al., 1990). La sensibilidad de PKA I ha llevado a postular que esta 
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isoforma mediaria en las celulas 10s efectos dependientes de PKA en la 

condiciones fisiologicas y sin estimulacion (Nesterova et al., 2000). 

Durante a consolidacion de la MCS en Chasmagnathus, la regulation positiva 

de PKA I, puede ser el mecanismo responsable de la activacion de PKA 

observada 6 horas despues del entrenamiento y que interviene durante el 

segundo periodo de dependencia para la consolidacion. Este constiuye un 

mecanismo alternativo y no excluyente de 10s ya propuestos en otros modelos " 

que involucran la degradation de las subunidades regulatorias (Hegde et al., -P 

1993; Chain et al., 1999) o el aumento de AMPc por efecto de sistemas 8 

modula~orios, , . , ,  de ja . cpnsolidacion -.--.-- ( Bern&eu_~~al., 1997). - 8 -  2 I .:-lf; S T ~ , - ~ G ~ T ~  

' ! -  , ,;?,&'!jZ; I , r  : ~ t ,  L!$k'-q ILb. ,. ? - . I '  - 

; 3 '-. ,S :~ . I~?<J~  . , . I F  I f  ' . J  
, - < "  I ~ ~ ' , C , F  :;13d 1- 61 

8.5 Variaciones en la proportion PKA I I PKA II - ; -ilk,:i:~r!~ 3b 

El aumento en la isoforma I de PKA ha sido hasta aqui relacionado con laW 

activacion de PKA necesaria durante el segundo periodo de la consolidaci6n. : 4  

Sin embargo, este aumento y sobre todo la variacion de la proporcion entre las ' ' 7  

isoformas I y II debe ser analizado con cierta perspectival considerado las 3$ 

similitudes entre 10s procesos de plasticidad neuronal y 10s de desarrollo. incj: .I-: 

I . .  ,' .. 3 
,.- . 

.:e-:,, '. ..; 1 .  
' r  :.l - . . .. 
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La proporci6n de las isoformas I y II varia durante el desarrollo, como se ha 

evidenciado para la diferenciacion de distintos tipos celulares (Schwartz & 
.8 

Rubin, 1983; Richards & Rolfes, 1980), e incluso se ha comprobado en . 
.% ,. - 
d 3, 

&?* 4 
. , . insectos que PKA I solo se expresa durante estadios larvales y no en animales ' ,. + - r- 

adultos (Foster et al., 1984). I , - . I .  I .  . I * -,,, 3 3,t 1Y:Jb.A l l I d - - '  

!j , .r?d 

Por otro lado, variaciones en el cociente I I 11 de las isoformas-de PKA 
A=l 

muestran consecuencias drasticas sobre el metabolismo celular como ha sido 

revelado hasta ahora en modelos no directamente relacionados con la 

neurobiologia. Se ha probado, que la variacion del cociente I 1 II esta 

estrechamente vinculada con procesos de crecimiento y diferenciacion celular. 

El aumento en la expresion de PKA I correlaciona con crecimiento y 

transformation celular, mientras el decrement0 de PKA I y aumento de la 
;i * 

proporci6n de PKAll correlaciona con la inhibicion del crecimiento y promueve -, ,  
7.3 

la diferenciacion y maduracion celular (Cho-Chung & Clair, 1993; Nesterova et 
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al., 2000). Manipulaciones experimentales que modulan negativamente la 

expresion de PKA I, revierten 10s procesos de transformacion celular, detienen 

el crecimiento y promueven diferenciacion de celulas tumorales, probando una 

relacion causal entre el nivel de las isoformas y la respuesta metabolica 

(Nesterova & Cho-Chung, 1995, 2000) 

Los procesos de plasticidad neuronal han sido en muchos casos analizados de 

manera comparada con 10s procesos de desarrollo por el hecho de que ambos 

estan dirigidos por programas de expresion genica, poseen periodos Iabiles 

sensibles a la disrupcion y una vez alcanzados 10s estados diferenciados estos 

son mantenidos por programas de expresion auto-perpetuados (Alberini et al., 

1994). Desde el punto de vista funcional, cada evento de plasticidad neuronal 

que involucre cambios estables debe ser comprendido como un pequetio 

proceso de desarrollo en el cual un estado de diferenciacion es revertido para 

adoptar otro nuevo que luego sera mantenido. Para esto, las neuronas existen 

durante todo su ciclo de vida en un estado de diferenciacion semireversible 

que permite cambios morfol6gicos en respuesta a estimulos ambientales. 

Los resultados de esta tesis revelan que durante el periodo de la consolidacion 

existe un aumento de la isoforma I de PKA, similar al observado en el 

desarrollo y en celulas tumorales. Esta coincidencia sumada a las similitudes 

entre 10s procesos de desarrollo y 10s de plasticidad neuronal sugiere que el 

cambio observado en el cociente I I I1 durante la consolidacion es parte del 

proceso de plasticidad que subyace la formacion de una memoria. En 

adelante, resulta de interes estudiar la relacion entre el cociente I / II y 10s 

procesos de plasticidad y formacion de memoria en distintos paradigmas. 

8.6 Substratos de PKA 

Las evidencias que prueban el papel fundamental de PKA en la consolidacion 

de la MCS en cangrejo exceden ahora en mucho el conocimiento acerca de las 

consecuencias especificas de la acci6n de PKA en el metabolismo celular. En 

otras palabras, la participacion y la regulacion de la actividad de PKA durante 

la consolidacion han sido estudiadas en detalle a nivel comportamental, y el 
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siguiente paso es estudiar a escala celular la secuencia de eventos que se 

encuentran rio abajo de la activacion de PKA. Con el mismo prop6sito seria 

tambien de sumo interes estudiar las diferencias que prosiguen a la activacion 

de las distintas isoformas. 

Las consecuencias de PKA sobre la memoria de largo termino sugieren un 

papel fundamental de PKA en la regulacion de la expresion genica 

responsable de 10s cambios de largo termino. Por esto, deberia ser estudiada 

la activacion de factores de transcripcion y la interaccion con otras vias de 

transduccion igualmente involucradas en la formacion de memoria de largo 

termino. 

La familia de factores de transcripcion de tip0 CREB ha mostrado un papel 

central en la regulacion de la expresion genica de diversos modelos para el 

estudio de la memoria y plasticidad sinaptica. La expresion dependiente de 

CREB es fundamental en el proceso de facilitacion de largo termino en Aplysia 

(Kaang et al., 1993), condicionamiento olfatorios en Drosophila (Yin et al., 

1994; Yin et al., 1995), ratones (Bourtchouladze et al., 1994), ratas (Guzowski 

& McGaugh, 1997) y en LTP de hipocampo de mamiferos (Schulz et al., 

I 999). 

La presencia de factores de transcripcion de esta familia ha sido probada en 

extractos neurales de Chasmagnathus por la tecnica de corrimiento 

electroforetico (Freudenthal, Tesis de Licenciatura, UBA). Esta tecnica ha 

permitido probar la existencia de proteinas nucleares con capacidad de 

pegado a la secuencia regulatoria CRE. La identidad y activacion de las 

proteinas que pegan CRE estan siendo investigadas en este momento 

mediante tecnicas de western-blot con anticuerpos especificos contra CREB 

total y CREB fosforilado. 

En otros sistemas ha sido reportada una vinculacion entre PKA y la activacion 

del factor de transcripcion NF-kB. La semejanza entre 10s perfiles de activacion 

de PKA y NF-kB durante la consolidaci6n en Chasmagnathus sugiere una 

posible interaccion entre ambas vias que esta siendo estudiada. 
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8.7 Comentarios finales 

Al comienzo de esta serie de conclusiones se menciono el aspect0 conservado 

de 10s elementos celulares que participan en la formacion de la memoria. La 

participacion de PKA en procesos de formacion de memorias de largo termino 

y plasticidad neuronal ha sido probada en 10s mas diversos modelos y 

paradigmas de estudio, que comprenden moluscos (Kandel & Schwartz, 1982), 

insectos (Davis, 1996; Fiala et al., 1999), mamiferos (Bernabeu et al., 1997; 

Bourtchouladze et a., 1998; Abel et al., 1997) y se agrega ahora un crustaceo. 

En esta tesis se dio tambien importancia a 10s aspectos especificos que 

envuelven la participacion de PKA en relacion a una experiencia dada. Los 

resultados indican que aspectos temporales y mecanisticos de la activacion de 

PKA son funcion especifica de la experiencia que lo induce. Como se observo 

de la activacion de PKA medida en 10s animales entrenados y 10s que solo 

estuvieron en el context0 del entrenamiento, 10s mecanismos celulares 

involucrados en un aprendizaje no son la suma de 10s mecanismos 

individuales inducidos por cada uno de 10s estimulo que conforma la 

experiencia. Esto es congruente con el hecho de pensar que cada experiencia 

induce 10s cambios correspondientes a traves de patrones especificos de 

activacion de las vias de transduccion. 

De acuerdo a 10s resultados de esta tesis, futuros estudios que apunten al 

papel de la via de transduccion de AMPc en la formacion de memoria, deberan 

considerar tambien la participacion de las isoformas de PKA en concierto con 

las mljltiples formas de regulacion con las que la via de transduccion participa 

en procesos de plasticidad neuronal. 





Bibliografia 





Bibliografia 

Abbott J. 1970 
Absence of blood-brain barrier in a crustacean, Carcinus maenas L. Nature. 225(229):291-3 

Abel T, Nguyen PV, Barad M, Deuel TA, Kandel ER, Bourtchouladze R. 1997 
Genetic demonstration of a role for PKA in the late phase of LTP and in hippocampus-based 
long-term memory. Cell. 88(5):615-26. 

Abraham WC, Mason SE, Demmer J, Williams JM, Richardson CL, Tate WP, Lawlor PA, 
Dragunow M. 1993 

Correlations between immediate early gene induction and the persistence of long-term 
potentiation Neuroscience. 56(3):717-27.. 

Abrams TW, Yovell Y, Onyike CU, Cohen JE, Jarrard HE. 1998 
Analysis of sequence-dependent interactions between transient calcium and transmitter 
stimuli in activating adenylyl cyclase in Aplysia: possible contribution to CS-US sequence 
requirement during conditioning. Learn Mem 4(6):496-509. 

Adrian ED. 1947. 
The physical background of perception Oxford: Clarendon press 

Agranoff BW. 1972. 
The chemistry of mood motivation and memory. New York: Plenum press 

Alberini CM, Ghirardi M, Metz R, Kandel ER. 1994 
CIEBP is an immediate-early gene required for the consolidation of long-term facilitation in 
Aplysia. Cell. 76(6): 1 099-1 14. 

Alonso PA, Vianna MR, Depino AM, Mello e Souza T, Pereira P, Szapiro G, Viola H, Pitossi 
F, lzquierdo I, Medina JH. 2002 

BDNF-triggered events in the rat hippocampus are required for both short- and long-term 
memory formation. Hippocampus. 1 2(4) :551-60. 

Alonso M, Viola H, lzquierdo I, Medina JH. 2002 
Aversive experiences are associated with a rapid and transient activation of ERKs in the rat 
hippocampus. Neurobiol Learn Mem. 77(1):119-24. 

Amieux PS, Cummings DE, Motamed K, Brandon EP, Wailes LA, Le K, Idzerda RL, 
McKnight GS. 1997 

Compensatory regulation of RI-alpha protein levels in protein kinase A mutant mice. 
JBiol Chem. 272(7):3993-8,) z cSsnri ~,f?;1,4 :. '-4: -: 1 E ;o FIT" 1 3t81k3: 

j , l f 3 ; ~ ; ,  - !-: ,I. 30 tiwjb a;j.;l; t; .) , \ I  2- $y i~kct2t LIL '! l]r;lci ' " 3  
Antoni FA. 2000 ~ ~ - ~ : s . ; ,  i ?i t 

Molecular diversify of cyclic AMP signaling. Front Neuroendocrinol. 21 (2):103-32. 

Aszodi A, Muller U, Friedrich P, Spab: HC. 1991 
Signal convergence on protein kinase A as a molecular correlate of learning. 
Proc NaB Acad Sci U S A. 88(13):5832-6. 

Atkins CM, Selcher JC, Petraitis JJ, ~rzaskos JM, Sweatt JD. 1998 
The MAPK cascade is required for mammalian associative learning. 
Nat Neurosci. 1 (7):602-9. 

Atkinson RC, Schiffrin RM 1968 
A proposed system and its control processes. En (Spence KW, Spence JT ed) The 
psychology of learning and motivation: advances in research and theory New york: 
AcCademic vol 11. Pp89-195 

Bacskai BJ, Hochner 6, Mahaut-Smith M, Adarns SR, Kaang BK, Kandel ER, Tsien RY. 
1993 

Spatially resolved dynamics of CAMP and protein kinase A subunits in Aplysia sensory 
neurons. Science. 260(5105):222-6. 

Bailey CH, Chen M. 1983 
Morphological basis of long-term habituation and sensitization in Aplysia. 
Science. 220(4592): 9 1 -3. 



Fernando Locatelli 

Bailey CH, Chen M. 1989 
Time course of structural changes at identified sensory neuron synapses during long-tern 
sensitization in Aplysia. J Neurosci 9(5): 1 774-80. . , I  lLl,>...:A 

Bailey CH, Kaang BK, Chen M, Martin KC, Lim CS, Casadio A, Kandel ER. 1997 - - 

Mutation in the phosphorylation sites of MAP kinase blocks lear~jng-related internalization 
of apCAM in Aplysia sensory neurons. Neuron. 18(6):913-24,:. , 

Bailey CH, Kandel ER. 1993 
Structural changes accompanying memory storage. Annu Rev Physiol. 55:397-426. 

Barondes SH 1975. . , . .!:, . ,137, <I  :rJ> - I , I ,  I 

Protein synthesis-dependent and protein synthesis-independent memory storage processes. 
En Short-Term Memory (Deutsch D, Deutsch JA eds) New York: Academic press pp379-390 

Bartsch D, Casadio A, Karl KA, Serodio P, Kandel ER. 1998 
CREBl encodes a nuclear activator, a repressor, and a cytoplasmic modulator that form a 
regulatory unit critical for long-term facilitation. Cell. 95(2):211-23. 

Bartsch D, Ghirardi M, Skehel P, Karl K, Herder SP, Chen M, Bailey CH, Kandel ER. 1995 
Aplysia CREB2 represses long-term facilitation: relief of repression converts transient 
facilitation into long-term functional and structural change. Cell. 83(6):979-92. 

Barzilai A, Kennedy TE, Sweatt JD, Kandel ER. 1989 
5-HT modulates protein synthesis and the expression of specific proteins during long-term 
facilitation in Aplysia sensory neurons. Neuron. 2(6): 1577-86. 

Baustein DN, Derby CD, Simmons RB, Beall AC. 1988 
Structure of the brain and medulla terminalis of the spiny lobster Panilarus argus and the 

:' crayfish Procambrus clarkii, with an emphasis on the olfactory centers. 
J Crustacean Biol8:493-519 

Beebe SJ, Corbin JD.1986. 
Cyclic nucleotide dependent protein kinases. The enzymes 17:43-1 I 1  

Beebe SJ, Holloway R, Rannels SR, Corbin JD. 1984 
Two classes of CAMP analogs which are selective for the two different CAMP-binding sites of 
type I1 protein kinase demonstrate synergism when added together to intact adipocytes. sim4 
J Biol Chem. 259(6):3539-47. 7,;. ' .3r. gfi$illn31i! 

Beebe SJ, Oyen 0, Sandberg M, Froysa A, Hansson V, Jahnsen T. 1990 : i'i''-- ' '"'* 
T,-,.~I-I \pa Molecular cloning of a tissue-specific protein kinase (C gamma) from' human testis-- 

representing a third isoform for the catalytic subunit of CAMP-dependent protein kinase. Mol 
Endocn'nol. 4(3):465-75. 

Bergold PJ, Beushausen SA, Sacktor TC, Cheley S, Bayley H, Schwartz JH. 1992 
A regulatory subunit of the CAMP-dependent protein kinase down-regulated in aplysia 
sensory neurons during long-term sensitization. Neuron. 8(2):387-97. 

Bergold PJ, Sweatt JD, Winicov I, Weiss KR, Kandel ER, Schwarir JH. 1990 
Protein synthesis during acquisition of long-term facilitation is needed for the persistent loss 
of regulatory subunits of the Aplysia CAMP-dependent protein kinase. 
Proc Nafl Acad Sci U S A. 87(10):3788-91. 

Berman DE, Hazvi S, Rosenblum K, Seger R, Dudai Y. 1998 
Specific and differential activation of mitogen-activated protein kinase cascades by 
unfamiliar taste in the insular cortex of the behaving rat. J Neurosci. 18(23):10037-44. '"" 

Bernabeu R, Schmitz P, Faillace MP, lzquierdo I, Medina JH. 1996 - * '  -,' 'ok4 ' - -  - 
Hippocampal cGMP and CAMP are differentially involved in memory processing of inhibitory 
avoidance learning. Neuroreport. 7(2):585-8. 19; --~I'-J l2 I,.,c7 , T t L n .  L \I - 

.. - , - ,  .,,; -2b3tL2?' 



Bernabeu R, Bevilaqua L, Ardenghi P, Bromberg E, Schmitz P, Bianchin M, Izquiercb I, 
Medina JH. 1997 

Involvement of hippocampal cAMP/cAMP-dependent protein kinase signaling pathways in a 
late memory consolidation phase of aversively motivated learning in rats. 

Roc Nafl Acad Sci U S A. 94(13):7041-6. 

Bernabeu R, lzquierdo I, Cammarota M, Jerusalinsky D, Medina JH. 1995 
Learning-specific, time-dependent increase in [3H]phorbol dibutyrate binding to protein 
kinase C in selected regions of the rat brain. Brain Res. 685 (1-2):163-8. 

Beron de Astrada M, Maldonado H. 1999 
Two related fonns of long-term habituation in the crab Chasmagnafhus are differentially 
affected by scopolamine. Pharmacol Biochem Behav. 63(1):109-18. 

Beron de Astrada M, Srtarker J, Tomsic D. 2001 
Visual interneurons of the crab Chasmagnathus studied by intracellular recordings in vivo. 
J Comp fhysioI [A]. 187(1):37-44. 

Beron de Astrada M, Tomsic D. 2002 
Physiology and morphology of visual movement detector neurons in a crab (Decapoda: 
Brachy ura). J Comp Physiol A Newoefhol Sens Neural Behav fhysiol. 1 88(7):539-51. 

Bevilaqua L, Ardenghi P, Schroder N, Bromberg E, Quevedo J, Schmitz PK, Bianchin M, 
Walz R, Schaeffer E, Medina JH, lzquierdo 1.1997 

Agents that affect CAMP levels or protein kinase A activity modulate memory consolidation 
when injected into rat hippocampus but not amygdata. Braz J lWed Biol Res. 30(8):967-70. 

gomfeldt KE, Krebs EG. 1999 
Crosstalk between protein kinase A and growth factor receptor signaling pathways in arterial 
smooth muscle. Cell Signal. 11 0465-77. 

Boundy VA, Chen J, Nestler EJ. 1998 
Regulation of CAMP-dependent protein kinase subunit expression in CATH.a and SH-SY5Y 
cells. J Pharmacol Exp Ther. 286(2):1058-65. 

Bourtchouladze R, Abel T, Berman N, Gordon R, Lapidus K, Kandel ER. 1998 
Different training procedures recruit either one or two critical periods for contextual memory 
consolidation, each of which requires protein synthesis and PKA. Leam Mem. 5(4-5):365-74. 

Bourtchuladze R, Frenguelli B, Biendy J, Cioffi D, Schutz G, Silva AJ. 1994 
Deficient long-term memory in mice with a targeted mutation of the CAMP-responsive 
element-binding protein. Cell. 79(1):59-68. 

Boxall AR, Lancaster B. 1998 
Tyrosine kinases and synaptic transmission. 
Eur J Neurosci. 1 0(1):2-7. 

Bradford MM. 1976 
A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein utilizing 
the principle of protein-dye binding. Anal Biochem. 7;72:248-54. 

Braha 0, Dale N, Hochner B, Klein M, Abrams TW, Kandel ER 1990 
Second messengers involved in the two processes of presynaptic facilitation that contribute 
to sensitization and dishabiuation in Apiysia sensory neurons. 
Roc Nafl Acad Sci U S A. 87(5):2040-4. 

Brandon EP, Zhuo M, Huang W, Qi M, Gerhold KA, Burton KA, Kandel ER, McKnight 
GS, ldzerda RL. 1995 

Hippocampal long-term depression and depotentiation are defective in mice canying a 
targeted disruption of the gene encoding the RI beta subunit of CAMP-dependent protein 
kinase. Proc Nafl Acad Sci U S A. 92(19):8851-5. 

Brostrom CO, Corbin JD, King CA, Krebs EG. 1971 
Interaction of the subunits of adenosine 3':s-cyclic monophosphate-dependent protein 
kinase of muscle.Proc Nafl Acad Sci U S A, 68(10):2444-7 



Fernando Lucatelli 

Bruneili M, Crrsteliucci V, Kandel ER. 1976 .. r: 
- 

" .I, 

Synaptic facilitation and behavioral sensitization in Aplysia: possible role of serotonin an9 
cyclic AMP. Science. 194(4270):117&81. 

Brunner D, Maldonado H. 1988 
Habituation in the crab Chasmagnathus granulatus: effect of morphine and natoxone. J 
C O ~ P  Physioi [A]. I 62(5):687-94. - 

.$.' - C !  f. L - C I  1 2 -  , I + I  d l  : & I  d48L?.Jb 31 * < L aU#?) ,  ,=G 

' .> .. Bullock TH, Honidge GA 1965 .. J - A J T ~ I ~ ~  11 A - I / ,  . -?-. ,- . , \j;23. XIL;?G~-I 
Structure and function in the nervous system of invertebrates Vd$# (Whitaker, Emefsonj 
Kennedy eds) London:Freeman and Company 

Burchuladze R, Potter J, Rose SP. 1990 
Memory formation in the chick depends on membrane-bound protein kinase C. 
Brain Res 535(1): 1 31 -8 

Buxbaum JD, Dudai Y. 1989 
A quantitative model for the kinetics of CAMP-dependent protein kinase (type It) 
Long-term activation of the kinase and its possible relevance to learning and memory. 
J Biol Chem. 264(16):9344-51. 

. I  :; *,J' 

Byers D, Davis RL, Kiger JA Jr. 1981 
Defect in cyclic AMP phosphodiesterase due to the dunce mutation of learning in Drosoghila 
melanogasfer. Nature. 289(5793) : 79-81 . 

Byme JH, Kandel ER. 1996 
Presynaptii facilitation revisited: state and time dependence. J Neurosci 16(2):425-35. 

Byrne JH, 1987 
CeElular analysis of associative learning. Physiol Rev 67(2):329-439 

Cadd GG, Uhler MD, NlcKnight GS. 1990 
Hofoenzymes of CAMP-dependent protein kinase containing the neural form of type 4.-L. 
regulatory subunit have an increased sensitiiity to cyclic nucleotides. fl 
J Bioi Chem. 265(32): 1 9502-6. . - 2ilS:O I . : "1 -. q&,,;, 1'9 \, .2;;3:\ 

Cammarota M, Bernabeu R, Levi De Stein M, tzquierdo I, Medina JH. 1998 yr'w.is~.~ri3Ruc9 
Learning-specific, time-dependent increases in hippocampal Ca2+fcalmodulikdepende& 
protein kinase II activity and AMPA GluRl subunit immunoreadivity. 
Eur J Neurosci 10(8):2669-76. 

Cannicci S, Barelti C, Vannini MI. 2000 
Homing in the swimming crab Thalamita crenata: a mechanism based on underwater 
landmark memory.Anim Behav. 60(2):203-210. 

* . . , , C I A < *  :n,. ,LV.\LJG 
Carew TJ 2000. I .  .J; - ; , , I -  r - j&  : .,?i/sLiiyT 

Behavioral Neurobiology. Sunderland, Massachusetts: Sinauer Associates,%irc;::~'?rrr ?Lo ". w 3  . 

Carew TJ, Pinsker H, Kandel ER. 1972. 37?? ,h1k't P ~ I C J U L ? ~  
Long-term habituation of a defensive withdrawal reflex in Aplysia.Science 17M1-454  ; ?) A 

,SI" \ :La t!Ll>fll-lq 3 L L !  
Carew TJ, Walters ET, Kandel ER. 1981 

Classical conditioning in a simple withdrawal reflex h Aplysia @iforniW'- v . ~  b; -,: d7 , O odr -2  
J Neurosci. 1 (1 2): 1426-37211 vi.-* + . z-- - ,r-l~q .I,v: Q I , ~  S-O I~~ I IWS. .~CI  L~L-c~B? .  - .  

,. i a ,, I , I I a 1 . I I 2 r1:n1[i~<7j.:~(32 Qj 
Castellucci VF, Blumenfeld H, Goelet P, Kandel ER. 1989. big" 'I$ 

Inhibitor of protein synthesis blocks long-term behavioral sensi%zation in the so~are gr 
withdrawal reftex of Apiysia. J Neurobiol20: 1-9 .rs?! 

Castellucci VF, Kandel ER, Schwartz JH, Wilson FD, Naim AC, Greengard P. 1980 
IntraceUular injection of t he catalytic subunit of cyclic AMP-dependent protein kinase 
simulates facilitation of transmitter release underlying behavioral sensitization in Aplysia. . .>. . . ,-- , " W .  1 ..-a .# 

Proc Nafl Acad Sci U S A. 77(12):7492-6. . . 
.L. Cdd$ ' ' 7 3  03 ~ T ~ O T $ Z U I ~  

Casteltucci VF, Naim A, Greengard P, Sehwartz JH, Kandel ER. 1982 - ,,!, :,, r,,,rhAlrtn( 
Inhibitor of adenosine 3':s-monophosphate-dependent protein kina& blocks presynaptic 
facilitation in Apt'ysia. J Neurosci. 2(12):1673-81. 



Bibliografia 

Cedar H, Kandel ER, Schwartz JH. 1972 
Cyclic adenosine monophosphate in the nervous system of Aplysia californica. I. Increased 
synthesis in response to synaptic stimulation. J Gen Physiol. 60(5):558-69. 

Chain DG, Casadio A, Schacher S, Hegde AN, Valbrun M, Yamarnoto N, Goldberg AL, 
Bartsch D, Kandel ER, Schwartz JH. 1999 

Mechanisms for generating the autonomous CAMP-dependent protein kinase required for 
long-term facilitation in Aplysia. Neuron. 22(1):147-56. 

Chain DG, Hegde AN, Yamamoto N, Liu-Marsh B, Schwa- JH. 1995 
Persistent activation of CAMP-dependent protein kinase by regulated proteolysis suggests a 
neuron-specific function of the ubiquitin system in Aplysia. J Neurosci. 15(11):7592-603. 

Chang FF, Greenough WT. 1984. 
Transient and enduring morphological correlates of synaptic activity and efficacy change in 
the rat hippocampal slice. Brain Res 309:35-46. 

Chern Y. 2000 
Regulation of adenylyl cyclase in the central nervous system. Cell Signal. 12(4):195-204 

Chetkovich DM, Gray R, Johnston D, Sweatt JD. 1991 
N-methyl-D-aspartate receptor activation increases cAMP levels and voltage-gated ca2' 
channel activity in area CAI of hippocampus. Proc Natl Acad Sci U S A. 88(15):6467-71. 

Chew CS. 1985 
Parietal cell protein kinases. Selective activation of type I CAMP-dependent protein kinase 
by histamine. J Biol Chem. 260(12):7540-50. 

Cho-Chung YS, Clair T. 1993 
The regulatory subunit of CAMP-dependent protein kinase as a target for chemotherapy of 
cancer and other cellular dysfunctional-related diseases. Pharmacol Ther. 60(2):265-88. 

Choi EJ, Wong ST, Dittman AH, Storm DR. 1993 
Phorbol ester stimulation of the type I and type Ill adenylyl cyclases in whole cells. 
Biochemistry 2(8): 1 89 1 -4 

Clegg CH, Cadd GG, McKnight GS. 1988 
Genetic characterization of a brain-specific form of the type I regulatory subunit of CAMP- 
dependent protein kinase. Proc Natl Acad Sci U S A. 85(11):3703-7. 

Coliey PA, Sheu FS, Routtenberg A. 1989 
Dose-dependent phorbol ester facilitation or blockade of hippocampal long-term potentiation: 
relation to membrane/cytosol distribution of protein kinase C activity. 
Brain Res. 495(2):205-16. 

Connolly JB, Roberts IJ, Armstrong JD, Kaiser K, Forte M, Tully T, O'Kane CJ. 1996 
Associative learning disrupted by impaired Gs signaling in Drosophila mushroom bodies. 
Science. 274(5295):2104-7. 

Cooper DM, Mons N, Karpen JW. 1995 
Adenylyl cyclases and the interaction between calcium and cAMP signalling. 
Nature 374(6521):421-4 

Corbin JD, Soderling TR, Park CR. 1973 
Regulation of adenosine 3',5'-monophosphate-dependent protein kinase. I. Preliminary 
characterization of the adipose tissue enzyme in crude extracts. 
J Biol Chem.248(5): 1 81 3-21. 

Corbin JD, Keely SL, Park CR. 1975 
The distribution and dissociation of cyclic adenosine 3':5'-monophosphate-dependent protein 
kinases in adipose, cardiac, and other tissues. J Biol Chem. 250(1):218-25. 

Corfas G, Dudai Y. 1990 
Adaptation and fatigue of a mechanosensory neuron in wild-type Drosophila and in memory 
mutants. J Neurosci. 10(2):491-9. 



Fernando Locatelli 

Corkin S. 1984 
Lasting consequences of bilateral medial temporal lobectomy: Clinical course and 
experimental findings in H.M. Semin Neurol4: 249-459 

Crow T , Forrester J. 1990 
Inhibition of protein synthesis blocks long-term enhancement of generator potential 
produced by one-trial in vivo conditioning in Hermissenda. Proc Natl Acad Scie USA. 
87:4490-4494 

Crow T, Xue-Bian JJ, Siddiqi V, Kang Y, Neary JT. 1998 
Phosphorylation of mitogen-activated protein kinase by one-trial and multi-trial classical 
conditioning. J Neurosci. 1 8(9):3480-7. 

Cytrynska M, Wojda I, Frajnt M, Jakubowicz T. 1999 
PKA from Saccharomyces cerevisiae can be activated by cyclic AMP and cyclic GMP 
Can J Microbial. 45(1):31-7. 

Dale N, Kandel ER.1990 
Facilitatory and inhibitory transmitters modulate spontaneous transmitter release at cultured 
Aplysia sensorimotor synapses. J Physiol. 421 :203-22 

Davies HP, Squire LR 1984. 
Protein synthesis and memory: A review. Psycho/ Bull 9651 8-559. 

Davis RL. 1996 
Physiology and biochemistry of Drosophila learning mutants.Physiol Rev.76(2):299-317 

de Rooij J, Zwartkruis FJ, Verheijen MH, Cool RH, Nijman SM, Wittinghofer A, Bos JL. 
1998 

Epac is a Rap1 guanine-nucleotide-exchange factor directly activated by cyclic AMP. 
Nature. 396(6710):474-7. 

Delorenzi A, Pedreira M, Romano A, Garcia S, Pirola CJ, Nahmod VE, Maldonado H. 1996 
Angiotensin II enhances long-term memory in the crab Chasmagnathus. 
Brain Res Bull. 41 (4):211-20. 

Delorenzi A, Maldonado H. 1999 
Memory enhancement by the angiotensinergic system in the crab Chasmagnathus is 
mediated by endogenous angiotensin II: Neurosci Lett. 266(1):1-4. 

Delorenzi A, Dimant 6, Frenkel L, Nahmod VE, Nassel DR, Maldonado H 2000. 
High environmental salinity induces memory enhancement and increases levels of brain 
angiotensin-li ke peptides in the crab Chasmagnathus granulatus. 
J Exp Biol. 203 Pt 22:3369-79. 

Devay P, Pinter M, Yalcin AS, Friedrich P. 1986 
Altered autophosphorylation of adenosine 3',5'-phosphate-dependent protein kinase in the 
dunce memory mutant of Drosophila rnelanogaster. Neuroscience. 18(1):193-203. 

Dickinson A. 1980. 
Contemporary animal learning theory. Cambridge: Cambridge Univ Press 

DiFrancesco D, Tortora P. 1991 
Direct activation of cardiac pacemaker channels by intracellular cyclic AMP. 
Nafure 351 (6322): 145-7. 

Drain P, Folkers E, Quinn WG. 1991 
CAMP-dependent protein kinase and the disruption of learning in transgenic flies. 
Neuron. 6(1):71-82. 

Dubnau J, Grady L, Hitarnoto T, Tully T. 2001 
Disruption of neurotransmission in Drosophila mushroom body blocks retrieval but not 
acquisition of memory. Nature. 41 1 (6836):476-80. 

Dudai Y, Buxbaum J, Corfas G, Orgad S, Segal D, Sher B, Uuan A, Zvi S. 1986 
Defective CAMP metabolism and defective memory in Drosophila. 
Acta Biochim Biophys Hung. 2 1 (3) : 1 77-92. 



Bibliografia 

Dudai Y. 1997 
Time to remember. Neuron.l8(2):179-82. 

Dulin NO, Niu J, Browning DD, Ye RD, Voyno-Yasenetskaya T. 2001 
Cyclic AMP-independent activation of protein kinase A by vasoactive peptides. 
J Biol Chem. 276(24):20827-30. 

Duncan CP. 1949 
The retroactive effect of electroshock on 1earning.J Comp Physiol Psychol 42:32-44 

Dunn AJ. 1980 
Neurochemistry of learning and memory: An evaluation of recent data. 
Annu Rev Psychol. 31 :343-390. 

Dura JM, Taillebourg E, Preat T. 1995 
The Drosophila learning and memory gene linotte encodes a putative receptor tyrosine 
kinase homologous to the human RYK gene product. FEBS Leff. 370(3):250-4. 

Dwivedi Y, Rizavi HS, Pandey GN. 2002 
Differential effects of haloperidol and clozapine on [(3)H]cAMP binding, protein kinase A 
(PKA) activity, and mRNA and protein expression of selective regulatory and catalytic 
subunit isoforms of PKA in rat brain. J Pharmacol Exp Ther. 301(1):197-209. 

Eccles JC. 1953 
The neuropsychological basis of mind: The principles of neurophysiology. Oxford: Clarendon 
press 

Eccles JC. 1970 
Facing reality: philosophical adventures of a brain scientist. Berlin, Heidel berg, New York: 
Springer Verlag. pp 21 0 

Eccles JC. 1977 
La memoria consciente: Procesos cerebrales implicados en el almacenamiento y 
recuperacion. En (Popper K. & Eccles JC.) The self and its brain. Berlin, Heidelberg, New 
York: Springer Verlag. pp 424-455 

English JD, Sweatt JD. 1996 
Activation of p42 mitogen-activated protein kinase in hippocampat long term potentiation. 
J Biol Chem. 271 (40):24329-32. 

Erlichman J, Rosenfeld R, Rosen OM. 1974 
Phosphorylation of a cyclic adenosine 3':s-monophosphate-dependent protein kinase from 
bovine cardiac muscle. J Biol Chem. 249(15):5000-3. 

Esteban JA, Shi SH, Wilson C, Nuriya M, Huganir RL, Malinow R. 2003 
PKA phosphorylation of AMPA receptor subunits controls synaptic trafficking underlying 
plasticity. Naf Neurosci. 6(2):136-43. 

Farley J, Schuman E. 1991 
Protein kinase C inhibitors prevent induction and continued expression of cell memory in 
Herrnissenda type B photoreceptors. Proc Natl Acad Sci U S A. 88(5):2016-20. 

Faux MC, Scott JD. 1996 
Molecular glue: kinase anchoring and scaffold proteins. Cell, 85(1):9-12. 

Feany ME, Quinn WG. 1995 
A neuropeptide gene defined by the Drosophila memory mutant amnesiac. 
Science.;268(5212):869-73. 

Fiala A, Miiller U, Menzel R. 1999 
Reversible downregulation of protein kinase A during olfactory learning using antisense 
technique impairs long-term memory formation in the honeybee, Apis mellifera. 
J Neurosci. 19(22):10125-34. 

Flexner JB, Flexner LB, Stellar E. 1983 
Memory in mice is affected by intracerebral puromycin. Science 141 57-59 



Fernando Locatelli 

Foster JL, Guttman JJ, Hall LM, Rosen OM. 1984 
Drosophila CAMP-dependent protein kinase. J Biol Chem. 259(21):13049-55. 

Freeman FM, Rose SP, Scholey AB. 1995 
Two time windows of anisomycin-induced amnesia for passive avoidance training in the 
day-old chick. Neurobiol Learn Mem. 63(3):291-5. 

Frenkel L, Freudenthal R, Romano A, Nahmod VE, Maldonado H, Delorenzi A. 2002 
Angiotensin II and the transcription factor RelINF-kappaB link environmental water shortage 
with memory improvement. Neuroscier?ce. 1 15(4): 1079-87. 

Freudenthal R, Locatelli F, Hermitte G, Maldonado H, Lafourcade C, Delorenzi A, 
Romano A. 1998 

Kappa-B like DNA-binding activity is enhanced after spaced training that induces long-term 
memory in the crab Chasmagnathus. Neurosci Lett. 242(3):143-6. 

Freudenthal R, Romano A. 2000 
Participation of RellNF-kappaB transcription factors in long-term memory in the crab 
Chasrnagnathus. Brain Res. 855(2):274-81. 

Frey U, Huang W, Kandel ER. 1993 
Effects of CAMP simulate a late stage of LTP in hippocampal CAI neurons. 
Science. 260(5114): 1661 -4. 

Frey U, Morris RG. 1998 
Synaptic tagging: implications for late maintenance of hippocampal long-term potentiation. 
Trends Neurosci. 21 (5):181-8. 

Frieder 6, Allweis C. 1978 
Transient hypoxic-amnesia: evidence for a triphasic memory-consolidating mechanism with 
parallel processing. Behav BioL 22(2):178-89. 

Gereau RW 4th, Conn PJ. 1994 
A cyclic AMP-dependent form of associative synaptic plasticity induced by coactivation of 
beta-adrenergic receptors and metabotropic glutamate receptors in rat hippocampus. 
J Neurosci. 14(5 Pt 2):3310-8. 

Ghirardi M, Braha 0, Hochner B, Montarolo PG, Kandel ER, Dale N. 1992 
Roles of PKA and PKC in facilitation of evoked and spontaneous transmitter release at 
depressed and nondepressed synapses in Aplysia sensory neurons. Neuron. 9(3):479-89. 

Gibbs ME, Ng KT. 1977 
Counteractive effects of norepinephrine and amphetamine on quabain-induced amnesia. 
Pharmacol Biochem Behav 6(5):533-7. 

Gill GN, Garren LD. 1970 
A cyclic-3',5'-adenosine monophosphate dependent protein kinase from the adrenal cortex: 
comparison with a cyclic AMP binding protein.Biocl~em Biophys Res Commun, 39(3):335- 
43. 

Gilman AG 1995 
Nobel lecture. G proteins and regulation of adenylyl cyclase. Biosci Rep 1565-97 

Gjertsen BT, Mellgren G, Otten A, Maronde E, Genieser HG, Jastorff B, Vintermyr OK, 
McKnight GS, Doskeland SO. 1995 

Novel (Rp)-CAMPS analogs as tools for inhibition of CAMP-kinase in cell culture. Basal 
CAMP-kinase activity modulates interleukin-I beta action J Biol Chem. 270(35):20599-607. 

Glantz RM, Mclsaac A. 1998 
Two-channel polarization analyzer in the sustaining fiber-dimming fiber ensemble of crayfish 
visual system. J Neurophysiol. 80(5):2571-83. 

Glanzman DL, Mackey SL, Hawkins RD, Dyke AM, Lloyd PE, Kandel ER. 1989 
Depletion of serotonin in the nervous system of Aplysia reduces the behavioral 
enhancement of gill withdrawal as well as the heterosynaptic facilitation produced by tail 
shock. J Neurosci. 9(12):4200-13. 



Gleeson RA, Zubkoff PL 1977 
The determination of hemolymph volume in the blue crab Callimdis sapidus, utilizing 14 C- 
thiocvanate. C o m ~  Bi&m and PhvsioIA 56:411-413+ \t fit; -! 7 , .  :,,m!r1, ". 5 .;;q~ .!I Q Z i  ., 

,,:?. L.Pir,/iJ .~I.jL 

Godoy AM, Maldonado H. 1995 
Modulation of the escape response by [D-Ala21Met-enkephalifi in the criib Chas%a@dh(t5. 

Goelet P, CasteHucci VF, Schacher S, Kandel ER. 1986 
The long and the short of long-term memory - a molecular framework. Nature 322:419-422 

Gold PE, McGaugh JL. 1977 
Hormones and memory. Adv Biochem Psychophannacol17:127-43. 

Goldman-Rakic PS. 1992 
Working memory and the mind. Sci Am 267(3):110-7 

Golski S, Olds JL, Mishkin M, Olton DS, Alkon DL. 1995 
Protein kinase C in the hippocampus is altered by spatial but not cued discrimjnations: a 
component task analysis. Brain Res. 676(1):53-62. 

Goodwin SF, Del Vecchio M, Velinzon K, Hogel C, Russell SR, Tully T, Kaiser K. 1997 
Defective learning in mutants of the Drosophila gene for a regulatory subunit of cAMP- 
dependent protein kinase. J Neurosci. 1 7(22):8817-27. 

. , u  - 
Gottschalk W, Pouo-Miller LD, Figurov A, Lu B. 1998 .. 0 ,3 13 + $  I I f  

Presynaptic modulation of synaptic transmission and plasticity bybrain-derived neurotrophic 
factor in the developing hippocampus. J Neurosci. 18(17):6830-9. 

Grant SG, O'Dell TJ, Karl KA, Stein PL, Soriano P, Kandel ER. 1992 
Impaired long-term potentiation, spatial learning, and hippocarnpal development in fyn 
mutant mice. Science. 258(5090):1903-10 

Graves JD, Campbell JS, Krebs EG. 1995 
Protein serinehhreonine kinases of the MAPK cascade. Ann N Y Acad Sci 766:320-43. 

Grecksch G, Matthies H. 1980 
Two sensitive periods for the amnesic effect of anisomycin. Pharmml Biochem Behav. 
12(5):663-5. 

Greenberg SM, Castellucci VF, Bayley H, Schwa- JH. 1987 
A molecular mechanism for long-term sensitization in Aplysia. Nature. 329(6134):62-5. 

Greenwgh WT. 1984 , , I  - 
I l  ; --I e ; ,  ,< L-, I 

t 

Structural correlates of information storage in the rnamrnafian brain: A r e v i L  %kf" 
hypothesis. Trends in neurosci 7: 229-233. , I t s  . , 

Griffirth LC, VerseCis LM, Aitken KM, Kyriacou CP, Danho W, Greenspan RJ. 1W3 ' ' 

Inhibition of calciumfcalmodulin-de~ndent protein kinase in Drosophila disrupts behavioral 
plasticity. Neuron. 10(3):501-9. -..-- - . . .  . .. . . ,.-WSH 

Griinbaum L, Muller CI. 1991E' ' - - s i , , l ~ ~ ~ , , a  - , L a ,  , , I  .T1T.L, $ 7  .t , ,<; ,, ?:> .">jc: 

Induction of a specific olfactory memory leads to a long-lasting a&tvation of protein kinase 
C in the antenna1 lobe of the honeybee. J Neurosci. 18(11):4384-92. 

Guillou JL, Micheau J, Jaffard R. 1998 
The opposite effects of cysteamine on the acquisition of two different tasks in mice are 
associated with bidirectional testing-induced changes in hippocarnpal adenylyl cyclase 
activity. Behav Meumsci. 1 1 2(4):900-8. 

Guillou JL, Rose GM, Cooper DM. 1999 
Differential activation of adenylyl cyclases by spatial and pm@u~!  IepjiNI-, , . . 
J Nernsci. 19(14):6183-90. . - 

, i  ,, ,. ::?qaln I ,  . % '  - 7  ih. , [ *\ , ts 
. - -  - . J : I  



Gupta A. 1997. 
Evolutiorary trends in the central and mushroom bodies of the arthropod brain. A dilemma. 
En (Gupta ed) Arthropod brain. Ifs evolution dewbpmf, strucfwe and timdions. New 
York: Willey and sons 

Guzowski JF, McGaugh J L  1997 
Antisense oligodeoxynucleotidsmediated disruption of hippocampal CAMP. response 
element binding protein levels impairs consolidation of memory for water maze training. 
Proc Nafi Acad Sci U S A. 94(6):2693-8. 

Hamm HE, Gilchrist A. 1996 
Heterotrimeric G proteins. Cum Opin Cell Biol. 8(2): 18496 

Hammer M, Menzel R. 1995 a 
Dissection of memory formation: from behavioral pharmacology to molecular genetics. 
Trends Neurosci. 18(5):212-8. 

Hammer M, Menzel R. 1995 b 
Learning and memory in the honeybee. J Newosci. lS(3 Pt 1):1617-30. 

Han JD, Baker NE, Rubin CS. 1997 
Molecular characterization of a novel A kinase anchor protein from Drosoptub 
meianopsfer. J Jiol Chem. 272(42):26611-9. 

Hanstrom B 1947. 
The brain, the sense organs and the inmtory organs of the head in the crustacea 
malacostraca. Acta Univ Lund A& 2NF 43:l-44 

Hawkins RD, Abrams TW, Carew TJ, Kandel ER. 1983 
A cellular mechanism of classical conditioning in Apfysia: activity-dependent ampliicati& of 
presynaptic facilitation. Science. 21 9(4583):400-5. 

Hebb DO. 1949. 
The organization of behavior. New York: Wiliey 

Hegde AN, Goldberg AL, Schwartz JH. 1993 
Regulatory subunits of CAMP-dependent protein kinases are degraded after conjugation to 
ubiquitin: a molecular mechanism underlying long-term synaptic plasticity. 
Proc Nafl Acad Sci U S A. 90(16):7436-40. 

Hegde AN, lnokuchi K, Pei W, Casadio A, Ghirardi M, Chain DG, Martin KC, Kandel ER, 
Schwartz JH. 1997 -r 

Ubiquitin Gterminat hydrolase is an immediate-early gene essential for long-term facil~abbn 
in Aplysia. Cell. 89(1):11526. 

Hermitte G, Pedreira ME, Tomsic D, Maldonado H. 1999 , :+ 

Context shift and protein synthesis inhibition disrupt long-term habituation after spaced, but 
not massed, training in the crab Chasrnagrtafhus. Newobi01 Leam 1Wem. 71(1):34+9. 

- \ 

Hiidebrandt H, Muller U.1995a 
PKA activity in the antenna1 lobe of honeybees is regulated by d h e r n o s e ~ ~ ~ s t i ~ n u ~ ~ o n  in 
vivo. Brain Res. 679(2):281-8. I) _ 

Hildebrandt H, Mulfer U. 1995b 
Octopamine mediates rapid stimulation of protein kinase A in 'the an imal  \ o k  of 
honeybees. J Neurobiol. 27(1):44-50. 

Hoeger U, Florey E. 1989 
catecholamine degradation in the hemolimph in the chinese crab, ~n'&er Sininsis. 
Comp Bi&em Physiol C 92:323-327 . . 

Hofmarrn F, Bechtel PJ, Krebs EG. 1977 $. 

Concentrations of cyclic AMP-dependent protein kinase subunits in GarioLiS tissues. 
J Biol Chem, 25;252(4):1441-7. 

4 
3 



Hoover F, Kalhovde JM, Dahle MK, Skalhegg B, Tasken K, Lomo T. 2002 
Electrical muscle activity pattern and transcriptional and posttranscriptional mechanisms 
regulate PKA subunit expression in rat skeletal muscle. Mol Celf Neurosci. 19(2):125-37. 

Hopkins WF, Johnston D. 1988 
Noradrenergic enhancement of long-term potentiation at mossy fiber synapses in the 
hippocampus. J Neurophysiol. 59(2):667-87. 

Houge G, Vintermyr OK, Doskeland SO. 1990 
The expression of CAMP-dependent protein kinase subunits in primary rat hepatocyte 
cultures. Cyclic AMP down-regulates its own effector system by decreasing the amount of 
catalytic subunit and increasing the mRNAs for the inhibitory (R) subunits of CAMP- 
dependent protein kinase. Mol Endocrinol. 4(3):481-8. 

Hu Y, Barzilai A, Chen M, Bailey CH, Kandel ER. 1993 
5-HT and CAMP induce the formation of coated pits and vesicles and increase the 
expression of clathrin light chain in sensory neurons of Aplysia. Neuron. 10(5):921-9. 

Huang W, Kandel ER, Varshavsky L, Brandon EP, Qi M, ldzerda RL, NlcKnight GS, 
Bourtchouladze R. 1995 

A genetic test of the effects of mutations in PKA on mossy fiber LTP and its relation to 
spatial and contextual learning. Cell. 83(7):1211-22. 

Huang W, Kandel ER. 1994 
Recruitment of long-lasting and protein kinase A-dependent long-term potentiation in the 
CAI region of hippocampus requires repeated tetanization. Learn Mem. 1 (1):74-82. 

Huang W, Kandel ER. 1995 
D11D5 receptor agonists induce a protein synthesis-dependent late potentiation in the CAI 
region of the hippocampus. Proc Natl Acad Sci U S A. 92(7):2446-50. 

Huang W, Durick K, Weiner JA, Chun J, Taylor SS. 1997 
Identification of a novel protein kinase A anchoring protein that binds both type I and type I1 
regulatory subunits. J Biol Chem. 272(12):8057-64. 

lgaz LM, Vianna MR, Medina JH, lzquierdo 1.2002 
Two time periods of hippocampal mRNA synthesis are required for memory consolidation of 
fear-motivated learning. J Neurosci. 22(15):6781-9. 

lnoue H, Yoshioka T. 1997 
Purification of a regulatory subunit of type II CAMP-dependent protein kinase from 
Drosophila heads. Biochem Biophys Res Commun. 235(1) :223-6. 

lshikawa El tshikawa S, Davis JW, Sutherland EW. 1969 
Determination of guanosine 3',5'-monophosphate in tissues and of guanyl cyclase in rat 
intestine. J Biol Chem. 244(23):6371-6. cap 6 

tzquierdo I, Barros DM, Mello e Souza T, de Souza MM, lzquierdo LA, Medina JH. 1998 
Mechanisms for memory types differ. Nature 393(6686):635-6 

Jacobowitz 0, Chen J, Premont RT, lyengar R. 1993 
Stimulation of specific types of Gs-stimulated adenylyl cyclases by phorbol ester treatment. 
J Biol Chem. 268(6):3829-32. 

Jahnsen T, Lohmann SM, Walter U, Hedin L, Richards JS. 1985 
Purification and characterization of hormone-regulated isoforms of the regulatory subunit of 
type II CAMP-dependent protein kinase from rat ovaries. J Biol Chem. 260(29):15980-7. 

Jahnsen T, Hedin L, Kidd VJ, Beattie WG, Lohmann SM, Walter U, Durica J, Schulz TZ, 
Schiltz El Browner M, et at. 1986 

Molecular cloning, cDNA structure, and regulation of the regulatory subunit of type II CAMP- 
dependent protein kinase from rat ovarian granulosa cells. J Biol Chem. 261 (26):12352-61. 

James W, 1890. 
Principles of psychology. New York: Holt 



Fernando Locatelli 

Kaang BK, Kandel ER, Grant SG. 1983 
Activation of CAMP-responsive genes by stimuli that produce long-term facilitation in Aplysia 
sensory neurons. Neuron. 10(3):427-35. 

Kalderon D, Rubin GM. 1988 
Isolation and characterization of Drosophila CAMP-dependent protein kinase genes. 
Genes Dev. 2(12A):1539-56. 

Kamemoto F 1991. 
Neuroendocrinology of osmoregulation in crabs Zoological science 8:827-833 

Kandel ER, Schwartz JH. 1982 
Molecular biology of learning: modulation of transmitter release.Science. 218(4571):433-43. 

Kawasaki H, Springett GM, Mochizuki N, Toki S, Nakaya M, Matsuda M, Housman DE, 
Graybiel AM. 1998 

A family of CAMP-binding proteins that directly activate Rapl. Science. 282(5397):2275-9. 

Kemp BE, Graves DJ, Benjamini E, Krebs EG. 1977 
Role of multiple basic residues in determining the substrate specificity of cyclic AMP- 
dependent protein kinase. J Biol Chem. 252(14):4888-94. 

Kennedy TE, Kuhl D, Barzilai A, Sweatt JD, Kandel ER. 1992 
Long-term sensitization training in Aplysia leads to an increase in calreticulin, a major 
presynaptic calcium-binding protein. Neuron. 9(6):1013-24. 

Klann E, Chen SJ, Sweatt JD. 1991 
Persistent protein kinase activation in the maintenance phase of long-term potentiation. 
J Biol Chem 266(36):24253-6 

Klein M, Kandel ER. 1980 
Mechanism of calcium current modulation underlying presynaptic facilitation and behavioral 
sensitization in Aplysia. Proc Natl Acad Sci U S A. 77(11):6912-6. 

Knutsen HK, Tasken K, Eskild W, Richards JS, Kurten RC, Torjesen PA, Jahnsen T, 
Hansson V, Guerin S, Tasken KA. 1997 

Characterization of the 5-flanking region of the gene for the CAMP-inducible protein kinase 
A subunit, Rllbeta, in Sertoli cells. Mol Cell Endocrinol. 129(1):101-14. 

Knutsen HK, Tasken KA, Eskild W, Jahnsen T, Hansson V. 1991 
Adenosine 3',5'-monophosphate-dependent stabilization of messenger ribonucleic acids 
(mRNAs) for protein kinase-A (PKA) subunits in rat Sertoli cells: rapid degradation of 
mRNAs for PKA subunits is dependent on ongoing RNA and protein synthesis. 
Endocrinology. 129(5):2496-502. 

Konorski J. 1948. 
Conditioned reflexes and neuron organization. Cambridge England: Cambridge univ press 

Krasne FB. 1978 
Extrinsic control of intrinsic neuronal plasticity: an hypothesis from work on simple systems. 
Brain Res 140(2): 197-21 6. 

Kuhl D, Kennedy TE, Barzilai A, Kandei ER. 1992 
Long-term sensitization training in Aplysia leads to an increase in the expression of BiP, the 
major protein chaperon of the ER. J Cell Biol. 11 9(5):1069-76. 

Kumon A, Yamamura H, Nishizuka Y. 1970 
Mode of action of adenosine 3',5'-cyclic phosphate on protein kinase from rat liver 
Biochem Biophys Res Commun. 41 (5): 1290-7. 

Kuo JF, Greengard P. 1969 
Cyclic nucleotide-dependent protein kinases. IV. Widespread occurrence of adenosine 3',5'- 
monophosphate-dependent protein kinase in various tissues and phyla of the animal 
kingdom. Proc Natl Acad Sci U S A. 64(4):1349-55. 



Bibliografia 

Langan TA. 1968 
Histone phosphorylation: stimulation by adenosine 3'3-monophosphate. 
Science 162(853):579-80. 

Lashley KS. 1950 
In search of the engram Symposia of the society for experimental biology 4: 454-482 

Lauder JM. 1993 
Neurotransmitters as growth regulatory signals: role of receptors and second messengers. 
Trends Neurosci. 6(6):233-40 

Lee K, Schottler F, Oliver M, Lynch GS. 1980 
Brief bursts of high-frequency stimulation produce two types of structural change in rat 
hippocampus. J Neurophysiol 44:247-258. 

Lee DC, Carmichael DF, Krebs EG, McKnight GS. 1983 
Isolation of a cDNA clone for the type I regulatory subunit of bovine CAMP-dependent 
protein kinase. Proc Natl Acad Sci U S A. 80(12):3608-12. 

Levy FO, Ree AH, Eikvar L, Govindan MV, Jahnsen T, Hansson V. 1989 
Glucocorticoid receptors and glucocorticoid effects in rat Sertoli cells. 
Endocrinology. 1 24(1):430-6. 

Lin AH, Onyike CU, Abrams TW. 1998 
Sequence-dependent interactions between transient calcium and transmitter stimuli in 
activation of mammalian brain adenylyl cyclase. Brain Res 800:300-307 

Linnarsson S, Bjorklund A, Emfors P. 1997 
Learning deficit in BDNF mutant mice. Eur J Neurosci. 9(12):2581-7 

Lisman J. 1994 
The CaM kinase I1 hypothesis for the storage of synaptic memory. 
Trends Neurosci. 1 7(10):406-12. 

Liu JP. 1996 
Protein kinase C and its substrates. Mol Cell EndocrinoI116(1):1-29. 

Livingstone MS, Sziber PP, Quinn WG. 1984 
Loss of calcium/calmodulin responsiveness in adenylate cyclase of rutabaga, a Drosophila 
learning mutant. Cell 37(1):205-15. 

Lopez-Salon M, Alonso M, Vianna MR, Viola H, Mello e Souza T, lzquierdo I, Pasquini 
JM, Medina JH. 2001 

The ubiquitin-proteasome cascade is required for mammalian long-term memory formation. 
Eur J Neurosci. 14(11):1820-6. 

Lozada M, Romano A, Maldonado H. 1990 
Long-term habituation to a danger stimulus in the crab Chasmagnathus granulatus. 
Physiol Behav. 47(1):35-41. 

Lu YM, Roder JC, Davidow J, Salter MW. 1998 
Src activation in the induction of long-term potentiation in CAI hippocampal neurons. 
Science. 279(5355):1363-7. 

Lugaro E. 1900 
I recenti progressi dell' anatomia del sistema nervoso in rapport0 alla psicologia ed alla 
psichiatria. Riv Sper Freniatr Med Leg Alienazione ment 26331 -894 

Mackintosh NJ. 1975 
Theory of attention. Variations in the associability of stimulus with reinforcement. 
Psycho1 Rev 82:276-298. 

Maldonado H, Romano A, Lozada M. 1989 
Opioid action on response level to a danger stimulus in the crab (Chasmagnathus 
granulatus). Behav Neurosci. 103(5):1139-43. 



Y:. . 
I 

Fernando Locatelli 

Maidonado H, Romano A, Tomsic D. 1997 
Long-term habituation (LTH) in the crab Chasmagnathus: a model for behavioral and 
mechanistic studies of memory. Braz J Med Biol Res.30(7):813-26. 

Malenka RC. 1994 
Synaptic plasticity in the hippocampus: LTP and LTD. Cell 78(4):535-8 

Mane SD, Darvilie RG, Sauer JR, Essenberg RC 1985 
Cyclic AMP dependent protein kinase from salivary glands of the tick, Amblyomma 
arnericanum. Insect Biochem 15:777-787 

Martin KC, Michael D, Rose JC, Barad M, Casadio A, Zhu H, Kandel ER. 1997 
MAP kinase translocates into the nucleus of the pres na tic cell and is required for long- 

i,Qidl"l#:t: term facilitation in Aplysia. Neuron. 18(6):899-912. 
-.,c .DL ,-TEc . 

Matthies H, Reymann KG. 1993 
-. . . - I - b $  -. 

Protein kinase A inhibitors prevent the maintenance of hippocampal long-term potentiation. 
Neuroreport. 4(6):712-4. 

McGaugh JL. 1966 
Time-dependent processes in memory storage. Science. 153(742):1351-8. 

McGaugh JL. 1983 
Hormonal influences on memory. Annu Rev Psychol34:297-323. 

McGaugh JL. 1999 
The perseveration-consolidation hypothesis: Muelter and Pilzecker, 1900. 
Brain Res Bull. 50(5-6):445-6. , . 56er.-r- ~' 

Menzel R. 1999. - 1  I 1 ->, *3 c ,:, l- 

Memory Dynamics in the honeybee. J Comp Physiol A 185323-340 

Menzel R, Durst C, Erber J, Eichmuller 5, Hammer M, Hildebrandt H, Mauelshagen J, 
Muller U, Rosenboom H, Rybak J, Schafer S, Scheidler A 1994. 

The mushroom bodies in the honeybee: from molecules to behaviour. En (Schilderberg K, 
Elsner N eds) Neural basis of behavioural adaptations. Fortschritte der Z oologie Stagart: 
Gustav Fischer Vetlag, Band1 Vol39 pp 81-103 

Menzel R, Muller U. 2001 
Neurobiology. Learning from a fly's memory. Nature. 41 1 (6836):433-4. 

Menzel R. 2001 
Searching for the memory trace in a mini-brain, the honeybee. Learn Mem. 8(2):53-62. 

Merlo E, Freudenthal R, Romano A. 2002 
The IkappaB kinase inhibitor sulfasalazine impairs long-term memory in the crab 
Chasmagnathus. Neuroscience 1 12(1):161-72. 

Michael D, Martin KC, Seger R, Ning MM, Baston R, Kandel ER. 1998 
Repeated pulses of serotonin required for long-term facilitation activate mitogen-activated 
protein kinase in sensory neurons of Aplysia. Proc Natl Acad Sci U S A. 95(4):1864-9. 

Micheau J, Riedel G. 1999 . _ #  , 8 

Protein kinases: which one is the memory rT~olecule? Cell Mol Life Sci, 55(4):534-48. 

Muller GE. & Pilzecker A. 1900 
Experimentelle Beitrage zur Lehre vom Gedachtniss. Zejtschfift fur Psycologie 1:l-288 

Muller U, Carew TJ. 1998 
Serotonin induces temporally and mechanistically distinct phases of persistent PKA activity 
in Aplysia sensory neurong ,N~uron. 21 (6): 1423-34. ., >,fVI,. 1 . T  

Muller U. 1997 
Neuronal CAMP-dependent protein kinase type I1 is concentrated in mushroom bodies of 
Drosophila melanogaster and the honey bee Apis mellifera. J Neurobiol. 33(1) :33-44. - , -- --  , , ,  . I ]  lu - ~ b - ~ ~ r r  / 



Miiller U. 2000 
Prolonged activation of cAMP-dependent protein kinase during conditioning induces tong- 
term memory in honeybees. Neuron. 27(1):159-68. 

Miiller U, Spatz HC 1989 
ca2+-dependent proteolytic modification of the CAMP-dependent protein kinase in 
Drosophila wild-type and dunce memory mutants J Newogenef 6: 951 14 

Nalbach HO 1990 
Visually elicited escape in crabs. En: Frontiers in c~ustacean nemrobhkgyY Bassel: 
Birkhauser Werlag pp165-171 

Nader K, Sehafe GE, Le Doux JE. 2000 
Fear memories require protein synthesis in the amygdala for recondidation after retrieval. 
Nature. 406(6797):722-6. 

Nakamura T, Gold GH. 1987 
A cydic nucleotide-gated conductance in olfactory receptor cilia. Nature. 325(6103):442-4. 

NIssel DR, Elosfsson R. 1987. 
Comparative anatomy of the crustacean brain. En (Gupta A ed) Arthropod brain- Its 
evolutionl developmentl structure and funcfions New York: Wiiiey and Sons 

Nesterova M, Cho-Chung YS.1995 
A single-injection protein kinase A-directed antisense treatment to inhibit tumour growth. 
Nat Med. Jun;l(6):52&33. 

Nesterova M, Cho-Chung YS. 2000 
Oligonudeotiie sequence-specific inhibition of gene expression, tumor growth inhibition, 
and modulation of CAMP signaling by an RNA-DNA hybrid antisense tal'geted to protein 
kinase A Rlalpha subunit. Antisense Nucieic Acid Drug Dev. 10(6):423-33. 

Nesterova M, Noguchi K, Park YG, Lee YN, Cho-Chung YS. 2000 
Compensatory stabilization of Rlbeta protein, &I cycle deregutation, and growth arrest in 
colon and prostate carcinoma cells by antisense-directed down-regulation of protein kinase 
A Rlatpha protein. Clin Cancw Res. 6(9):3434-41. 

Nguyen PV, Kandel ER. 1996 
A macromolecular synthesis-dependent late phase of long-term potediation requiring CAMP 
in the medial perforan1 pathway of rat hippocampal slices. J Neurosci. 16(10):3189-98 

Nishimoto RT, Hemkind WF. 1978 
Directional orientacion in blue crabs, Caffinecfis sapidus Rathbum: Escape responses and 
influence of wave direction. J Exp Mar Biol Ecol33:93-112 

Nowak I, Seipel K, Schwarz M, Jans DA, Hemmings BA. 1987 
Isolation of a cDNA and characterization of the 5' flanking region of the gene encoding the 
type I regulatory subunit of the cAMP-dependent protein kinase. 
Eur J Biochem. 167(1):27-33. 

O'Dell TJ, Kandel ER, Grant SG. 1991 
Long-term potentiation in the hippocampus is blocked by tyrosine kinase inhibitors. 
Nature 353(6344):558-60. 

Otten AD, McKnight GS. 1989 
Overexpression of the type 11 regulatory subunit of the CAMP-dependent protein kinase 
eliminates the type I holoenzyme in mouse cells. J Bhl  Chem. 264(34):20255-60. 

Otten AD, Parenteau LA, Doskeland S, McKnigM GS. 1991 
Hormonal activation of gene transcription in ras-transformed NIH3T3 cells overexpressing 
RII alpha and RII beta subunits of the CAMP-dependent protein kinase. 
J Biol Chem. 266(34):23074-82. 

Oyen 0, Myklebust F, Scott JD, Hansson V, Jahnsen T. 1989 
Human testis cDNA for the regulatory subunit RII alpha of CAMP-dependent protein kinase 
encodes an alternate amino-terminal region. FEBS Lett. 246(1-2):57-64. 



Fernando Locatelli I 

Oyen 0, Sandberg M, Eskild W, Levy F,Knutsen G, Beebe S,Hanssan V, Jahnsen T. 1988 
Differenthi regulation of messenger ribonucleic acids for specific subunits of cyclic 
adenosine 3,s-monophosphate (CAMP)-dependent protein kinase by cAMP in rat Sertoli 
cells. End&oIogy. 122(6):2658-66. 

Palaszolo M, Katz F, Kennedy TE, Schwartz JH. 19M 
Multiple CAMP-binding proteins in Aplysia tissues- J Neurobiol. 20(8):746-61. 

Palmer WK, McPherson JM, Walsh DA. 1980 
CMmI controls in the evaluation of CAMP-dependent protein kinase activity ratios as 
indices of hormonal action. J Biol Chem. 255(7):2663-6. 

Panchal RG, Cheley S, Bayley H. 1994 
Differential phosphorylation of neuronal substrates by catalytic subunits of Aplysia CAMP- 
dependent protein kinase with alternative N termini. J Biol Chem. 269(38):23722-30. 

Pawson T, Scott JD. 1997 
Signaling through scaffold, anchoring, and adaptor proteins. Science. 278(5346):2075-80. 

Pearse JM, Hall G. 1980. 
A modei for pavfovian conditioning: variations in the effectiveness of conditioned but not 
unconditioned stimulus Psych01 Rev. 87, 532-552 

Pedarzani P, Storm JF. 1995 
Protein kinase A-independent modulation of ion channels in the brain by cyclic AMP. 
Proc Natl Acad Sci U S A. 92(25): 1 I 71 6-20. 

Pedreira ME, Dimant B, Maidonado H. 1996 
Inhibitors of protein and RNA synthesis block context memory and long-term habituation in 
the crab C h a s m g n a f h u s . P h ~ 1  Bbchern i3ehw. 54(3):611-7. 

Pedreira ME, Perez-Cuesta LM, Maldonado H. 2002 
Reactivation and reconsolidation of long-term memory in the crab Chasmagnathus: protein 
synthesis requirement and mediation by NMDA-type gbtamatergic receptors. 
J Mewosci. 231 8):8305-11. 

Pedreira ME, Romano A, Tomsic D, Lozada M, Maldonado H. 1997 
Massed and spaced training build up different components of long-term habi i t ion in the 
crab Chasmagnafus, Animal learning and behavior 26(1):34-45 

Peeke HVS, Veno A 1976. 
Response independent habituation of territorial agression in the three-spined stickleback 
(Gasterosteus acuelatus). Zeifschrift fur tierpsychologie 440:53-58 

Pereyra P, De La lglesia HO, Maldonado H. 1996 
Training-to-testing intervals different from 24 h impair habjtuation in the crab 
Chsmagnathus. Physioi Behav. 59(1): 1 9-25. 

Pereyra P, Gonzalez Portino E, Matdonado H. 2000 
Long-lasting and context-specific freezing preference is acquired after spaced repeated 
presentations of a danger stimulus in the crab Chasmagnafhus. 
Neurobiol Learn Mem. 74(2): 1 1834. 

Qi M, Zhuo M, Skalhegg BS, Brandon EP, Kandel ER, McKnigM GS, ldzerda RL. 1996 
Impaired hippocampal plasticity in mice lacking the Cbetal catalytic subunit of CAMP- 
dependent protein kinase Proc Na# Acad Sci U S A. 93(4):1571-6. 

Ramon y Cajal S. 1894 
La fine structure des centres nerveux. Proc R Soc Lond (BioI) 55:446468 

Rangel-Aldao R, Rosen OM. 1976 
Dissociation and reassociation of the phosphoiylated and nonpho~phor~lated forms of 
adenosine 3':s -monophosphate-dependent protein kinase from bovine cardiac muscle. J 
Biol Chem. 251 (1 1):3375-80. 



Rangel-Aldao R, Rosen OM. 
Effect of CAMP and ATP on the reassociation of phosphorylated and nonphosphorylated 
subunits of the CAMP-dependent protein kinase from bovine cardiac muscle. 1977 J Bioi 
Chem. 252(20):7140-5 

Reimann EM, Walsh DA, Krebs EG. 1971 
Purification and properties of rabbit skeletal muscle adenosine 3'3-monophosphate 
dependent protein kinases. J Biol Chem. 246(7):1986-95 

Rescorla DA, Holland PC. 1976 
Some behavioral approaches to the study of learning. En: (M R. Rosenzweig & E. L. Bennet 
eds) Neural mechanisms of learning and memory. Cambridge MIT press. pag 185-189 

Rescorla DA, Wagner AR. 1972 
En classical conditioning 11: current research and theory (Blak AH & Prokasky, WF eds) New 
York:Appleton century Crofts pag 64-99 

Rescorla DA. 1988 
Pavlovian conditioning: It is not what you think it is. American Psycokgisf 43:151-160 

Richards JS, Rotfes Al. 1980 
Hormonal regulation of cyclic AMP binding to specific receptor proteins in rat ovarian 
follicles. Characterization by photoaffinity labeling. J Biol Chem. 255(11):5481-9. 

Roberson ED, English JD, Adarns JP, Sekher JC, Kondratick C, Sweatt JD. 1999 
The mitogen-activated protein kinase cascade couples PKA and PKC to CAMP response 
element binding protein phosphorylation in area CAI of hippocampus. 
J Neurosci. 19(11):4337-48. 

Roberson ED, English JD, Sweatt JD. 1996 
A biochemist's view of long-term potentiation. Learn Mem 3(1):1-24 

Roberson ED, Sweatt JD. 1996 
Transient activation of cyclic AMPdependent protein kinase during hippocampal long-term 
potentiation. J Biol Chem. 271 (48):30436-41. 

Romano A, Delorenzi A, Pedreira ME, Tomsic D, Maldonado H. 1996a 
Acute administration of a permeant analog of CAMP and a phosphodiesterase inhibitor 
improve long-term habituation in the crab Chasmagnathus. 
Behav Brain Res. 75(1-2): 1 1 9-25. 

Romano A, Locatelli F, Delorenzi A, Pedreira ME, Maldonado H. 1996b 
Effects of activation and inhibition of CAMPdependent protein kinase on long-term 
habituation in the crab Chasmagnafhus. main Res. 735(1):131-40. 

Romano A, Lozada M, Maldonado H. 1990 
Effect of naioxone pretreatment on habituation in the crab Chasmmathus granuIafus. 
Behav Newal Bid. 53(1 ) : I  1 3-22. 

Rosenblum K, Schul R, Meiri N, Hadari YR, Zick Y, Dudai Y. 1995 
Modulation of protein tyrosine phosphorylation in rat insular cortex after conditioned taste 
aversion training. Proc Nati Acad Sci U S A. 92(4):1157-61. 

Rosenzweig MR, Bennett EL. 1978 
Experimental influences on brain anatomy and brain chemistry in rodents. En: Sfudies on 
the development of behavior and the nervous sysfem, vol 4 (G. Gottlieb ed). New York 
Academic Press, pag 289-327. 

Roskoski R Jr. 1983 
Assays of protein kinase. Mefhods Enzymol. 99:3-6. 

Russell WR 1971. 
The traumafic amnesias. New York: Oxford Uni Press 

Russell WR, Nathan TW. 1946 
Traumatic amnesia. Brain 69: 183-1 87 



Fernando Locatelli 

Sacktor TC, Osten P, Valsamis H, Jiang X,  Naik MU, Sublette E. 1993 *''OR ,R r ~ ~ M & l w t i R  
Persistent activation of the zeta i s o f m  of protein kinase C in the maintenance of long-ten$ 
potentiation. Roc NafS Acad Sci U S A. 90(18):8342-6. 

Sandberg M, Tasken K, Oyen 0, Hansson V, Jahnsen T. 1987 
Molecular cloning, cDNA structure and deduced amino acid sequence for a type I regulatory 
subunit of cAMP-dependent protein kinase from human testis. 
Biochem Biophys Res Commun. 149(3):939-45. 4 .rn%r13 - ' ' . . I .. : ),sta14 V:L. ;: 

Sandeman DC 1982 - .  3: :.,I.::ld! a@ &oszsg 
Organization of central nervous system. En (Sandeman, Atwood ed) The bdolog-y of if$ 
crustacea Vot IV. Academic press ppl-31 

Sandeman DC, Sandeman RE, Derby C, Schmidt M 1992 
Morphology of the brain, Crayfish, Crabs and Spiny lobsters: A common nomenclature for 
homotogous structures Biol Bull 183:304-326 7 

Sandeman DC, Scholtz G, Sandeman RE 1993 $ 4 ~  l .AC~ Aio~%);1 
Brain evolution in decapod mgacea J Exp Zoo/ 265:112-133 1'. I , ~ C 3 : ~ " f l ~ ~  fh6jdfi! deft 

Sandeman DC. 1967 if - ,  . id', 13 21. >hart3jH 

The vascular circulation in the brain, optic lobes and thoracic ganglia of the crab  arci in@^' 
Proc R Soc Lond B BEol Sci. 168(10):82-90 F?i?!ot 

Sara SJ. 20009. . 
, . I '* .>)- ri+A~!&. ,CL . '  T L <  ' 2  ::I' ti!- : ~$1.3 ,:)J I I C W O R  

Retrieval and reconsolidation: t a neurobiology of remembering. :t: . r d : 3 ~ - ~ 1 ~ ~ ~ ~ ~ i i ~  ed7 

Learn Mem. 7(2):73-84 =$, , : 1t.i; >(.~t~!:d ~ 5 1 ~  
= V 2 I 1 '12 ' .,z4 ,~br+'~f { 

Scholey AB, Rose SP, Zamani MR, Bock E, Schachner M. 1993 ' 

A role for the neural cell adhesion molecule in a late, consolidating phase of glyc'oprdeiwn 
synthesis six hours following passive avoidance training of the young chick. 
Neuroscience. 55(2):499-509. 

i?c ':3cwC3 r;r~7&..3:? - Schramm M, Selinger Z. 1984 , . , , , , , I  I,-.I~I, .I,- ,L t. lgi~i. l~;~ 

Message transmission: receptbr controlled adenylate cyclase system, , : . , L ., 'J~$.I I ;~s~o~ i 
Science. 225(4668): 1 350-6. . -. - -  - 

I .  : 7 .:A J! -SFK;T ,Z?d 0 , ; T:~:)*I-C:!S~ .n ,f1m09 
Schulman H. 1995 c- IF - - ,  . , ,I , I r I Jusk 

Protein phosphorylation in neuron4 r e ~ ~ i a  , ,, - I ;* L .  -p,,lf ?.rJmurnr 
Cuff Opin Neurobiol. 5(3):375-81. L *,+. c:i,-r - ?as e , b ~ ~ ! e  

Schulz S, Siemer H, Krug M, H O ~ ~ ' V ; ~  1999 2 . --.r--c 5 . . . . -: - fi :is 4- ! n '"0m6fi 
Direct evidence for biphasic CAMP responsive element-binding protei~Qhosphory1atio~ 
during long-term potentiation in the rat dentate gyms in viv0.J. Neuroscj. 19(13):5683-92. ire 

Schumacher H, Muiler D, Mukhopadhyay AK. 1992 
Stimulation of testosterone production by atrial natriu~etic peptide in isolated mouse Leydig 
cells results from a promiscuous activation of cyclic AMP-dependent protein kinas by cyclic 
GMP. Mol Cell Endocrho/. 90(1):47-52. 

Schwartz DA, Rubin CS. 1983 
Regulation of cAMPdependent protein kinase subunit levefs in Friend eiythroteukemic 
cells. Effects of differentiation and treatment with 8-Br-CAMP and methylisobutyl xanthine. 
J Biol Chem. 258(2):777-84. 

Schwartz JH, Greenberg SM. 1987 
Motecular mechanisms for memory: second-messenger induced modifications of protein 
kinases in nerve cells. Annu Rev Neurosci. 10:459-76. 

Scott JD, McCartney S. 1994 
Localization of A-kinase through anchoring proteins. Mol Endomi 8(1):5-11. 

Scott JD, Glaccum MB, Zoiler MJ, Uhler MD, Helfmao DM, McKnight GS, Krebs EG. 1987 
The molecular cloning of a type H regulatory subunit of the CAMP-dependent protein kinase 
from rat skeletal muscle and mouse brain. Proc Natl Acad Sci U S A. 84(15):5192-6. 

JC; I --' v ; )LS . Z C W L I ~  b ~ l i ~ l l 4 ~ ~ ~ t 1  



Scovilte WB, Milner B. 1957 
Loss of recent memory after bilateral lkippmampal lesions. 
J New01 Neurosurg Psychatry 2O:ll-21 

Sedman G, O'Dowd B, Rickard N, Gibbs ME, Ng KT. 1991 
Brain metabolic activity associated with long-term memory consolidation- 
Mol Neurobiol5(2-4):351-4. 

Selcher JC, Atkins CM, Trzaskos JM, Paylor R, Sweatt JD. 1999 
A necessity for MAP kinase activation in mammalian spatial learning. 
Learn Mem. 6(5):478-90. 

Serrano PA, Beniston DS, Oxonian M, Rodriguez WR, RosenMleig MR, Bennett EL. 1994 
Differential effects of protein kinase inhibitors and activators on memory formation in the 2- 
day-old chick. Behav Neural Biol. 61 (1):Hl-72. 

- 
" . . 'L~(; -JI .  r , .  .J 4 , / 

Sherrington C. 1940. 
Man on his nature. Cambridge: Cambridge univ press 

Shirakawa F, Chedid My Suttles J, Pollok BAY Mizel SB. 1989 
Interleukin I and cyclic AMP induce kappa immunoglobulin fight-chain expression via 
activation of an NF-kappa B-like DNA-binding protein. Mol Cell Biol. 9(3):959-64. 

Shirakawa F, Mkel SB. 1989 
In vitro activation and nuclear translocation of NF-kappa B catalyzed by cyclic AMP- 
dependent protein kinase and protein kinase C. Mol Cell Biol9(6):2424-30. 

Skalhegg BS, Landmark BF, Doskeland SO, Hansson V, Lea T, Jahnsen T. 1992 
Cyclic AMP-dependent protein kinase type I mediates the inhibitory effects of 3',5'-cyclic 
adenosine monophosphate on cell replication in human T lymphocytes. 
J Biol Chem. 267(22):15707-14. 8 +' , .-?,:,-; 

Skalhegg BS, Tasken K. 2000 z a ;  . : l - ! 2q ,  

Specificity in the cAMP/PKA signaling pathway. Differential expression,regufation, and 
subcellular localization of subunits of PKA. Front Biosci. 5:D678-93. 

Skoulakis EM, Kalderon D, Davis Rt. 1993 
Preferential expression in mushroom bodis of the catalytic subunit of protein kinase A and 
its role in learning and memory. 
Newon- 1 1 (2): 1 97-208. 

Slack JR, Pockett S 1991 
Cyclic AMP induces long-term increase in synaptic efficacy in CAI region of rat 
hippocampus. Neurosci letf 130(1): 69-72 

Sol- R, Tasken K, Keiserud A, Jahnsen T. 1991 
MolecuJar cloning, cDNA structure and tissue-specific expression of the human regulatory 
subunit RI beta of ~AMP-dependent protein kinases. 
Biochem Biophys Res Commun. 1 76(1): 166-72. 

Solberg R, Sandberg M, Natarajan V3 Torjesen P, Hansson V, Jahnsen T, Tasken K. 1997 
The human gene for the regulatory subunit RI alpha of cyclic adenosine 3', 5'- 
monophosphate-dependent protein kinase: two distinct promoters provide differential 
regulation of alternately spliced messenger ribonudeic acids. Endocrnology. I 38(1):16981. 

Squire LR, 1987. 
Memory and brain, New York: Oxford Univ press 

Stanton PK, Sawey JM. 1985 
The effect of high-frequency electrical stimulation and norepinephrine on cyclic AMP lew* 
in normal versus norepinephrine-depleted rat hippocampal slices. Brain Res 358(1-2):343-8. 

Strausfeld NJ, Nassei DR 1980. 
Neufoarchiitecture of the brain regions that subserve eyes of crustacea and insect. En (At~I7-t 
H ed) Handbook of sensory Physiology. Vol II: Vision in invertebrates, Berlin: Springer 
Verlag ppl-132 



Fernando Locatelli 

Sutton MA, Masters SE, Bagnall MW, Carew TJ. 2001 
Molecular mechanisms underlying a unique intermediate phase of memory in aplysia. 
Neuron. 31 (1):143-54. 

Sweatt JD, Kandel ER. 1989 
Persistent and transcriptionally-dependent increase in protein phosphoryiation in long-term 
facilitation of Aplysia sensory neurons.Nafure. 339(6219):51-4. 

Sweatt JD. 2001 4 y ... 7 7 . .  i f '  

The neuronal MAP kin- cascade: a biochemical signal integration system sub-wing 
synaptic plasticity and memory. J Neu&m. 76(1): 1-1 0. C )  it' 2 ,  - IC -I 1n3wl mt 

Szapim G, kquierdo LA, AlPnso M, Barros D, Paratcha G, Ardenghi P, Pereira P, Medim 
JH, lzquierdo 1. 2000 > ~ ~ r ?  11 -.r bi:? 1 ~~frdrrtrri .=. 

Participation of hippocampal metabotropic gftifamate 'rkeptors, protein kinase A and . - 
mitogen-activated protein kinases in memory retrieval. 
Neuroscience. 99(1):1-5. ?;:' ? ncipn~ksrs? 

=:. J ~ ;  , I .J 3DDl7 ,r. Y b . . : s  . 1 -  :;~*\~.?,?C\~\LDE$W - 
Szentagothai J. 1971. 

Memory functions and the ~ w a l  orqanimthns of the brain (Adam ed) pp21 -2d ,? c~-wimid!~? 
n - ~ ~ b  . I ! . I  L~,;EZ & > ~ ; . I I  " I N  t s r - L L   it^ { ~ n A ~ ( 5 t 1 9 1 3 1  

TanSE,LiangKC.l997:"1 ti..>- ' - '  ' , : ;L : ~f*ihd-,?i:- > , r .  , A-=J\, IF  i, + , ~ c , i t c v ; ~ : ~  
Inhibitory avoidance learning alters the amygdala caluum/calmodulin-depeodent proteiq - 
kinase I1 activity in rats. Brain Res. 748(1-2):227-33 G = uc. ra>atv+ 7 nwmea thE 

IZ C ' +. j . .  1 , ' I i' ' 2  d ) @ C  -4:Wi~ Cjl 
Tanaka C, Nishizuka Y. 1994 ''r :- , . . I ,  1 %  . :E* .: ; - , - I  ,.4 tl . 3 ? ~ n ~ w 5  

The protein kinase C family for neuronal signaling.&?nu Rev Neurosd 17:551-67. F,Y :r,Qjdlld2 
-. 

Tang WJ, Gilman AG. 1991 qy 'L6.1'  - . 5 .  ; : I, :f4,3c-5Mk 7115). -.! 
Type-specific regulation of adenylyl cyclase by G pr&&n beta gamma subun-mnrn Tritr. 3~9bb 

Science. 254(5037): 1 500-3. - L, .3:. ,cm!t: im& t 

Tanzi E. 1893 -*L- ..? I L ~ , ' Z Z ~  li2S ~ 5 4 i ~ G 2 -  
I fatti e le induzioni netl' odierna istologia del sisterna nervosa. . : >. r i ,  ~ ! G Z ~ L ~ Q L  
Riv Sper Freniatr Med Leg Alienau'one menf 19.41 9-442 . * .  . : .'i:. -+I 'EIIJU&,,!L)P 

Tao M, Salas ML, Lipmann F. 1970 C E ~  t -15 .-r l 6ct c.' i -, ; ~ L I , L - ' H  ,li1.3 a?ldu~&;? 
Mechanism of activation by adenosine 3':S-cydia:~monophospha&~1~ htl pratein 
phosphokinase from rabbiit reticulocytes.Proc Nafi Acad Sci U S A, 67(1):408-MF 

L ,A. 

Tasken K, Andersson K, Skalhegg 6, Tasken K, Hansson V, Jahnsen T, Blomhoff H.1993 
Reciprocal regulation of mRNA and protein for subunits of ~AMP-deperrdent protein kinase 
(Ftl alpha and C alpha) by cAMP in a neoplastic B cell line (Reh). . ... . I . q i ,  7 1 f t . <  J t I . . i l ~ T  

J Biol Chem. 268(31):23483-9. .is.q + JL:CI.<~OFI~! 

Tasken KA, Knutsen HK, Attramadal H, Tasken K, Jahnsen T, Hansson V, EskiM W. 199Wu2 
Different mechanisms are involved in CAMP-mediated induction of mRNA3 for subunits @ 
CAMP-dependent protein kinases.lWo1 Endocrinol. 5(1):21-8. 1: - :,=( ~! . '<I !::& (3 :i~ ILV?UZ 

~4 r 3 k r i l 3 0 I 8  
Teyler TJ, Cavus I, Coussens C, DiScenna P, Grover L, Lee YP, Little Z. 1994 

Mukideterminant rote of calcium in hippocampat synaptic plasticity. ! ' 
' .' r. -bdbr.r; .? ..": y sr,*c2 

f f i p p ~ ~ a m p ~ ~ .  4(6):623-34. . . -I., , t , ;16m~ ! 3d7 
.1--I -h-..-.e?S;:fJ1;: 

Thorpe WH. 1963. slr;lbrasi 
The concepts of learning and their relation to those of instinct. Physiological mechan~smb 
animal behavior symposium. Soc Exp Biol4:387-408, L m i ~ ~ f ~ ' <  

: :I, *s 

Tiunova AA, Anokhin KV, Rose SP. 1998 
Two critical periods of protein and glycoprotein synthesis in memory consolidation for YM 
categorization learning m chicks. ieam Mem 4(5):401-10. , t-, 

{ ,- .  A \ '  -4 A , I ,  b!~/qf,t 5 ' * \, . : I . ,  
Tomsic D, Maidonado H, Rakitin A. 1991" 

Morphine and GABA: effects on perception, escape response and long-term habituation to a 
danger stimulus in the crab Chasmagnathus. Srain Res W. 26(5):699-706. ~t I ? P ~ ~ : ~ ~ ~ I ) I I J  3V 

* t t .I+.- 1 .  . : - ,I. '<'I. I I " \~n~b,.cyg. 1.. C . -, i G t  %D& (by I-! 
,' - .-f < d  i 3w 



Tomsic D, Maldonado H. 1990 
Central effect of morphine pretreatment on shari- and long-term habituation to a danger 
stimulus in the crab Chasmagnathus. PhwmacoI Bjochem Behav. 36(4):787-93. 

Tomsic D, Massoni V, Maldonado. 1993 
Habituation to a danger stimulus in two semiterrestrial crabs: Ontogenic ecological and 
opioid modulation correlates. J Comp Physiol173:621-633 

Tomsic D, Romano A, Maldonado H. 1998 
Behavioral and mechanistic bases of long-term habituation in the crab Chasrnagmthus. 
Adv Exp Med Biol. 446: 1 7-35. 

Torgersen KM, Vaage JT, Levy FO, Hansson V, Rolstad B, Tasken K. 1997 
Selective activation of CAMP-dependent protein kinase type I inhihit,s rat naJyraI killer *I!, 
cytotoxicity. J Biol Chem. 272(9):5495-500. 23 \ - <  , , 7 . 1,: - - - -. .la-, 1 

Troneoso J,MaldonadoH.2002 '.-:il.!? ;.Xi s t i2  .. ! ' 7  ,;,fi>i .",; ~ 4 .  , I:,-. ,. ,l:-e+; y:,. 

Two related forms of memory in the crab Chasmagnathus are differentialty affected b e t ;  
NMDA receptor antagonists. Phamracol Biochem Behav. 72(1-2):251-265. . , 2 ,# i , t ~ g  , I 

1 8  ;..L - * # J  7 .. *a<  v.32.L 1 . b  c\ # . , I 1  .>Q,7-+l;--j . . 
Tully T. 1997 . I .  :r * - -  - 

u:,, ? *  .! 
Regulation of gene expression and its role in long-term memory s$"iptic plasticity. 
h-oc Naff Acad Sci U S A. 94(9):4239-41. . . , ,- ..-, * , z  ;: I{ y r  

, A *  I. .-.- 
Turner AM, Greenough WT. 1985 L ' .  -.r 

Differential rearing effects on rat visual cortex synapses. Synaptic and neuronat density and 
synapses per neuron. Brain Res 329:195-203 

Uhler MD, Carmichael DF, Lee DC Chrivia JC, Krebs EG, McKnigM GS. 1986 
isolation of cDNA clones coding for the catalytic subunit of mouse CAMP-dependent protein 
kinase. Pmc Nat Acad Sci USA 83:1300-1304 

Uhler MD, Chrivia JC, McKnight GS. 1986 
Evidence for a second isoform of the catalytic subunit of CAMP-dependent protein kinase. J 
Biol Chem 261 : 16660-1 5363 I 

Uzzan A, Dudai Y. 1982 
Aminergic receptors in DrosophZa melanogasfer: responsiveness of adenylate cydase to 
putative neurotransmitters. J Neurodiem. 38(6):1542-50. 

Wan der Zee EA, Compaan JC, de Boer M, Luiten PG. 1992 
! I / .  1';sL'i '  

Changes in PKC gamma immunoreadivity in mouse hippocampus induced by spatial 
discrimination learning. J Neurosci. 12(12):4808-15. 

Van der Zee EA, Luiten PG, Disterhoft JF. 1997 
Learning-induced aEerations in hippocampal PKC-immunoreacti~it~: a review and 
hypothesis of its functional significance. 
Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 21 (3):531-72. 

Van Sande J, M o r t  A, Beebe S, Roger P, Perret J, Corbin J, Dumont JE. 1989 
Pairs of cydic AMP analogs, that are specificatty synergistic for type I and type II CAMP- 
dependent protein kinases, mimic thyrotropin effects on the function, differentiation 
expression and mitogenesis of dog thyroid cells. Eur J Biochern. 183(3):699-708. , ii0j1.- . i 

Vardanis A. 1980 . I .  -- L4'Ei,  

A unique cydic nucleotide-dependent protein kinase. J Biol Chem. 255(+5):7238-43it ;I; Q J ~ , , ~ ~ ~ ~  

Wazquez SI, Vazquez A, Peiia de Ortiz S. 2000 11..4Jv:~t~ . .,<?il't 

Different hippocampal activity profiles for PKA and PKC in spatial discrim~b%qidP:id3h?d~i 
6ehav Neurosci. 1 14(6): 1 109-1 8. L-, %- 

Vianna MR, Atonso M, Viola H, ~ u e v e d o ' ~ ,  de Paris F, Furman M, de Stein ML, ~ e d i n a  
JH, lzquierdo 1.2000 

Role of hippocampal signaling pathways"in long-term memory formation of a nonassociative 
learning task in the rat. Learn Mem. 7(5):333-40. 



r 
- fimy FR, @msc[ 4 F h h e r  /%, K&s ,OM 

@t\a~dedsatbn of a p&in,inhibitar of adenosine df,5'-monophosphate 
depndsnt WR G ~ J W  C ~ ~ R I ,  1~-~$6~:1877-85 

Ws$hQlhBerkins JP, KEEJsEG. 1968 
3 .  - - 

AflW - -  e a k & m a &  protein k~mwffm $aW skeletal rwssk, 
. 

J 5 h l  Ckm. 243(13):37fS3-5. 

Whmm CAG, Roach JLM, Ghntz RM. 1982 
Neural' itt&graPSon of W3 q9c w m .  En (EZmdaBan, A4woed eds) 77ie 

. &.- 

wstacea Vol IV. Academic press ppl -31 

Weisskopf MG, Castillo PE, Zaldky RA R d I R 1 . 1 U  
- 

h , -4 

Mediation of hippocampal mossy fiber long-term poten%ttn by cyclic AMP. 
- - d  

Science. 265(5180):1878-82. 
1 , ? .  

1 - -." . . -  

Wolfman C, Fin C, Dias M, Bianehin Y, Da Silva RC, Schmitz PK, Medias-&, 
9 (7. 

,- 1 
1 

1994 
lmrahippocarnpal or intraamygdata infusion of.  KNB2, a mc i- I%& 

calcium/calmodu~n-depe"de"f protein kinase 11, causes ret~ogmde amnesia in Me mt. - , . 
Behav Neural Bjol- 61 (3):203-5. , I,. ~ $ 4  

Wone ST, Athos J, Figuama XA, Pineda W, ~chaefet  RE, Chavltin 6C. I!&@ k&f 
DR. 1999 -- 

r > " < -  t.*-;:j: 
Calcium-stimulated adenylyl cyclase activity is critical for hippocamp- 
term memory and late phase LTP. Neuron. 23(4):787-98. 

I J -- 
f -. ,'*- 

Woo NH, Duffy SN, Abel T, Nguyen PV. 2000 
Genetic and pharmacological demonstration of differential recruitment of c ~ ~ ~ - d & e n d & '  " ' 
protein kinases by synaptic activity. J Newophysioi. 84(6):2739-45. 

- -- -21 - , 9,- , * ' 

Yin JC, Del Vecchio M, Zhou H, Tully T. 1995 
CREB as a memory moduLor: induced expression o f  a dCREB2 acti+~tdk' 
enhances long-term memory in Drosophla- Cell. 81 (1):107-15. ,. a- ,.- I<.@. 

Yin JC, Wallach JS, Del Vecchio M, Wilder EL, Zhou H, Quinn WG, Tully T. 1994 l r l  , # #  6 1  d 

Induction of a dominant negative CREB tranqene specifically blocks longterm rn&m&t:'' I (j 3 
, 

, . 
Drosophila. Cell- 79(1):49-58. , . ' - ? T r i n C  

1', '0 - .  
Yovell Y, Kandel ER, Dudai Y, Abrams TW. 1987 

Biochemical correlates of short-term sensitization in Aplysia: temporal a n a ~ ~ s i s ~ a d e n ~ l ~ ~ ~ ~  - ,  

cyclase stimulation in a perfused-membrane preparam. 

i froc Natl Acad Sci U S A. 84(24):9285-9. ! ,3 
1 ,  

Zars T, Wolf R, Davis R, Heisenberg M. 2000 ,i h Tissue-specific expression of a type I adenylyl CyCYase rescues the rutabaga mMarif m 
defect: in search of the engram. Learn Mem. 7(1):18-31. 3 

7 4  ,!;, ' ', , - 
Zhao WQ, Sedman GL, Gibbs ME, Ng KT. 1994 

Effect of PKC inhibitors and adivators on memory. Behav Brain Res. 60(2):151-60. ''-, - -!J' ' 
.. , ; I  '- Zhao WQ, Polya GM, Wang BH, Gibbs ME, Sedman GL, Ng KT. 1995 

..i .. Inhibitors of cAMP-dependeni protein kinase impair long-term memory fomatiw& 
day-old chicks. Neurobjol Leam Mem. 64(2): 106- 18. 

. - 
: .  I . .  Zhong H, Voll RE, Ghosh S. 1998 

Phosphorylation of NF-kappa 6 p65 by PKA stimulstes transcriptional activity by promoting 
a novel bivalent interaction wiih the mactivator CBP/p300. Mol Cell 1(5):861-71. 

- 
1 

Zubin J, Barrera SE. 1941 
) I Effects of electric oonvohive therapy on memory. Roc Soc Exp Biol Med 48:59&597 ,I I 

>i . # 3  ' 






	Portada
	Agradecimientos
	Resumen
	Abstract
	Índice
	I. Introducción
	II. Materiales y Métodos Generales
	III. Curso temporal de la acción de PKA...
	IV. Proteína quinasa dependiente de AMP...
	V. El entrenamiento y la exposición al contexto...
	VI. Identificación y caracterización de isoformas de PKA...
	VII. Participación diferencial de las isoformas...
	VIII. Conclusiones y Discusión General
	Bibliografía

