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RESUMEN

La habituacion del comportamiento exploratorio en un campo abierto no comparte los
mismos mecanismos que el condicionamiento clasico y la habituacion refleja. Aunque el
condicionamiento clasico ha sido ampliamente estudiado, los mecanismos involucrados en la
habituacion a un contexto y el reconocimiento de este son esencialmente desconocidos. Por otra
parte, distintos grupos de neuronas dopaminérgicas controlan la actividad locomotora y

participan en procesos de aprendizaje y memoria.

En el presente trabajo analizamos si los grupos de neuronas dopaminérgicas PAM y
PPL1 participan en la habituacion a un contexto y en la memoria de reconocimiento en una
segunda exposicion al mismo. A tal efecto, se defini6 un paradigma de aprendizaje contextual

y se realizaron ensayos de manipulacion sobre los grupos de neuronas seleccionados.

Nuestros resultados sugieren que el paradigma de entrenamiento propuesto es adecuado
para estudiar habituacion y memoria al contexto. En cuanto a los grupos neuronales
examinados, ni PAM ni PPL1 parecen tener un rol en estos procesos, sin embargo, no se
excluy¢ la participacion de otros grupos de neuronas dopaminérgicas. Para alcanzar resultados
mas concluyentes se considera necesario continuar el analisis ampliando el tamafio muestral
y/o utilizando un protocolo de entrenamiento mas fuerte. La determinacion de los grupos de
neuronas dopaminérgicas que participan en habituacion y memoria de contexto, asi como el
posterior entendimiento de los mecanismos moleculares subyacentes, podrian proveer enfoques

terapéuticos para patologias en las que estos comportamientos se encuentran afectados.
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ABSTRACT

Habituation of exploratory behavior in an open field does not share the same
mechanisms as classical conditioning and reflexive habituation. Although classical
conditioning has been extensively studied, the mechanisms involved in habituation to and
recognition of a context are essentially unknown. On the other hand, different groups of
dopaminergic neurons control locomotor activity and participate in learning and memory

processes.

In the present work we analyzed whether the dopaminergic neurons of the PAM and
PPL1 groups participate in habituation to a context and in the recognition memory to that
context. To this end, we defined a paradigm of contextual learning and manipulations were

performed on the selected groups of neurons.

Our results suggest that the proposed training paradigm is suitable for studying
habituation and memory to a context. Regarding the neuronal groups examined, neither PAM
nor PPL1 seem to play a role in these processes, however, we did not exclude the participation
of other groups of dopaminergic neurons. To achieve more conclusive results, it is necessary to
continue the analysis by expanding the sample size and / or using a stronger training protocol.
The determination of the groups of dopaminergic neurons that participate in habituation and
context memory, as well as the subsequent understanding of the underlying molecular
mechanisms, could provide therapeutic approaches for pathologies in which these behaviors

are affected.
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INTRODUCCION

Cuando un animal encuentra un nuevo ambiente, despliega una alta actividad exploratoria
que contribuye al conocimiento de este. Durante esta actividad exploratoria participan
mecanismos de locomocion, motivacion, aprendizaje, memoria y olvido. Distintos grupos de
neuronas dopaminérgicas estan involucrados en estos mecanismos (Gainetdinov, Jones, et al.

1999; Berry, Cervantes-Sandoval, et al. 2012; 2015).

En Drosophila se observdé que neuronas dopaminérgicas del grupo PPL1 y PAM
participan como refuerzo en el condicionamiento aversivo y apetitivo (Aso, Herb, et al. 2012;
Liu, Plagais, et al. 2012). Aunque se han identificado numerosos mecanismos neuronales y
moleculares que intervienen en el aprendizaje asociativo, aquellos que participan en
habituacion motivada y reconocimiento de contexto aun han sido poco estudiados. En los
siguientes apartados se introducen los conceptos necesarios para comenzar a estudiar estos

procesos.
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ANTECEDENTES
Actividad exploratoria

A través del movimiento, los animales pueden reunir informacion acerca de un ambiente
novedoso para localizar recursos y evitar peligros. Sin embargo, la locomocion es una respuesta
bioldgica compleja que abarca procesamiento sensorial, integracion de estimulos, funciones
ejecutivas y respuestas motoras (Crusio y Van Abeelen 1986; Liu, Davis, et al. 2007).

La actividad locomotora en un campo abierto es uno de los comportamientos mas
antiguamente estudiados (Walsh y Cummins 1976). Al situarse en campo abierto, muchas
especies exhiben distintos perfiles de actividad locomotora. Drosophila melanogaster, varias
especies de roedores, pollos, gatos domésticos y perros, todos demuestran un elevado nivel de
actividad inicial, seguido por un rapido descenso hacia un nivel de deambulacion mas bajo y
estable (Glickman y Hartz 1964; Connolly 1967; Candland y Nagy 1969). Esta elevada
actividad inicial es independiente de la manipulacion previa a ubicar el animal en la arena y es
proporcional al tamafio de la arena (a menor superficie, menor actividad inicial), sugiriendo que
la exploracion es el mayor componente de la primera etapa. Experimentos en Drosophila
inhibiendo farmacoldgica o genéticamente la neurotransmision dopaminérgica sugieren que
ésta no participa en la actividad inicial elevada. Sin embargo, se observo una disminucion
significativa en la deambulacion posterior al reducir el nivel de dopamina, indicando que si esta
involucrada en la regulacion de la actividad siguiente a la etapa inicial (Liu, Davis, et al. 2007).
Cabe destacar que Liu et al., (2007) utilizaron TH-GAL4 para dirigir la expresion de la toxina
tetanica que bloqueaba la neurotransmision. Este patron de expresion no incluye al grupo PAM,
de forma que no involucra al mayor grupo de neuronas dopaminérgicas (Liu, Placais, et al.

2012).

Otra caracteristica de la actividad exploratoria es una tendencia a pasar la mayor parte del
tiempo cerca del borde de la arena. Este seguimiento de las paredes podria ser el resultado de
una interacciéon compleja que incluye respuestas tanto tigmotaxicas (atraccion a tocar las
paredes de la arena) como centrofobicas (miedo a permanecer en el centro de la arena), y en
muchas especies podria representar una busqueda de seguridad (Treit y Fundytus 1989;
Choleris, Thomas, et al. 2001). En roedores, la evasion de la zona central depende de factores

externos tales como la vision y el nivel de iluminacidn, asi como de la estimulacion tigmotaxica
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a través de los bigotes (Morato y Castrechini 1989; Cardenas, Lamprea, et al. 2001). De manera
similar, el seguimiento de paredes en Periplaneta americana se basa tanto en la estimulacion
tigmotaxica de la antena como en la guia visual (Creed y Miller 1990). La presencia de
componentes visuales y tigmotaxicos acoplados también ha sido propuesta para el
comportamiento de Drosophila en la arena vacia (Besson y Martin 2005; Liu, Davis, et al.
2007). En arenas cuadradas, Drosophila tipo silvestre muestra una preferencia por las esquinas,

lo que podria interpretarse como busqueda de resguardo (Soibam, Mann, et al. 2012).

Moscas con impedimentos visuales mostraron defectos en el descenso de la actividad
locomotora. Consistentemente, este defecto puede ser rescatado al aumentar el contraste del
borde de la arena, sugiriendo que la disminucion de la actividad se basa en la deteccion visual
de los bordes. El borde de la arena es, por lo tanto, un objeto primario de exploracion para

Drosophila (Liu, Davis, et al. 2007).

Habituacion

Un proceso cognitivo que puede detectarse durante la actividad exploratoria es la
habituacion. Describe el decaimiento de la respuesta comportamental ante un estimulo sensorial
repetitivo no amenazante. Asi, provee un mecanismo importante de filtrado sensorial que
permite ignorar los estimulos irrelevantes en favor de los relevantes (Poon y Young 2006). La
habituacion tiene un claro valor evolutivo porque contribuye a la adaptacion de un organismo
al ambiente. Se cree que es un prerrequisito para otras formas de aprendizaje (Rankin, Abrams,
et al. 2009). En humanos, la disrupcion de la habituacion correlaciona con déficits cognitivos y
se ha observado en pacientes con desordenes como esquizofrenia y trastornos del espectro
autista (Geyer y Braff 1982; Ludewig, Geyer, et al. 2003; Ornitz, Lane, et al. 1993; Perry,
Minassian, etal. 2007). Mientras que la habituacion ha sido bien caracterizada a nivel
comportamental (Thompson y Spencer 1966; Rankin, Abrams, et al. 2009), los mecanismos

celulares y moleculares subyacentes atin no son completamente comprendidos.

Historicamente, la habituacion se ha dividido en dos categorias: habituacion refleja
(respuesta involuntaria ante un estimulo repetitivo) y habituacion del comportamiento motivado
(comportamiento dirigido hacia o en contra de un estimulo). La habituacion refleja es
considerada una de las formas mas basicas de memoria, mientras que la habituacién del

comportamiento motivado involucra procesos mas complejos. Estos dos tipos de habituacion
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se basan en distintos mecanismos moleculares. Estudios previos mostraron que los mecanismos
de habituacion refleja son similares en ratones, C. elegans y Drosophila (Bozorgmehr, Ardiel,
etal. 2013). Por otro lado, estos mecanismos parecerian no tener un rol en habituacion
motivada, como es el caso de la habituacion al contexto, ni en memoria al contexto en una
segunda presentacion (Typlt, Mirkowski, etal. 2013). Mientras que la habituacién del
comportamiento motivado es dependiente de mecanismos colinérgicos, la habituacion del
comportamiento reflejo no lo es (Williams, Hamilton, et al. 1974; 1975). Esta evidencia apoya
la idea de que no hay mecanismos universales, sino probablemente diferentes mecanismos que
median la habituacion de los distintos comportamientos, y que estos estarian altamente

conservados a través de la evolucion.

Memoria de reconocimiento

La memoria de reconocimiento es la capacidad de reconocer eventos u objetos que se han
experimentado previamente (Mandler 1980; Brown y Aggleton 2001). El proceso de
reconocimiento generalmente se considera compuesto por al menos dos componentes: uno es
el juicio de familiaridad de los elementos, y otro la recoleccién de informacion contextual
(espacial o temporal) donde esos elementos fueron encontrados (Brown y Aggleton 2001;

Yonelinas, Kroll, et al. 2002).

Luego de exponer a un animal a un contexto en el que habia habituado, una segunda
exposicion a ese contexto puede revelar memoria de reconocimiento al mismo. En ratones se
observo que la actividad inicial al situarlos en una arena explorada 5 dias antes fue menor que
la actividad inicial al exponerlos por primera vez, mostrando una memoria al contexto que se

mantiene en el tiempo (Typlt, Mirkowski, et al. 2013).

Drosophila como modelo para el estudio del comportamiento

El estudio de las bases genéticas del comportamiento animal comenz6 en la década del
60 con los trabajos pioneros de Seymour Benzer en Drosophila (Benzer 1967; Konopka y
Benzer 1971). Benzer identifico mutantes para una amplia variedad de caracteristicas, entre
ellos, los mutantes de aprendizaje y memoria rutabaga y dunce (Dudai, Jan, etal. 1976;
Livingstone, Sziber, et al. 1984). Rutabaga (rut) codifica una adenilil ciclasa de membrana

activable por Ca®*/calmodulina que sintetiza el AMPc. Dunce (dnc) codifica una fosfodiesterasa
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especifica de AMP ciclico (AMPc), responsable de la degradacion del AMPc. Ambos
componentes tienen un rol fundamental en el aprendizaje y en la plasticidad neuronal (Dudai,

Jan, et al. 1976; Benzer 1971).

Por otro lado, la secuenciacion del genoma de Drosophila (Berkeley Drosophila Genome
Project, 2000) permitio identificar que el 62% de los genes asociados a enfermedades humanas
parecen estar conservados en la mosca de la fruta. El descubrimiento de este alto grado de
homologia contribuy6 al desarrollo de modelos de desordenes cognitivos en Drosophila

(Fortini y Bonini 2000; Inlow y Restifo 2004).

Ademas de una gran cantidad de mutantes y de modelos de desordenes cognitivos, existe
también una variedad de sistemas de expresion que posibilitan la expresion de transgenes de
forma precisa con un control temporal y/o tisular (ej.: GAL4/UAS, GeneSwitch, TARGET)
(Brand y Perrimon 1993; Roman, Endo, et al. 2001; McGuire, Le, et al. 2003). Asimismo, la
organizacion de colecciones como Bloomington stock center y Vienna Drosophila Resource
Center, y la disponibilidad de recursos informaticos como Flybase, vuelven a Drosophila un
modelo particularmente atractivo para el estudio del comportamiento y de los procesos

asociados a aprendizaje y memoria.

Sistema GAL4/UAS

Una herramienta de uso muy comuin en Drosophila es el sistema binario GAL4/UAS, que
por medio del factor de transcripcion de levaduras (GAL4) posibilita la expresion de transgenes
bajo el control regulatorio de la secuencia promotora UAS (Brand y Perrimon 1993). Para
obtener la expresion del transgén de interés en el patrén deseado se debe cruzar una linea que
posea la secuencia que codifica para GAL4 bajo el promotor de tejido especifico (ej.: neuronas
dopaminérgicas identificadas por el promotor de tirosina-hidroxilasa (TH)) con la linea que
contiene el transgén de interés bajo la secuencia UAS (ej.: UAS-shi®!). La descendencia de esa
cruza (F1, o filial 1) que contenga las secuencias promotor-GAL4 y UAS-transgén, expresara
la proteina codificada por el transgén de interés en el patrén deseado (Figura 1). Este sistema
permite controlar la expresion espacialmente, pero no es para manipular temporalmente la

expresion de los transgenes de interés.
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Figura 1. Representacion esquematica del sistema de expresion binario GAL4/UAS.
Lineas parentales (P) que expresan el factor de transcripcion GAL4 (circulo) bajo el promotor
de tirosina-hidroxilasa (TH) y contienen el transgén termosensible shibire (shi®') bajo la
secuencia promotora UAS son cruzadas. La generacion resultante (F1) expresa el transgén shi®’
en el patréon TH (neuronas dopaminérgicas) (Esquema tomado de: Tesis de licenciatura de
Alvarez, 2017).

Sistemas shibire y TrpAl termosensibles

El alelo UAS-shibire™! es una de las herramientas mas utilizadas para manipular neuronas
especificas y analizar su papel en funciones motoras, sensoriales o cognitivas. Shibire codifica
para dineina, una proteina necesaria para el reciclado vesicular en terminales sinapticos. La
proteina shibire™! se desestabiliza a 29 °C, y bloquea la transmision sinaptica (Kitamoto 2001).
De esta forma UAS-shibire! en combinacion con un transgén GAL4 de interés (ej.: TH-GAL4)
puede expresarse en el patron TH y bloquear la transmision sinaptica (Figura 2). Uno de los
aspectos mas atractivos de esta herramienta es que la transmision sinaptica se bloquea luego de
2 a 8 minutos a temperaturas mayores a 29 °C y su efecto es completamente reversible en

minutos.
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Figura 2. Representacion esquematica del sistema shibire termosensible. Animales que
expresan shibire®! (hexagono) en el patron TH (neuronas dopaminérgicas que expresan tirosin-
hidroxilasa) son criados a 23 °C (izquierda). En estas condiciones el reciclado vesicular y la
transmision sindptica son normales. Al aumentar la temperatura a 30 °C, el producto de shi"’
es rapidamente desestabilizado (estrellas) y la transmision sinaptica es interrumpida. Este
fendmeno es reversible al volver a la temperatura inicial (23 °C) (Esquema tomado de: Tesis
de licenciatura de Alvarez, 2017).

El receptor de potencial transitorio Al (7rpAI) es un canal catiénico con conductancias
altamente dependientes de la temperatura que funciona como sensor molecular de calor. La
expresion de este tipo de receptor puede hacer que la excitabilidad celular aumente con el
aumento de temperatura (Hamada, Rosenzweig, et al. 2008). UAS-TrpAI en combinaciéon con
un transgén GAL4 puede utilizarse para expresar 7rpAl en un patrén determinado y asi
aumentar la transmision sindptica con control espaciotemporal. Al igual que ocurre con shi*’,

el efecto producido por la induccion térmica de 7rpA1 es reversible luego de algunos minutos.

Aprendizaje y memoria en Drosophila: condicionamiento clasico

Numerosos ensayos conductuales se han desarrollado para investigar los mecanismos de
aprendizaje y memoria en Drosophila, entre los que se destacan ensayos de condicionamiento
clasico, condicionamiento operante, habituacion y sensibilizacion. Sin embargo, la mayoria de

los avances conceptuales han surgido del condicionamiento clasico usando estimulos aversivos
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0 apetitivos, por lo que la mayor parte de los mecanismos sobre aprendizaje y memoria en la

literatura provienen del condicionamiento, que se presenta a continuacion.

El condicionamiento olfatorio clasico se realiza presentando una sucesion de odorantes,
aplicados con o sin shock eléctrico a grupos de moscas encerradas en un pequefio tubo de
pléstico (Figura 3A). El odorante usado como estimulo condicionado (CS+) se presenta durante
60 segundos junto con pulsos eléctricos aplicados cada 5 segundos, de manera que el shock
funciona como el estimulo incondicionado (US) (Figura 3B). Las moscas luego reciben 60
segundos de un segundo odorante, el CS-, sin asociaciébn con pulsos eléctricos. Este
condicionamiento genera una memoria para el odorante CS+ asociada al estimulo aversivo del
shock eléctrico, por lo que las moscas evitaran el CS+ por sobre el CS- al ser luego testeadas

en un laberinto T (Figura 3A) (Tully y Quinn 1985).

El aprendizaje en esta situacion es robusto, reproducible y persiste por mas de 24 horas.
Se pueden agregar multiples sesiones de entrenamiento para evaluar la mejora en el desempeno
en funcidon del nimero de sesiones. La memoria olfatoria puede ser extendida si se aplican de
5 a 10 sesiones de entrenamiento presentadas casi inmediatamente, sin periodo de descanso
entre sesiones (entrenamiento masivo) o permitiendo un descanso entre cada sesion de
entrenamiento, usualmente de 15 minutos (entrenamiento espaciado). El condicionamiento
espaciado produce memoria de largo plazo dependiente de sintesis de proteinas, mientras que
el condicionamiento masivo produce memoria resistente a anestesia e independiente de sintesis

de proteinas (Margulies, Tully, et al. 2005).
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Figura 3. Ensayo de condicionamiento olfatorio clasico en Drosophila. (A) Las moscas son
entrenadas en un tubo, donde reciben un odorante junto con un shock eléctrico ( CS+), seguido
por la presentacion de un segundo odorante sin shock eléctrico (CS-). Luego las moscas se
testean en un laberinto T, donde cada odorante se presenta en un tubo distinto. Si las moscas
recuerdan la asociacion CS+-electricidad, se mueven hacia el tubo que contiene el odorante CS,
evitando el CS+. (B) Protocolo de entrenamiento de condicionamiento olfatorio clasico.

Recientemente, una variante de condicionamiento utilizando un estimulo apetitivo como
US ha cobrado interés, ya que permite el andlisis de contrastes conductuales y moleculares
interesantes respecto al condicionamiento aversivo clasico. Para el condicionamiento apetitivo,
un filtro de papel seco previamente saturado con azucar reemplaza al shock eléctrico utilizado
en el condicionamiento aversivo, pero otros aspectos del procedimiento se mantienen

esencialmente sin cambios.
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El aprendizaje asociativo, basado en condicionamiento reforzado por un estimulo
aversivo o apetitivo, se ha estudiado ampliamente en varios modelos (Cybulska-Ktosowicz
2016; Fernandes, Buckley, et al. 2018; Tully y Quinn 1985). En contraste, se sabe muy poco
sobre los mecanismos que subyacen al aprendizaje y memoria de reconocimiento en animales

que se comportan libremente.

Mushroom Body (MB): un centro de aprendizaje y memoria en Drosophila

Los Mushroom Bodies (MBs) o cuerpos pedunculados, son una estructura bilateral
claramente distinguible en el cerebro de Drosophila. La red neuronal del MB esta compuesta
por células Kenyon (KCs), neuronas dopaminérgicas (DANs) y neuronas de salida del MB
(MBON:S5). Entre estas, las KCs son el principal componente, habiendo 2500 KCs en cada MB.
Sus dendritas forman una estructura llamada caliz, donde hacen sinapsis con las neuronas de
proyeccion (PNs) y reciben la informacion proveniente de estas. Los axones de los MBs se
proyectan para formar el pedinculo y se ramifican en la parte anterior del cerebro para formar
los 16bulos (Aso et al., 2014a, b; Tanaka et al., 2008). Segun su morfologia y la posiciéon de sus
axones, las neuronas de MB se clasifican en tres clases distintas: neuronas ao/f, neuronas a'/p',

ambas con axones ramificados, y neuronas y, con axones sin ramificar (Figura 4) (Davis 2004).

Los MBs estan involucrados en procesos como aprendizaje y memoria olfatoria,
generalizacion del contexto, extraccion de caracteristicas y toma de decision, pero también han
sido vinculados a la ejecucion de programas motores (Davis 2011; Wolf, Wittig, et al. 1998;
Liu, Wolf, et al. 1999; Peng, Xi, et al. 2007; Tang y Guo 2001; Zhang, Guo, et al. 2007; Martin,
Ernst, et al. 1998; Silva, Goles, et al. 2014).

Una gran cantidad de investigaciones, que comenzo6 Heisenberg en Drosophila y Menzel
en abejas, mostré que los MBs son fundamentales para aprendizaje y memoria asociativa.
Heisenberg reveld que los MBs tienen un papel importante en resolver situaciones conflictivas.
Mengzel identifico que el MB en su conjunto actia como un dispositivo de recodificacion,
asignando valor a la informacion sensorial que recibe. Mas recientemente, estudios de actividad
neuronal indicaron que los MBs en moscas podrian funcionar como un centro en el que las
entradas sinapticas dopaminérgicas dirigen la informacion olfatoria a diferentes circuitos de
comportamiento, segun el estado interno (ej.: nivel de saciedad) y la experiencia previa del

animal (Menzel 2012; Heisenberg 2003; Cohn, Morantte, et al. 2015).
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Figura 4. Estructura de la via olfatoria de Drosophila. La informacion olfatoria es
transducida por las neuronas receptoras olfatorias (ORNs) y entra al cerebro a través del nervio
antenal (AN). Los axones de las ORNs entran al 16bulo antenal (AL), donde hacen sinapsis con
neuronas de proyeccion (PN) y con interneuronas (IN). Las neuronas de proyeccion llevan la
informacion al céliz (C), donde hacen sinapsis con las neuronas de MB (MBN), y del asta lateral
(LH). Cada neurona del MB envia un solo axo6n a través del pedunculo (P) proyectando a uno
o mas lébulos. Abreviaciones direccionales: A, anterior; D, dorsal; M, medial.

Neuronas dopaminérgicas asociadas a Mushroom Body

Si bien habitualmente se considera al MB como el centro de aprendizaje y memoria, se
debe tener en cuenta que los MBs no posibilitan el aprendizaje olfatorio de forma aislada.
Ademas de los MBs, otros tipos neuronales estan involucrados en memoria olfatoria asociativa,
incluyendo las neuronas que convergen en el lobulo antenal y neuronas dopaminérgicas

modulatorias (Davis 2011).

Hay ocho grupos de neuronas que liberan dopamina o DANSs en el cerebro de Drosophila,
pero solo tres de estos son de interés en relacion con MB y a los procesos de aprendizaje y
memoria. Las neuronas protocerebrales anteriores medias (PAM) inervan la zona media de los

lobulos horizontales, las neuronas protocerebrales posteriores laterales (PPL1) inervan los
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lobulos verticales, y el cluster protocerebral posterior lateral 2ab (PPL2ab) inerva el caliz de

MB (Liu y Davis 2009).

PAM y PPLI1 son dos de las poblaciones dopaminérgicas cerebrales de Drosophila mas
estudiadas. Se han asociado con el aprendizaje y la memoria olfatoria y con la integracion de la
memoria apetitiva y el estado motivacional de alimentacion de un animal (Krashes, DasGupta,
et al. 2009; Aso, Herb, et al. 2012; Liu, Plagais, et al. 2012; Yamagata, Ichinose, et al. 2015).
Estos grupos de DANs también se han vinculado a la recompensa de agua en moscas sedientas
(Lin, Owald, etal. 2014). Sin embargo, recientemente se evidencié que también pueden
modular comportamientos innatos. Por ejemplo, una subpoblacién especifica de neuronas PAM
esta involucrada en la aversion innata al CO-, una respuesta que depende de la activacion de

MBON:Ss especificas (Lewis, Siju, et al. 2015).

Para agregar otra capa de complejidad, una subpoblacién de neuronas dopaminérgicas
PAM ha sido relacionada con defectos motores en el modelo de a-sinucleina para la
enfermedad de Parkinson en Drosophila (Riemensperger, Issa, et al. 2013). Ademas de esto, se
ha reportado que moscas con expresion disminuida de PINKI1, una proteina mitocondrial
también asociada a esta enfermedad neurodegenerativa, presentan un niimero reducido de
DANSs en PPL1 que correlaciona con los defectos motores (Yang, Gehrke, et al. 2006). En
conjunto, estas evidencias apoyan la idea de que estas poblaciones neuronales dopaminérgicas
no solo contribuyen a modular la valencia innata o aprendida de un odorante, sino también a la
ejecucion de los programas motores asociados a la respuesta conductual hacia el estimulo
olfatorio. Es decir que la aversion o atraccion provocada en las moscas por un odorante podria
verse como un comportamiento complejo con dos componentes: el valor para el odorante y el

programa motor asociado con la ejecucion de la respuesta conductual.

Mecanismos moleculares del aprendizaje asociativo

Durante el condicionamiento olfatorio, la informacion procedente del odorante (CS) se
transmite a través de neuronas colinérgicas y GABAérgicas del circuito olfatorio, mientras que
la informacion del shock eléctrico o el azucar (US) se transmite a través de neuronas
dopaminérgicas u octopaminérgicas (Figura 5A). La concurrencia en el MB entre la
despolarizacion causada por acetilcolina y la activacion de receptores asociados a proteinas G

(GPCRs) por la sefial del US, activa a la adenilil ciclasa rutabaga (rut), que cataliza la sintesis
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de AMPc, segundo mensajero de esta via de sefializacion (Figura 5B). Los niveles de AMPc en
la célula son regulados por otro grupo de enzimas — fosfodiesterasas (PDEs) — de las cuales
dunce (dnc) es la principal (Gervasi, Tchénio, et al. 2010). Un incremento en los niveles de
AMPc activa la proteina quinasa A (PKA) que entonces puede fosforilar a diferentes proteinas

blanco, incluyendo otras quinasas, factores de transcripcion y canales idnicos.

A
”7@
- k{_

Mushroom Body (MB)

Learning &
Memory

NT "
release

Figura 5. Acciones del AMPc en la plasticidad neuronal, aprendizaje y memoria en
Drosophila. (A) Diagrama mostrando los circuitos neuronales de Drosophila que median el
aprendizaje asociativo y la formacion de memoria. La informacion sensorial olfatoria (CS) es
principalmente transducida a través de inputs sinapticos colinérgicos excitatorios hacia el MB.
Inputs inhibitorios GABAérgicos hacia el MB modelan la transduccion de esta informacion
sensorial, aunque sus circuitos de procesamiento sensorial ain permanecen poco conocidos
(lineas punteadas). El US (recompensa o castigo) es mediado a través de inputs sindpticos
modulatorios dopaminérgicos u octopaminérgicos. La asociacion del CS y el US en el MB es
la base del aprendizaje. (B) E1 AMPc tiene el rol general de incrementar la excitabilidad
presinaptica y la liberacion de neurotransmisor (adaptado de Lee 2015).
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Dado que la adenilil ciclasa Rut actia como detector de coincidencia al asociar el US con
el CS en las neuronas del MB, esta potenciaciéon de la sefializacion dopaminérgica y
octopaminérgica esta abolida en animales mutantes para Rut, que carecen de actividad adenil
ciclasa y muestran defectos de aprendizaje y memoria de corto término (Livingstone, Sziber,
et al. 1984; Livingstone 1985). Asi, la actividad reducida en la via de AMPc¢/PKA en respuesta
a la liberacion de neuromodulador, produciria una pérdida de deteccion de coincidencia que

conduce a defectos en la plasticidad estructural y funcional (Gervasi, Tchénio, et al. 2010).

La actividad de las fosfodiesterasas regula la activacion de PKA a través de
neuromoduladores en varios tipos celulares (Conti y Beavo 2007). Durante la sefalizacion por
dopamina, la PDE dnc degrada AMPc en los l6bulos 3 y ¥ del MB, restringiendo la activacion
de PKA al 16bulo a unicamente. Sin embargo, dnc no participa en la degradacion de AMPc
inducida por octopamina en MBs (Gervasi, Tchénio, et al. 2010). Las neuronas dopaminérgicas
y octopaminérgicas inervan amplias areas del cerebro, incluyendo los MBs (Nissel y Elekes
1992; Riemensperger, Voller, et al. 2005; Sinakevitch y Strausfeld 2006; Busch, Selcho, et al.
2009). En Drosophila, historicamente se creia que las neuronas dopaminérgicas transmitian la
informacion del estimulo incondicionado aversivo (Claridge-Chang, Roorda, etal. 2009),
mientras que el estimulo reforzante apetitivo era sefializado a través de neuronas
octopaminérgicas (Schwaerzel, Monastirioti, et al. 2003; Schroll, Riemensperger, et al. 2006).
Recientemente se mostré que solo la memoria apetitiva a corto plazo estd reforzada por
octopamina y que, ademads, la formacion de memoria dependiente de octopamina requiere de
sefializacion a través de neuronas dopaminérgicas. La necesidad de un sistema dopaminérgico
funcional para la formacién de memoria apetitiva sefializada por octopamina lleva a pensar que
la dopamina se encuentra rio abajo de la octopamina en procesos de memoria apetitiva
(Burke,C., Huetteroth, et al. 2012). Estos hallazgos apoyan resultados previos con dopamina y
octopamina que sugieren que los sistemas de refuerzo en moscas son mas similares a los de los

mamiferos de lo que se creia previamente (Burke,Christopher J., Huetteroth, et al. 2012).
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo general de este proyecto es comprender el rol de la neuromodulacion

dopaminérgica en el reconocimiento de un contexto novedoso.

Los antecedentes presentados mas arriba proporcionan dos conceptos clave para el
objetivo de este estudio. Uno de ellos es que la habituacion del comportamiento exploratorio
no comparte los mismos mecanismos que el condicionamiento y la habituacion refleja (Typlt,
Mirkowski, etal. 2013). Los mecanismos involucrados en aprendizaje y memoria de
reconocimiento de contexto sin estimulos aversivos son esencialmente desconocidos. Por otro
lado, distintos grupos de neuronas dopaminérgicas controlan la actividad locomotora y

participan en procesos de aprendizaje y memoria (Liu y Davis 2009).
Estas evidencias sugieren la siguiente hipotesis de trabajo:

Distintos grupos de neuronas dopaminérgicas modulan los niveles de aprendizaje y memoria

en el reconocimiento de contexto.
Para poner a prueba esta hipotesis se plantearon los siguientes objetivos particulares:

— Establecer un paradigma para el estudio de aprendizaje y memoria en el reconocimiento de

contexto.

— Determinar el efecto de manipular la actividad de distintos grupos de neuronas
dopaminérgicas sobre los niveles de aprendizaje y memoria en un ensayo de reconocimiento de

contexto.
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MATERIALES Y METODOS

Nomenclatura

A continuacion, se define la nomenclatura utilizada para escribir los genotipos. La
nomenclatura incluida en esta tesis fue tomada del consorcio Flybase (Attrill, Falls, et al. 2016)

http://flybase.org/wiki/FlyBase:Nomenclature.

e Todo lo que no se muestra o escribe se presume que esta en estado silvestre.
e El genotipo de un cromosoma es identificado solo si hay una mutacion o modificacion
respecto del genotipo tipo silvestre.

e Los genotipos se escriben en cursiva.

e Los nombres y simbolos de genes y transgenes se escriben con su primera letra en
minuscula si tienen fenotipo recesivo o en mayuscula si son dominantes.

e Los alelos de un gen particular se distinguen por medio del superindice. Por ejemplo,
dunce’ (dnc').

e El simbolo “+” se utiliza para describir el alelo salvaje.

e Los genotipos de diferentes cromosomas se separan por punto y coma. Los genes sobre
un mismo cromosoma se separan por comas.

e Los alelos en cromosomas homdlogos se separan por una barra, (ej.: dnc'/dnc"). Para este
proposito, los cromosomas X e Y se consideran homologos. En los genotipos en
homocigosis s6lo se nombran una vez (ej.: dnc’). Para los genotipos en heterocigosis

ambos alelos se representan (ej.: dnc’/dnc™).

Ciclo de vida de Drosophila

Drosophila es un insecto que sufre metamorfosis completa (holometabolo),
experimentando cuatro fases de desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto (Figura 6). La duracion
del ciclo de vida depende fuertemente de la temperatura de cultivo, siendo de 10 diasa 25 °Cy

de 20 dias a 18 °C.
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Figura 6. Ciclo de vida de Drosophila. Una vez que la mosca hembra deposita el huevo
fecundado, a 25 °C, éste sufre secuencialmente etapas de desarrollo larvario (Larva 1 a 3).
Posteriormente, la larva de estadio 3 se convierte en pupa, la cual permanece en ese estadio por
3-4 dias hasta que se completa el desarrollo a través de un proceso de metamorfosis completa,
eclosionando el individuo adulto al dia 9-11.

Cria y mantenimiento de los animales

Los animales fueron criados en viales de poliestireno de 37 ml, conteniendo 10 ml de
medio de cultivo estdndar compuesto por harina de maiz 6,65%, levadura 2%, Agar-Agar 1%,

sacarosa 4%, acido propidnico 0,45%, Nipagin 0,64% en agua destilada.

Se mantuvieron condiciones constantes de cultivo: 23 °C, 60-70 % de humedad y en

ciclos de luz : oscuridad de 12 : 12 horas.

Lineas utilizadas

Para todos los experimentos se utilizaron individuos machos adultos de 2-6 dias de
Drosophila melanogaster. Se uso6 la linea silvestre Canton-Special (CS), el mutante cléasico de

memoria dunce’(dnc’) y las lineas transgénicas que se listan en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Lineas transgénicas utilizadas.

Linea FlyBase ID Descripcion

TH-GAL4 FBtp0114847 Expresan GAL4 en distintos subgrupos de

R58E02-GAL4 | FBtp0061564 neuronas dopaminérgicas (Liu, Liu, et al. 2012;

TH-D4-GAL4 | FBti0151783 Liu, Plagais, et al. 2012).

UAS-shi*! FBal0015610 Expresa bajo control de GAL4 el alelo
termosensible shibire’! (Kitamoto 2001).

UAS-TrpAl FBgn0035934 | Expresa bajo control de GAL4 el canal cationico
termosensible 7rpAIl (Hamada, Rosenzweig,
et al. 2008).

Las caracteristicas de los mutantes y transgenes se describen en detalle en la base de datos

de genes y genomas de Drosophila, FlyBase http://flybase.org.

Cruzamientos genéticos

Los cruzamientos se realizaron en viales, seleccionando un promedio de 10 hembras y 5

machos. Los viales se mantuvieron a temperatura y humedad controlada (23 °C y 60-70 %

humedad) con un ciclo de luz : oscuridad de 12 : 12 horas. La separacion de machos y hembras

adultos se realiz6 bajo breve anestesia (<2 min) con CO2 y discriminacidn bajo lupa del aparato

genital y morfologia general de las moscas (Figura 7).

Las cruzas fueron disefiadas para que la hembra siempre portara el gen identificatorio del

grupo neuronal para dirigir la expresion (ej.: TH-GAL4). Estas hembras se cruzaron con machos

portadores de los distintos transgenes shi*’ o TrpA1 bajo el promotor UAS.
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Figura 7. Seleccién de moscas por dimorfismo sexual. Caracteristicas morfologicas de
machos y hembras. A la izquierda una hembra y a la derecha una macho en vista ventral (panel
izquierdo) y vista lateral (panel derecho). En la foto puede observarse una clara diferencia entre
la genitalia y morfologia general de ambos sexos.

Ensayo de reconocimiento de contexto

Para evaluar la memoria al contexto se realizd un ensayo conductual que consta de dos
etapas principales identificadas como entrenamiento (Tr) y testeo (Ts). El ensayo consiste en
exponer a un unico animal a una arena circular con claves visuales en sus paredes. Esta arena
constituye el contexto que el animal debe reconocer (Liu, Davis, et al. 2007; Soibam, Mann,

etal. 2012).

Durante el entrenamiento el animal explora el contexto, previamente desconocido, y se
familiariza con él. Luego se retira y se coloca en un vial apartado de la luz por un periodo de
retencion (Ret.). Por tltimo, se ubica nuevamente en la arena para evaluar la memoria (Figura

8).

Tr Ts

=

Figura 8. Representacion grafica del ensayo de reconocimiento de contexto. El ensayo se
compone de una primera etapa de entrenamiento (Tr) en la que el animal se expone por primera
vez al contexto. Luego es retirado del contexto durante un tiempo de retencion (Ret.).
Finalmente, se vuelve a colocar al animal en el contexto para evaluar la memoria en la etapa de
testeo (Ts).
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Protocolos utilizados

Se probaron 4 protocolos distintos, compuestos por una o dos sesiones de entrenamiento

de diferente duracion, separadas por un intervalo de tiempo variable, como se describe a

continuacion:

Protocolos de entrenamiento de sesion Unica

Protocolo 1: Tr 10’ + Ret. 1’ + Ts 2’
Protocolo 2: Tr 20’ + Ret. 1’ + Ts 2’

Protocolos de entrenamiento de dos sesiones separadas por un intervalo inter-sesion (ITI)

Ensayo de especificidad de la memoria

Protocolo 3: Tr 10° + ITI 1’+ Tr 10° + Ret. 1’ + Ts 2’ (entrenamiento masivo)

Protocolo 4: Tr 10’ + ITI 20°+ Tr 10’ + Ret. 1’ + Ts 2’ (entrenamiento espaciado)

Para evaluar si la memoria era especifica del contexto y si habia generalizacion del

aprendizaje, se utilizo el Protocolo 1 (Tr 10’ + Ret. 1’ + Ts 2°). El animal se entrend en un

contexto (C1) y en la fase de testeo se lo expuso al mismo contexto, a un contexto similar (C2),

o0 a un contexto distinto (C3) (Figura 9).

A

(.

Tr

Ret.

Ts

Tr

Figura 9. Representacion grafica del ensayo de reconocimiento con cambio de contexto.
Ensayo con entrenamiento (Tr) y testeo (Ts) realizado en el mismo contexto (A), un contexto
similar (B), o un contexto diferente (C).

Ensayo con induccion térmica

Para bloquear la transmision sindptica de neuronas dopaminérgicas se dirigio la expresion

del transgén UAS-shi*! a distintos subgrupos de neuronas por medio de distintas lineas GAL4

(Tabla I). Para incrementar la excitabilidad de neuronas dopaminérgicas se utilizo el transgén
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UAS-TrpAl con las mismas lineas GAL4 (Tabla I). En la etapa de manipulacion térmica, los
animales doble-transgénicos GAL4-UAS fueron expuestos a 30 °C durante 10 min y luego se
realizo el ensayo de reconocimiento con el protocolo 1 (Tr 10’ + Ret. 1’ + Ts 2°), manteniendo
a los animales a 30 °C durante todo el ensayo. En paralelo, animales del mismo genotipo fueron

sometidos al mismo ensayo a 23 °C (Figura 10).

Inicio
o \ : :
30°C Induccidn 10 : Tr 10 /;ITS 2
2900 Desarrollo
Inicio
v
29°0C Desarrollo . Tr 07 182

1 4

Figura 10. Representacion esquematica del ensayo con induccion térmica. Arriba: Ensayo
con induccion térmica. Los animales se desarrollan a 23 °C. Previo al entrenamiento, se realiza
una induccion térmica a 30 ° C durante 10 minutos. Luego los animales se entrenan y se testean
manteniendo la temperatura a 30 °C. Abajo: Ensayo sin induccion térmica. Los animales se
desarrollan a 23 °C. El entrenamiento y el testeo se realizan también a 23 °C.

Equipamiento y condiciones experimentales

Los ensayos se llevaron a cabo en un cuarto oscuro, con luz roja (LED 625 nm) en

condiciones ambientales constantes: 23 °C de temperatura y 70 % de humedad.

Como arenas se utilizaron cajas de Petri plasticas circulares de 58 mm de diametro y 10
mm de alto, que se cubrieron con una tapa plastica circular de 88 mm de diametro con una

perforacion de 10 mm de didmetro en unos de sus bordes para el ingreso de los animales.

Para registrar el comportamiento de los animales se utilizaron dos cajas de PVC
espumado (espesor 3 mm) de color negro, construidas en el laboratorio con las siguientes
dimensiones: 300 x 100 x 100 mm de alto, ancho y profundidad, respectivamente (Figura 11).
En el interior de cada caja de comportamiento se colocaron dos estantes de acrilico blanco
translucido a una altura de 100 y de 200 mm, de forma que quedara dividida en tres
compartimientos: superior, medio e inferior. En el estante inferior se realizd una muesca
semicircular que permitid colocar la arena siempre en la misma posicion. En el estante superior

se hizo una ventana de 20 x 20 mm, donde se ubicé una camara de video de alta definicidén
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(Logitech® HD Pro webcam C910) con la que se registré el comportamiento de los animales
con una frecuencia de adquisicion de 30 Hz. En los compartimientos superior e inferior se
instalaron fuentes de luz blanca para iluminar la arena desde arriba (240 luxes) y desde abajo
(80 Iuxes). Sobre las paredes del compartimiento medio se colocaron tres resistencias eléctricas
y un sensor de temperatura conectado a un termostato digital que mantiene la temperatura
constante a 30 C (Figura 11). Utilizando dichos dispositivos se generaron videos sobre los que

se analiz6 posteriormente el comportamiento.

_____ Camara

_____ Resistencia eléctrica

_____ Arena

Figura 11. Dispositivo para registrar el comportamiento. Compartimiento medio con
resistencias eléctricas que permiten manipular la temperatura. En este sector se coloca la arena.
En el compartimiento superior se ubica la cadmara para registrar el comportamiento. Tanto el
compartimiento superior como en el inferior (no mostrado en la imagen) tienen fuentes de luz.

Analisis del comportamiento

Los videos generados se analizaron con el software ANY-Maze® Video Tracking System
v4.98. Para el andlisis de la conducta se cuantifico la distancia recorrida y se dividié en

segmentos de 30 segundos.

A partir de los datos de distancia recorrida se crearon mapas de trayectoria (Figura 12)

que permitieron controlar que el software realizara un seguimiento adecuado del animal.
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Figura 12. Analisis de la conducta. Imagen representativa del rastreo de la actividad de un
animal en la arena. El punto azul indica el inicio del registro, el punto rojo indica el final.
Normalizacion de los datos

La actividad en cada segmento de 30 segundos, medida como distancia recorrida, se
normalizoé a la actividad inicial (la actividad registrada en el primer segmento de 30 segundos).
Este procedimiento se llevd a cabo con los valores de actividad obtenidos durante todo el
ensayo, a fin de eliminar las diferencias de comportamiento entre individuos. Todos los analisis

posteriores se realizaron con los valores normalizados a la actividad inicial.

Habituacion al contexto

La habituacion al contexto se calculdé como la proporcion entre la actividad exploratoria

al final (F) y al inicio (I) del entrenamiento.
H=F/I (4))
Valores menores a 1 indican que la actividad es mas baja en el final que en el inicio del
entrenamiento, compatible con un comportamiento de habituaciéon. Valores mayores o
indistinguibles de 1 indicarian ausencia de habituacion.

Memoria de reconocimiento de contexto

La memoria de reconocimiento de contexto se calculé como la proporcion entre la

actividad al inicio del testeo (Post) y al inicio del entrenamiento (Pre).

M = Post / Pre ?2)
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Valores menores a 1 indican que la actividad es mas baja en el inicio del testeo que en el
inicio del entrenamiento, compatible con una memoria de habituaciéon. Valores mayores a 1
indican que la actividad es mas alta en el inicio del testeo que en el inicio del entrenamiento,
compatible con una memoria de sensibilizacion. Valores que no difieren estadisticamente de 1

indicarian ausencia de memoria.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el software Prism version 6.01 (GraphPad) y
G*Power 3.1. Se uso la prueba de D'Agostino & Pearson para evaluar normalidad de los datos
y la prueba de Bartlett para homogeneidad de varianzas. Para el andlisis tanto de habituacién

como de memoria se usaron las siguientes pruebas no paramétricas:

. Prueba de Friedman de comparaciones multiples, seguida de correcciéon de Dunn para
comparar los segmentos de actividad durante la etapa de entrenamiento o de re-exposicion
al contexto.

. Prueba de Wilcoxon unidireccional para comparar datos pareados (actividad inicial contra
actividad final y actividad pre-entrenamiento contra actividad post-entrenamiento).

J Prueba de Mann Whitney para comparar habituaciéon o memoria entre dos condiciones
diferentes.

. Prueba de Kruskal-Wallis, seguida de prueba de comparaciones multiples de Dunn, para

comparar habituacion o memoria entre mas de dos grupos.

Se determind que era necesario un n=12 para obtener una potencia estadistica de 0.80,
calculada con el programa G*Power. Se utilizo6 este n para todos los experimentos con genotipo
silvestre, excepto cuando se compar6 habituacion, memoria inmediata y memoria a 24 hs entre
los genotipos silvestre y dnc!, ya que en estos ensayos dnc’ mostrd una variabilidad mayor,
requiriéndose un n=21 para mantener la potencia estadistica de 0.80. Los experimentos con
animales doble-transgénicos se realizaron con la cantidad de réplicas que se habia definido para
el genotipo silvestre (n=12), pero luego de terminar la fase experimental de esta tesis se

identifico que este tamafio muestral mostraba una potencia de 0.23.

Para comparar coeficientes de variacion se utilizé el programa MedCalc (comparacion

de coeficientes de variacion segiin Forkman 2009).
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RESULTADOS

A continuacion, se presentan estudios de animal tnico, donde se exploraron y
caracterizaron distintos aspectos de la conducta animal en las fases de entrenamiento y testeo

de la memoria al contexto.

Seccion A. Ensayo conductual y caracterizacion del comportamiento del
animal de genotipo silvestre

El ensayo de reconocimiento de contexto consistid en tres fases: el entrenamiento, el
periodo de retencion de la memoria y el testeo de la memoria. En el entrenamiento el animal se
expuso a un contexto (arena vacia) durante 10 o 20 minutos. Luego se retir6 de la arena y se
coloco en un vial apartado de la luz por un periodo de retencion de duracion variable segin el
protocolo experimental. Finalmente, se volvié a ubicar en la arena durante 2 minutos para

evaluar la memoria (ver Materiales y Métodos).

Habituacion de la actividad exploratoria durante el entrenamiento

El objetivo de este andlisis fue identificar uno o mas protocolos de utilidad para investigar
la habituacion de la actividad exploratoria y la memoria de reconocimiento de contexto. En esta

etapa se utilizaron animales de genotipo silvestre de la linea Canton-S (CS).

Durante la fase de entrenamiento, la actividad exploratoria de los animales parecia
reducirse en funcion del tiempo de duracion del ensayo. Para analizar este comportamiento se
cuantifico la actividad exploratoria como distancia recorrida en cm durante todo el ensayo en
segmentos de 30 segundos. La habituacion, una caida significativa en la actividad exploratoria
al final del ensayo respecto al segmento inicial del registro, se observo tanto en el protocolo de
10 como en el de 20 minutos (Figura 13). Esta caida en la actividad locomotora no corresponde
a fatiga ya que ante una manipulacion de deshabituacion el animal vuelve a tener una alta
actividad. Este comportamiento es consistente con la habituacion observada en vertebrados e

invertebrados (Liu, Davis, et al. 2007; Typlt, Mirkowski, et al. 2013).
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Figura 13. Caida de la actividad exploratoria durante una sesion de entrenamiento.
Arriba: Representacion esquematica del protocolo de entrenamiento. Abajo: Distancia recorrida
absoluta para cada segmento de 30 segundos durante una sesion de entrenamiento de 10 minutos
(A) o 20 minutos (B). En cada columna se muestra un segmento de 30 segundos, indicando la
mediana y el rango intercuartil. P-valor, prueba de Friedman de comparaciones multiples,
seguida de correccion de Dunn, n=12.

Para el estudio del decaimiento de la actividad, los valores de cada punto de tiempo fueron
normalizados al valor inicial, a fin de eliminar la variacion entre los individuos, como en
estudios previos (Typlt, Mirkowski, et al. 2013). Esta operacion se aplicd para analizar los

resultados de todos los ensayos posteriores.

Utilizando los valores de distancia recorrida normalizados, se detectd habituacion en los
protocolos de 10 y 20 minutos de entrenamiento, llegando a valores cercanos a cero luego 13

minutos (Figura 14).

Pagina 32 de 77



U ADE 2% ROL DE LA NEUROMODULACION DOPAMINERGICA EN EL
AU
~~ RECONOCIMIENTO DE CONTEXTO

D’Odorico, Carolina Paula

A

Tr 10

N

D= 0.0007

N

Distancia recorrida [norm]

o

30 90 150 210 270 330 390 450 510 570

e I

0= 0.0007

N

N

Distancia recorrida [norm]

sl 1]

!
30 90 150 210 270 330 390 450 510 570 630 690 750 810 870 930 990 1050 1110 1170

o

Figura 14. Caida de la actividad exploratoria normalizada en protocolos de una sesion de
entrenamiento. Arriba: Representacion esquematica del protocolo de entrenamiento. Abajo:
Distancia recorrida normalizada en cada segmento de 30 segundos durante una sesion de
entrenamiento de 10 minutos (A) o 20 minutos (B). En cada columna se muestra un segmento
de 30 segundos, indicando la mediana y el rango intercuartil. P-valor, prueba de Friedman de
comparaciones multiples, seguida de correccion de Dunn, n=12.

Para simplificar el analisis de habituacion y permitir una comparacion equivalente entre
los ensayos de distinta duracion, s6lo se compard el segmento inicial y final de la curva. Esto
se llevo a cabo mediante un analisis de diferencias pareadas (Figura 15). Con estos valores

normalizados se calcul6 la habituacion (H) (ver Ecuacion 1).

Se observo una diferencia significativa entre la actividad al inicio y la actividad al final
del entrenamiento de cada animal en el protocolo de 10 y 20 minutos, indicando que en ambos

casos hubo habituacion (Figura 15) y validando el uso de este tipo de comparacion.
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Figura 15. Caida de la actividad exploratoria durante el entrenamiento en protocolos de
una sesion. (A) Representacion esquemadtica de la etapa de entrenamiento. (B-C) Arriba:
Representacion esquematica del protocolo de entrenamiento. Abajo: Diferencias pareadas entre
la distancia recorrida al inicio (Tr(i)) y al final (Tr(f)) de una sesion de entrenamiento de 10
minutos (B) o 20 minutos (C). Cada punto representa un individuo. P-valor, prueba de
Wilcoxon para datos pareados, n=12.

Si bien el protocolo de 20 minutos de entrenamiento parece generar una habituacion mas
fuerte, no se detectaron diferencias significativas entre 10 y 20 minutos de entrenamiento

(Figura 16).

La mediana de la habituacion en el protocolo de 20 minutos fue cercana a 0, y la mayor
parte de los individuos se situaron alrededor de este valor, mostrando que tuvieron una fuerte
habituacion. Los animales entrenados con el protocolo de 10 minutos tuvieron mayor dispersion
en sus valores de habituacion, con una mediana cercana a 0,5. Estos resultados muestran que

los dos protocolos pueden ser utilizados, ya que en ambos hubo habituacion.
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Figura 16. Habituacion en moscas entrenadas con una sesion de 10 o 20 minutos. Diagrama
de dispersion con puntos representando individuos, mostrando la mediana (linea gruesa) y el
rango intercuartil. P-valor, prueba de Mann-Whitney, n= 12.

En resumen, estos experimentos permiten concluir que las condiciones utilizadas de
iluminacion, humedad, duracion del ensayo y tipo de contexto son adecuadas para evaluar un

proceso cognitivo como la memoria de habituacion a un contexto.

Memoria de reconocimiento de contexto

En el entrenamiento, los animales mostraron una clara habituacion, indicando que son
capaces de identificar el contexto durante el ensayo y formar una memoria. Sin embargo, aun
habia que determinar si este breve entrenamiento seria suficiente para formar una memoria que
persista y si el animal podria reconocer el contexto en el futuro. Para contestar esta pregunta se
entrenaron animales durante 10 minutos. Luego se los retir6 de la arena durante 1 minuto y se
los volvié a exponer al mismo contexto durante 2 minutos mas. El comportamiento que se

observo fue mas complejo de lo esperado.

Cuando se expuso a los animales por segunda vez al mismo contexto, éstos mostraron
una mayor actividad respecto a la actividad al inicio del entrenamiento, revelando memoria al
contexto. Se nombr¢ a esta actividad inicial como actividad dependiente de memoria (ADM).
Esta respuesta con una actividad mayor a 1 se mantuvo aproximadamente por 30 a 60 segundos.
Luego los animales comenzaron a reducir su actividad nuevamente, lo que se interpreta como

la respuesta a un re-entrenamiento, de modo que se nombré a esta segunda fase actividad
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dependiente de re-entrenamiento (ADR) (Figura 17). Dadas estas dos fases, la memoria al

contexto no deberia ser testeada durante un periodo arbitrario, sino durante la fase de ADM.
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Figura 17. Una segunda exposicion al contexto desencadena actividad dependiente de
memoria, seguida de actividad dependiente de re-entrenamiento. Arriba: Representacion
esquematica del protocolo de entrenamiento. Abajo: Histogramas, en segmentos de 30
segundos, de la memoria durante el testeo, mostrando la reduccion de actividad en el tiempo.
Las barras muestran la mediana y el rango intercuartil luego de una sesidén de entrenamiento de
10 minutos (A) o 20 minutos (B). P-valor, prueba de Friedman de comparaciones multiples,
seguida de correccion de Dunn, n=12.

Para determinar cuando y por cuanto tiempo seria adecuado testear la memoria, se analizo
la respuesta de los animales durante el testeo de memoria en segmentos de 30 segundos. La
mayoria de los animales mostr6é la mayor actividad en los primeros 30 segundos del testeo y

solo algunos pocos en el segundo segmento.

El porcentaje de animales que respondié con mayor actividad durante los primeros 30
segundos fue del 67% en moscas naive (sin previa exposicion al contexto), y de 75% o 92%
luego de 10 o 20 minutos de entrenamiento respectivamente (Figura 18). Este aumento
progresivo sugiere que la proporcion de animales que respondieron con mayor actividad en el

primer segmento aumenta con la fuerza del entrenamiento.
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Figura 18. Porcentaje de animales con mayor actividad en el primer o el segundo
segmento de testeo. Grafico de barras apiladas mostrando el porcentaje de animales con mayor
actividad en el primer o el segundo segmento de 30 segundos de testeo, para animales sin
entrenar (Naive), o entrenados con una sesion de 10 minutos (10°x1) o de 20 minutos (20°x1).
n=12.

En funcion de estos resultados, se decidio evaluar la memoria como la distancia recorrida
durante los primeros 30 segundos de testeo, a fin de evitar el decaimiento de la actividad,

presumiblemente como respuesta a un re-entrenamiento.

Tanto el protocolo de 10 minutos de entrenamiento como el de 20 mostraron un aumento
significativo de actividad del segmento inicial del testeo respecto al segmento inicial del
entrenamiento (Figura 19). Esto indica que ambos protocolos son viables para estudiar la

memoria de contexto.
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Figura 19. La memoria de contexto en moscas silvestres se revela como una mayor
actividad exploratoria. Arriba: Representacion esquematica del protocolo de entrenamiento.
Abajo: Diferencias pareadas entre la distancia recorrida al inicio del entrenamiento (Pre) y un
minuto después del entrenamiento (Post). Los entrenamientos consistieron en una sesion de 10
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minutos (A) o 20 minutos (B). Cada punto representa un animal. P-valor, prueba de Wilcoxon
para datos pareados, n=12.

Aunque los animales entrenados bajo ambos protocolos mostraron memoria de
contexto, para comprender mejor el impacto de la duracion del entrenamiento en la memoria
generada, se compard la memoria inmediata en ambos casos. Se observd una memoria
levemente superior en los animales entrenados con el protocolo de 20 minutos, con una mediana
superior a 1,5 (Figura 20). Sin embargo, dado que el protocolo de 10 min también genero
resultados robustos y una memoria significativa, se decidio utilizar este protocolo, que es mas

corto, en los ensayos posteriores.
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Figura 20. Memoria de contexto en moscas entrenadas con una sesion. Diagrama de
dispersion, cada punto representa un individuo, barras gruesas indicando medianas y barras
finas indicando rango intercuartil. El protocolo de entrenamiento fue de 10 minutos (10°) o 20
minutos (20”). P-valor, prueba de Mann-Whitney, n=12.

Protocolos de dos sesiones de entrenamiento

Esta bien establecido que la repeticion del entrenamiento mejora el nivel de memoria. E1
nivel de memoria se incrementa ain mas cuando las sesiones se presentan espaciadas en el

tiempo (Ebbinghaus 1885; Pagani, Oishi, et al. 2009).

Para determinar si esta propiedad también es valida para memoria de contexto y
comprobar si un protocolo de dos sesiones genera mayor memoria que uno de Unica sesion, se
disefiaron dos protocolos de dos sesiones de entrenamiento: uno masivo, compuesto por dos

sesiones de 10 minutos cada una, separadas por un intervalo inter-sesion (ITI) de 1 minuto; y
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uno espaciado, conformado por las mismas sesiones de entrenamiento, pero separadas por un

intervalo de 20 minutos.

La habituacion se midio comparando la actividad al inicio de la primera sesion de
entrenamiento con la actividad al final de la segunda sesion. Con ambos protocolos los animales
mostraron una habituacion significativa (Figura 21), pero se observaron diferencias en la
distribucion de los datos de actividad. Los individuos entrenados con el protocolo masivo
tuvieron una distribucion considerablemente homogénea en todo el rango de datos. En
contraste, los animales entrenados con el protocolo espaciado se dividieron claramente en dos
grupos: uno con alta habituacién (actividad final cercana a 0) y uno con baja habituacién
(actividad final cercana a 1). A partir de estos resultados nos preguntamos si el nivel de
habituacion y el nivel de memoria podrian estar relacionados, es decir que una habituacion alta

podria generar una mayor memoria inmediata al contexto. Esta hipotesis se analiza mas

adelante.
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Figura 21. Caida de la actividad exploratoria durante un entrenamiento masivo o
espaciado. (A) Representacion esquematica de la etapa de entrenamiento. (B-C) Arriba:
Representacion esquematica del protocolo de entrenamiento. Abajo: Diferencias pareadas entre
la distancia recorrida al inicio (Tr(i)) y al final (Tr(f)) del entrenamiento en protocolos de dos
sesiones de 10 minutos espaciadas por 1 minuto (B) o 20 minutos (C). Cada punto representa
un individuo. P-valor, prueba de Wilcoxon para datos pareados, n=12.

No se observo diferencia al comparar la habituacion generada por los protocolos de dos
sesiones masivo y espaciado (Figura 22), sugiriendo que el espaciamiento de las sesiones de

entrenamiento no produce un efecto en la memoria de habituacion.
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Figura 22. Habituacién en moscas entrenadas con dos sesiones. Diagrama de dispersion con
puntos indicando individuos, barras gruesas indicando medianas y barras finas rango
intercuartil. El protocolo de entrenamiento fue de dos sesiones de 10 minutos cada una,
separadas por 1 minuto (10°x2 masivo) o 20 minutos (10°x2 espaciado). P-valor, prueba de
Mann-Whitney, n= 12.

Al analizar la memoria al contexto (diferencia entre la actividad al inicio del
entrenamiento respecto al inicio del testeo), se observd que los dos protocolos generaron

memoria inmediata comparable (Figura 23).
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Figura 23. Aumento de actividad exploratoria luego de dos sesiones de entrenamiento.
Arriba: Representacion esquematica del protocolo de entrenamiento. Abajo: Distancia recorrida
al inicio del entrenamiento (Pre) y un minuto después del entrenamiento (Post). Los
entrenamientos consistieron en dos sesiones separadas por (A) 1 minuto (masivo) o (B) 20
minutos (espaciado). P-valor, prueba de Wilcoxon para datos pareados, n=12.
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Para definir si la memoria observada era diferente entre ambos protocolos, se comparo
memoria luego de cada uno y, contrario a lo reportado para memoria de largo término, el
espaciamiento de los entrenamientos no produjo diferencias en la memoria inmediata (Figura

24), de forma consistente con estudios previos (Cattaneo, San Martin, et al. 2020).
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Figura 24. Memoria al contexto luego de entrenamiento masivo o espaciado. Diagrama de
dispersion con puntos indicando individuos, barras gruesas indicando medianas y barras finas
rango intercuartil. P-valor, prueba de Mann-Whitney, n= 12.

Como en todos los protocolos probados se observdo memoria, se decidio utilizar el
protocolo de una sesion de 10 minutos para el resto de los experimentos, dado que es mas corto

y sencillo.

Relacion entre la habituacion y la memoria al contexto

Como se vio anteriormente, con el protocolo de dos sesiones de entrenamiento
espaciadas, la actividad de los animales se dividié en dos grupos, uno con alta habituacion y
uno con baja habituacion (Figura 21). Para comprobar si el nivel de habituacion tiene impacto
en el nivel de memoria al contexto se realizd un analisis de correlacion. Este analisis mostro
que no hay una correlacion significativa (p = 0.078), indicando ausencia de una relacion directa

entre el grado de habituacion y la memoria al contexto. Por otro lado, se comparé la memoria
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al contexto en los animales con alto o bajo nivel de habituaciéon, mostrando que no hay

diferencia entre estos grupos (Figura 25).

Estos resultados indican que el nivel de habituacion no tiene una relacion directa con el
nivel de memoria, y no deberia esperarse que un animal que habitia bien luego muestre una

memoria significativa.

3 5 0=02857

Primeros 30 seg de Ts vs Tr

Figura 25. Memoria al contexto en animales con alto o bajo nivel de habituacion. Se separo
a los individuos en dos grupos: uno con bajo nivel de habituacion (H cercano a 1) y otro con
alta habituacion (H cercano a 0) y se calculd la memoria para cada grupo. Diagrama de
dispersion con puntos indicando individuos, barras gruesas indicando medianas y barras finas
indicando rango intercuartil. P-valor, prueba de Mann-Whitney, n=12.

Especificidad de la memoria de contexto

Previamente se identificé un aumento en la actividad al inicio del testeo respecto a la
actividad al inicio del entrenamiento. Esta respuesta fue interpretada como memoria. A fin de
determinar si dicha memoria es especifica de contexto, se disefid un experimento con un solo
contexto de entrenamiento y contextos variables para el testeo. Se definieron 3 grupos: el
primero fue entrenado y testeado en el mismo contexto; el segundo, entrenado en un contexto
y testeado en otro similar; y el tercero, entrenado en un contexto y testeado en otro muy

diferente.

Se observdo memoria tanto en los animales testeados en el mismo contexto como en los

testeados en un contexto similar, pero no en aquellos testeados en un contexto diferente (Figura
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26). Esto sugiere que la memoria generada a partir de este paradigma es especifica de contexto.
Si bien los animales testeados en un contexto similar también mostraron memoria, esta
respuesta se basa en un fendmeno conocido como generalizacion del aprendizaje, que es la
habilidad de generalizar el aprendizaje de estimulos o eventos pasados a situaciones similares.
Se trata de un comportamiento adaptativo que suele estar reducido en algunas patologias como

la esquizofrenia (Shohamy, Mihalakos, et al. 2010).
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Figura 26. La memoria al contexto en moscas silvestres se generaliza ante un contexto
similar, pero no ante uno diferente. (A-C) Arriba: Representacion esquematica del
entrenamiento y el testeo en el mismo contexto (A), en un contexto similar (B) o en un contexto
diferente (C). Abajo: Diferencias pareadas entre la actividad exploratoria al inicio del
entrenamiento (Pre) y al inicio del testeo de memoria (Post). Notese que las moscas mostraron
un aumento significativo en la actividad locomotora cuando fueron testeadas en el mismo
contexto o en uno similar, pero no en un contexto diferente. P-valor, prueba de Wilcoxon para
datos pareados, n =12.

Los resultados de este experimento también permiten confirmar que el aumento de
actividad observado en el inicio del testeo respecto del inicio del entrenamiento efectivamente
era el resultado de una memoria de reconocimiento de contexto, ya que solo ocurrié en un
contexto en el que los animales habian sido expuestos previamente o en uno similar, pero no en
uno distinto. De esta forma se descarta la posibilidad de que el aumento de actividad se debiera
a algun otro motivo, por ejemplo, al estrés generado por la manipulacion del animal entre las

etapas de entrenamiento y testeo.
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Comparacion con mutante clasico de memoria: dnc!

El gen dunce (dnc) codifica una fosfodiesterasa especifica para adenosin monofosfato
ciclico (AMPc), responsable de la degradacion del AMPc. La fosfodiesterasa dnc juega un rol
esencial en la plasticidad neuronal y conductual, incluyendo el desarrollo y la funcion sinéptica,
el comportamiento aprendido, la respuesta a estimulos o el cortejo (Nighorn, Healy, et al. 1991;

Duerr,J. y Quinn 1982; Dudai, Jan, et al. 1976; Koemans, Oppitz, et al. 2017).

El mutante clasico de memoria dnc’ muestra un aprendizaje deficiente en experimentos
de condicionamiento clasico y en habituacion refleja (Asztalos, Arora, et al. 2007; Duerr,J. y
Quinn 1982; Dudai, Jan, et al. 1976). El objetivo de los siguientes experimentos fue determinar

si dnc! también muestra una deficiencia en la habituacion y la memoria al contexto.

Como se menciond anteriormente, se decidio utilizar el protocolo de una tnica sesion de
entrenamiento de 10 minutos para todos los experimentos. Se analizd la habituacion en el
genotipo silvestre y en el mutante dnc’. Contrario a lo que se esperaba, dnc! mostrd una mayor
memoria de habituacién y un comportamiento menos variable que el genotipo silvestre (Figura

27).
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Figura 27. El mutante clasico de memoria dnc’ mostré una memoria de habituacién
mayor. Arriba: Representacion esquematica del protocolo de entrenamiento. Abajo:
Diferencias pareadas entre la distancia recorrida al inicio (Tr(i)) y al final (Tr(f)) del
entrenamiento en moscas de genotipo silvestre (A) o dnc’ (B). Cada punto representa un
individuo. P-valor, prueba de Wilcoxon para datos pareados. (C) Habituacion: diagrama de
dispersion con puntos indicando individuos, barras gruesas indicando medianas y barras finas
indicando rango intercuartil. P-valor, prueba de Mann-Whitney, n=21.
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Se analiz6 también la memoria inmediata de ambos grupos y nuevamente se observaron
resultados contrarios a lo esperado, ya que tanto el grupo silvestre como el grupo dnc! mostraron

memoria, y no hubo diferencias entre ambos (Figura 28).
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Figura 28. El mutante clasico dnc’ no tiene un defecto en memoria de contexto inmediata.
Arriba: Representacion esquematica del protocolo de entrenamiento. Abajo: Diferencias
pareadas entre la distancia recorrida al inicio del entrenamiento (Pre) y un minuto después del
entrenamiento (Post) en moscas de genotipo silvestre (A) o dnc’ (B). Cada punto representa un
individuo. P-valor, prueba de Wilcoxon para datos pareados. (C) Memoria de contexto
inmediata: diagrama de dispersion con puntos indicando individuos, barras gruesas indicando
medianas y barras finas indicando rango intercuartil. P-valor, prueba de Mann-Whitney, n=21.

La memoria a corto plazo y la memoria a largo plazo tienen mecanismos moleculares
subyacentes distintos (Izquierdo, Medina, et al. 1999). Dado que no hubo diferencias en la
memoria inmediata, se decidi6 estudiar la memoria a largo plazo para evaluar si en esta etapa
dnc! presentaba algun tipo de deficiencia. Se entrené a los animales con una sesion tinica de 10
minutos, pero en lugar de realizar el testeo luego de un minuto de finalizado el entrenamiento,
se dejaron pasar 24 horas antes de testear la memoria. Como en el caso anterior, tampoco se
encontré diferencia en la memoria a largo plazo (Figura 29), lo que indica que dnc’no presenta

deficiencias de aprendizaje en un paradigma de reconocimiento de contexto.
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Figura 29. El mutante clisico de memoria dnc’ tiene memoria normal a las 24 horas.
Arriba: Representacion esquematica del protocolo de entrenamiento. Abajo: Diferencias
pareadas entre la distancia recorrida al inicio del entrenamiento (Pre) y 24 horas después del
entrenamiento (Post) en moscas de genotipo silvestre (A) o dnc! (B). Cada punto representa un
individuo. P-valor, prueba de Wilcoxon para datos pareados. (C) Memoria de contexto a las 24
horas: diagrama de dispersion con puntos indicando individuos, barras gruesas indicando
medianas y barras finas indicando rango intercuartil. P-valor, prueba de Mann-Whitney, n=21.

Habiendo comprobado que dnc! tiene un aprendizaje normal con este paradigma, se
decidio estudiar si mostraba diferencias en el comportamiento de generalizacion. Para probarlo,
se volvio a realizar el ensayo con cambio de contexto utilizado anteriormente para evaluar la
especificidad de la memoria. En este caso los animales fueron entrenados en un contexto y
testeados en el mismo contexto o en uno diferente. En ambos casos dnc! mostr6 memoria

(Figura 30).
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Figura 30. La fosfodiesterasa dnc controla la generalizacion de la memoria de contexto.
Arriba: Representacion esquematica del entrenamiento en un contexto y la prueba de memoria
en el mismo contexto o en un contexto diferente. Abajo: Diferencias pareadas entre la actividad
exploratoria al inicio del entrenamiento (Pre) y al inicio del testeo de memoria (Post) en moscas
mutantes dnc! testeadas en el mismo contexto (A) o en un contexto diferente (B). P-valor,
prueba de Wilcoxon unidireccional para diferencias pareadas, n=12.

Se compar6 la memoria de dnc’ con la del genotipo silvestre. Dnc! mostrd una memoria
mas alta, tanto cuando los animales se entrenaron y testearon en el mismo contexto como
cuando se testearon en un contexto distinto (Figura 31). Cabe destacar que el genotipo silvestre
no mostr6 memoria cuando se lo teste6 en un contexto diferente al del entrenamiento (p=
0.2847) (ver Figura 26) pero dnc’ si (p= 0.0034). Este andlisis sugiere que la fosfodiesterasa

dnc participa en el proceso de generalizacion de la memoria de contexto.
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Figura 31. Memoria de moscas silvestres o dnc’ entrenadas y testeadas en el mismo
contexto o en uno diferente. Diagrama de puntos de dispersion mostrando medianas y rango
intercuartil de moscas silvestres (CS) vs mutantes dnc’ testeadas en el mismo contexto (A) o en
uno diferente (B). P-valor, prueba de Mann-Whitney, n=12.

Seccion B. Efecto de la manipulacion de la actividad neuronal sobre la
actividad locomotora y los niveles de aprendizaje y memoria

Esta segunda etapa consistié en la manipulacion por induccion térmica de distintos
grupos de neuronas para evaluar su participacion sobre la actividad locomotora y los niveles de
aprendizaje y memoria. Se utilizo el sistema GAL4-UAS para dirigir los transgenes a grupos
neuronales especificos y manipular la transmision sinaptica o excitabilidad neuronal. Para los
experimentos se utilizo el ensayo de reconocimiento de contexto presentado en las secciones
previas utilizando el protocolo de entrenamiento 1 (Tr 10’ + Ret. 1” + Ts 2”) (ver Materiales y

Meétodos).

Prueba de induccion térmica bajo control regulatorio del sistema GAL4/UAS

Antes de comenzar con los ensayos con induccion térmica sobre poblaciones de
neuronas dopaminérgicas especificas, se realizo una prueba del sistema de expresion a utilizar.
Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que el bloqueo de la transmision sindptica
por medio de UAS-shi*’ en el patron TH-GAL4 (todas las neuronas dopaminérgicas, excepto el
grupo PAM) producia una paralisis casi completa. Por lo tanto, se uso esta estrategia para

confirmar que el sistema GAL4/UAS funcionara correctamente. Se hizo una induccion térmica
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a 30 °C durante 10 minutos en el genotipo TH-GAL4,UAS-shi®!. Luego se los expuso al
contexto por otros 10 minutos manteniendo la temperatura de 30 °C. La distancia recorrida fue
practicamente nula durante todo el ensayo (Figura 32B). En contraste, en animales entrenados
a 23 °C sin induccion térmica, se observo un nivel de actividad relativamente normal (Figura
32A). Estos resultados mostraron una clara diferencia de comportamiento al modificar la
temperatura, indicando que el sistema GAL4/UAS y las condiciones de induccion térmica

funcionaban adecuadamente.
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Figura 32. Actividad exploratoria en moscas TH-GAL4; UAS-shi*! durante una sesion de
entrenamiento de 10 minutos. Distancia absoluta recorrida en funcion del tiempo en
segmentos de 30 segundos a 23 °C (A) o a 30 °C (B). Cada barra representa un segmento de 30
segundos, indicando la mediana y el rango intercuartil. P-valor, prueba de Friedman de
comparaciones multiples, seguida de correccion de Dunn, n=12.

Neuromodulacion dopaminérgica sobre MB

Nuestros analisis de comportamiento previos implicaron a la fosfodiesterasa dnc en la
habituacion y la generalizacion de la memoria de contexto. Por otro lado, ya que dnc se
encuentra enriquecida en neuronas de MBs (Nighorn, Healy, et al. 1991), éste podrian ser el
sitio de la neuromodulacion dopaminérgica en aprendizaje contextual. Para testear esta
hipotesis se estudiaron dos grupos de neuronas dopaminérgicas que modulan la actividad de

MB ((Liu, Plagais, et al. 2012).

Bloqueo de la transmision sindptica en las neuronas del grupo PAM

Las neuronas dopaminérgicas del grupo PAM inervan los 16bulos horizontales de MB y

han sido asociadas con aprendizaje y memoria olfatoria, y también con el procesamiento de
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informacion contradictoria durante la toma de decision y la integracion entre el estado
motivacional de hambre y la formacion de memoria apetitiva (Krashes, DasGupta, et al. 2009;
Aso, Herb, et al. 2012; Liu, Plagais, et al. 2012; Yamagata, Ichinose, et al. 2015; Lewis, Siju,
et al. 2015).

Habituacion

Para manipular la actividad de estas neuronas se utilizo la linea R58E02-GAL4 (Liu,
Plagais, etal. 2012). En este patron, se expresd UAS-shi®!, para bloquear la transmision
sinaptica por medio de induccion térmica. Los animales R58E02-GAL4;UAS-shi®!' no
mostraron habituacion a 23 °C (Figura 33A), indicando que este genotipo, aun con
neurotransmision normal, no logra habituar. En contraste, cuando se bloque6 la transmision
sinaptica del grupo PAM (30 °C) si se observo una caida en la actividad exploratoria (Figura
33B). Estos resultados sugieren que el grupo PAM participa en un mecanismo que naturalmente

previene la habituacion.
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Figura 33. Efecto del bloqueo sinaptico de neuronas del grupo PAM sobre la caida en la
actividad exploratoria. Diferencias pareadas entre la distancia recorrida al inicio (Tr(i)) y al
final (Tr(f)) del entrenamiento a 23 °C (A) o 30 °C (B) en el genotipo R58E02-GAL4,;UAS-
shi*!. Cada punto representa un individuo. P-valor, prueba de Wilcoxon para datos pareados,
n=12.

A fin de evaluar si los transgenes individuales generaban un efecto por si mismos, se
analiz6 el comportamiento del doble transgénico en comparacidon con sus lineas parentales
(R58E02-GAL4;+ y +,;UAS-shi*'). Como se esperaba, a 23 °C no se observaron diferencias en

la habituacion entre los distintos genotipos, ya que en estas condiciones la transmision sindptica
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deberia ser normal. Por otro lado, contrario a lo esperado, a 30 °C no hubo diferencias entre la
habituacion del doble transgénico y sus parentales (Figura 34). Al analizar la distribucion de
los datos, a 23 °C se vio una gran variabilidad en el comportamiento de los dobles transgénicos
(CV 89.47 %), pero cuando se bloqueo la transmision sindptica a 30 °C la heterogeneidad de la
muestra se redujo (CV 53.87 %). A simple vista, este resultado pareceria indicar que el bloqueo
sinaptico de las neuronas del grupo PAM acota la variabilidad del comportamiento. Para testear
esta idea se realizd una comparacion de coeficientes de variacion que mostrd que la diferencia
observada no fue significativa p= 0,2610; (Forkman 2009). De este analisis entonces debe

concluirse que el bloqueo sinaptico de PAM no afecta la variabilidad del comportamiento.

Por otro lado, en los genotipos parentales el comportamiento se volvid mas variable al
aumentar la temperatura (en RSSE02-GAL4,+ el CV pas6 de 27.40 % a 82.04 % y en +,; UAS-
shi*! el CV pas6 de 23.02 % a 51.48 %). Al comparar los coeficientes de variacion, en estos
casos la diferencia fue significativa (p=0.0064 para R58E02-GAL4;+ y p=0.0247 para +,; UAS-

shi**T), sugiriendo un efecto resultante de la interaccion entre los transgenes y la temperatura.
Estos resultados en conjunto muestran que el grupo PAM no esta involucrado en la
habituacion.
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Figura 34. Efecto del bloqueo sindptico de neuronas del grupo PAM sobre la habituacion.
Habituacion a 23 °C (A) o a 30 °C (B) en R58E02-GAL4,;UAS-shi®! (R58,shi-ts1) y sus lineas
parentales R58E02-GAL4;+ (R58;+) y +;UAS-shi®! (+;shi-tsI) durante el entrenamiento de 10
minutos. Diagrama de dispersion con puntos representando individuos, mostrando la mediana
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(linea gruesa) y el rango intercuartil. P-valor, prueba de Kruskal-Wallis seguida de prueba de
Dunn para comparaciones multiples, n=12.

Memoria inmediata

Una vez analizada la habituacidon, se evaludé la memoria inmediata al bloquear la
transmision sindptica del grupo PAM. A 23 °C los animales R58E02-GAL4,;UAS-shi*! no
mostraron memoria (Figura 35A). La falta de memoria podria indicar que la sola presencia de
los transgenes produce un efecto en el aprendizaje. En este caso también debe tenerse en cuenta
que hubo una variabilidad alta entre individuos (CV 63.60%) por lo que un entrenamiento mas
fuerte o un mayor tamafio muestral podria llevar a resultados mas concluyentes. A 30 °C
tampoco se observé memoria inmediata (Figura 35B). Considerando que el comportamiento no
fue distinto al aumentar temperatura, se debe concluir que la actividad del grupo PAM no es
necesaria para la memoria de contexto. Los resultados observados parecen estar mas
relacionados con la presencia de los transgenes en si mismos que con la manipulacion de la

actividad neuronal.
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Figura 35. Efecto del bloqueo sinaptico de las neuronas del grupo PAM sobre la actividad
exploratoria post entrenamiento. Diferencias pareadas entre la distancia recorrida al inicio
del entrenamiento (Pre) y al inicio del testeo (Post) a 23 °C (A) o a 30 °C (B) en el genotipo
R58E02-GAL4;UAS-shi*!. Cada punto representa un individuo. P-valor, prueba de Wilcoxon
para datos pareados, n=12.
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Al comparar la memoria de R58E02-GAL4;UAS-shi*! con sus genotipos parentales
(R58E02-GAL4;+ y +;UAS-shi®*!), no se vieron diferencias ni a 23 ni a 30 °C, apoyando la
interpretacion de que las neuronas del grupo PAM no participan de la memoria de contexto
(Figura 36). Al igual que para habituacion, en memoria inmediata se observo una reduccion no
significativa de la variabilidad en el comportamiento de los animales dobles transgénicos al

aumentar la temperatura (el CV pasé de 63.30% a 46.07%; p= 0,4133; (Forkman 2009).

A B
23°C 30°C

Primeros 30 seg de Ts vs Tr
Primeros 30 segde Ts vs Tr

Figura 36. Efecto del bloqueo sindptico de neuronas del grupo PAM sobre la memoria
inmediata. Memoria de contexto a 23 °C (A) o a 30 °C (B) en R58E02-GAL4,; UAS-shi*!
(R58;shi-ts) y sus genotipos parentales R5S8E02-GAL4;+ (R58;+) y +,UAS-shi! (+;shi-tsI)
luego de un entrenamiento de 10 minutos. Diagrama de dispersion con puntos representando
individuos, mostrando la mediana (linea gruesa) y el rango intercuartil. P-valor, prueba de
Kruskal-Wallis seguida de prueba de Dunn para comparaciones multiples, n= 12.

Aumento de la transmision sindptica en las neuronas del grupo PAM

Para confirmar la interpretacion del fenotipo conductual observado con RS58E(2-
GAL4,;UAS-shi®!, se realizaron experimentos con induccion térmica para aumentar la
transmision sinaptica de las DANs del grupo PAM. Estas manipulaciones se hicieron
expresando el canal cationico TrpA1l en el patron R58E02-GAL4 por medio del sistema

GAL4/UAS.
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Habituacion
Los animales R58E(02-GAL4;UAS-TrpA 1 mostraron habituacion a 23 °C, pero no a 30

°C, sugiriendo que las neuronas del grupo PAM regulan la habituacion (Figura 37).

2 3::: C 3 0‘:’ C
E 5o p-0w0% E 5o =00
o o
£ £
o 4 s 4
S S
s 3 £ 3
8 8
o 2 o 2
(&) o
g g
» ®»
5 0 5 o0
48 /\’\Q &k'\\\ /\«®

Figura 37. Efecto del aumento de la excitabilidad en neuronas del grupo PAM sobre la
caida de la actividad exploratoria. Diferencias pareadas entre la distancia recorrida al inicio
(Tr(1)) y al final (Tr(f)) del entrenamiento a 23 °C (A) o a 30 °C (B) en el genotipo R58E(2-
GAL4;UAS-TrpAl. Cada punto representa un individuo. P-valor, prueba de Wilcoxon para
datos pareados, n=12.

Sin embargo, al comparar la habituacion de R58E02-GAL4,; UAS-TrpAl con sus lineas
parentales (RS8E02-GAL4,+ y +;UAS-TrpAl) no se vieron diferencias con o sin induccion
térmica (Figura 38). Este resultado, junto con los experimentos de bloqueo sinaptico (Figura

34), confirmaria la interpretacion de que el grupo PAM no participa en la habituacion.
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Figura 38. Efecto del aumento de la excitabilidad en neuronas del grupo PAM sobre la
habituacion. Habituacion a 23 °C (A) o a 30 °C (B) en RSS8E02-GAL4;UAS-TrpAl
(R58,TrpAl) y sus lineas parentales R58E02-GAL4,;+ (R58;+) y +,UAS-TrpAl (+;TrpAl)
luego de un entrenamiento de 10 minutos. Diagrama de dispersion con puntos representando
individuos, mostrando la mediana (linea gruesa) y el rango intercuartil. P-valor, prueba de
Kruskal-Wallis seguida de prueba de Dunn para comparaciones multiples, n=12.

Memoria inmediata

Se evaluo luego el efecto de aumentar la excitabilidad en neuronas del grupo PAM sobre
la memoria inmediata. El genotipo R58E02-GAL4;UAS-TrpA 1 mostré memoria inmediata a 23
°C, pero no a 30 °C (Figura 39), sugiriendo que las neuronas del grupo PAM regulan la memoria

de contexto.
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Figura 39. Efecto del aumento de la excitabilidad en neuronas del grupo PAM sobre la
actividad exploratoria post entrenamiento. Diferencias pareadas entre la distancia recorrida
al inicio del entrenamiento (Pre) y al inicio del testeo (Post) a 23 °C (A) o a 30 °C (B) en el
genotipo RS8E02-GAL4, UAS-TrpAl. Cada punto representa un individuo. P-valor, prueba de
Wilcoxon para datos pareados, n=12.

Sin embargo, cuando se compard la memoria de R58E(02-GAL4,;UAS-TrpA1l con sus
genotipos parentales (RSSE02-GAL4,+ y +;UAS-TrpAl) no se vieron diferencias a 23 ni a 30
°C (Figura 40). Estos resultados sugieren que el grupo PAM no participa en la memoria de
contexto o que sus efectos son muy pequenios para ser detectados con el tamafio muestral y el
protocolo utilizados. Cabe destacar que con el aumento de la excitabilidad neuronal en el patron
R58E02-GAL4 se vio incrementada la variabilidad de la memoria (Figura 41; el coeficiente de
variacion de R58E02-GAL4;UAS-TrpAl pas6 de 21,17% a 49,49%; p= 0.0171 con prueba
realizada segun Forkman 2009). A su vez, el bloqueo sinaptico en estas neuronas habia
mostrado una reduccion no significativa de la variabilidad (Figura 37). Estas observaciones
sugieren que las DANs del grupo PAM no impactan en la mediana de memoria de contexto,
pero si podrian influir en una tendencia a modificar la heterogeneidad del comportamiento entre

individuos.
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Figura 40. Efecto del aumento de la en neuronas del grupo PAM sobre la memoria
inmediata. Memoria de contexto a 23 °C (A) o a 30 °C (B) en R58E02-GAL4,;UAS-TrpAl
(R58,TrpAl) y sus lineas parentales R58E02-GAL4,;+ (R58;+) y +,UAS-TrpAl (+;TrpAl)
luego de un entrenamiento de 10 minutos. Diagrama de dispersion con puntos representando
individuos, mostrando la mediana (linea gruesa) y el rango intercuartil. P-valor, prueba de
Kruskal-Wallis seguida de prueba de Dunn para comparaciones multiples, n=12.

Bloqueo de la transmision sindptica en las neuronas del grupo PPL1

Las neuronas protocerebrales posteriores laterales (PPL1) inervan los 16bulos verticales
de MB (Mao y Davis 2009) y han sido relacionadas con la transmision del refuerzo negativo en

condicionamiento olfatorio (Aso, Herb, et al. 2012).

Habituacion
Para manipular la actividad de estas neuronas se utiliz6 la linea TH-D4-GAL4, expresando

UAS-shi*! en este patron para bloquear la transmision sindptica por medio de induccion térmica.

Los animales TH-D4-GAL4, UAS-shi®! no mostraron habituacion a 23 °C (Figura 41A),
evidenciando dificultad de este genotipo para habituar a pesar de que la neurotransmision era
normal. En cambio, al bloquear la transmision sinaptica del grupo PPL1 (30 °C), si se observo
una caida significativa en la actividad exploratoria (Figura 41B), sugiriendo que la actividad

del grupo PPL1 previene la habituacion.
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Figura 41. Efecto del bloqueo sinaptico de neuronas del grupo PPL1 sobre la caida en la
actividad exploratoria. Diferencias pareadas entre la distancia recorrida al inicio (Tr(i)) y al
final (Tr(f)) del entrenamiento a 23 °C (A) o a 30 °C (B) en el genotipo TH-D4-GAL4,;UAS-
shi*!. Cada punto representa un individuo. P-valor, prueba de Wilcoxon para datos pareados,
n=12.

Para evaluar si los transgenes individuales generan un efecto por si mismos, se comparo
la habituacion del doble transgénico TH-D4-GAL4;UAS-shi*! con sus respectivos parentales
(TH-D4-GAL4,;+ y +,;UAS-shi*"). Conforme a lo esperado, en condiciones de transmision
sinaptica normal (23 °C) no hubo diferencias de habituacion entre los distintos genotipos
(Figura 42A). Por otro lado, al bloquear la transmision sinaptica a 30 °C tampoco se observaron
diferencias entre la habituacion del doble transgénico y sus parentales, contrario a lo esperado
(Figura 42B). Al analizar la distribucion de los datos, a 23 °C se vio una variacion alta entre
individuos dobles transgénicos (CV 66.96%) pero a 30 °C esta variacion se redujo (CV 23.33%j;
p= 0.0056), sugiriendo que el bloqueo sinaptico de las neuronas del grupo PPL1 acota la

variabilidad de la habituacion.
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Figura 42. Efecto del bloqueo sinaptico de neuronas del grupo PPL1 sobre la habituacion.
Habituacion a 23 °C (A) 0 a 30 °C (B) en TH-D4-GAL4; UAS-shi*' (TH-D4, shi-ts1) y sus lineas
parentales TH-D4-GAL4,;+ (TH-D4,;+) y +,;UAS-shi*! (+,shi-tsI) luego de un entrenamiento
de 10 minutos. Diagrama de dispersion con puntos representando individuos, mostrando la
mediana (linea gruesa) y el rango intercuartil. P-valor, prueba de Kruskal-Wallis seguida de
prueba de Dunn para comparaciones multiples, n=12.

Memoria inmediata

Luego se evalu6 la memoria inmediata al bloquear la transmision sinaptica del grupo
PPL1. TH-D4-GAL4;UAS-shi*! mostr6 memoria a 23 °C tal como se esperaba (Figura 43A).
En cambio, a 30 °C no se observé memoria, sugiriendo que la actividad de PPL1 es necesaria

para la memoria inmediata (Figura 43B).
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Figura 43. Efecto del bloqueo sinaptico de las neuronas del grupo PPL1 sobre la actividad
exploratoria post entrenamiento. Diferencias pareadas entre la distancia recorrida al inicio
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del entrenamiento (Pre) y al inicio del testeo (Post) a 23 °C (A) o a 30 °C (B) en el genotipo
TH-D4-GAL4;UAS-shi*!. Cada punto representa un individuo. P-valor, Prueba de Wilcoxon
para datos pareados, n= 12.

Sin embargo, al comparar la memoria de TH-D4-GAL4,; UAS-shi®! con sus parentales
(TH-D4-GALA4,+y +,;UAS-shi®') no se observaron diferencias ni a 23 °C ni a 30 °C, sugiriendo
que las DANs del patron TH-D4-GAL4 no participan en dicho comportamiento (Figura 44).
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Figura 44. Efecto del bloqueo sinaptico de neuronas del grupo PPL1 la memoria
inmediata. Memoria de contexto a 23 °C (A) o a 30 °C) (B) en TH-D4-GAL4, UAS-shi*! (TH-
D4;shi-tsI) y sus lineas parentales TH-D4-GAL4;+ (TH-D4,;+) y +;UAS-shi®! (+,shi-tsI)
luego de un entrenamiento de 10 minutos. Diagrama de dispersion con puntos representando
individuos, mostrando la mediana (linea gruesa) y el rango intercuartil. P-valor, prueba de
Kruskal-Wallis seguida de prueba de Dunn para comparaciones multiples, n=12.

Aumento de la transmision sindptica en las neuronas del grupo PPL1

Los experimentos anteriores sugirieron que PPL1 no participa en la habituacion al
contexto o en el reconocimiento de contexto. A fin de confirmar estos resultados, se realizaron
ensayos con induccion térmica para aumentar la excitabilidad de las neuronas de PPL1 por

medio de la expresion de UAS-TrpAI en el patron TH-D4-GALA4.
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Habituacion
Los animales TH-D4-GAL4;UAS-TrpA I mostraron habituacion a 23 © C, pero no a 30 °C,
apoyando la hipotesis de que las neuronas del grupo PPL1 regulan la habituacion (Figura 45).
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Figura 45. Efecto del aumento de la transmision sindptica en neuronas del grupo PPL1
sobre la caida de la actividad exploratoria. Diferencias pareadas entre la distancia recorrida
al inicio (Tr(1)) y al final (Tr(f)) del entrenamiento a 23 °C (A) o a 30 °C (B) en el genotipo TH-
D4-GAL4;UAS-TrpAl. Cada punto representa un individuo. P-valor, Prueba de Wilcoxon para
datos pareados, n=12.

Pero al comparar la habituacion de TH-D4-GAL4,UAS-TrpA 1 con sus lineas
parentales (TH-D4-GAL4,;+ y +;UAS-TrpAl) no se observaron diferencias significativas,

indicando que estas neuronas no participan en la habituacion (Figura 46).
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Figura 46. Efecto del aumento de la transmision sinaptica en neuronas del grupo PPL1
sobre la habituacion. Habituacion a 23 °C (A) o a 30 °C (B) en TH-D4-GAL4,UAS-TrpAl
(TH-D4,;TrpAl)y sus lineas parentales TH-D4-GAL4;+ (TH-D4,+)y +, UAS-TrpAl (+,;TrpAl)
luego de un entrenamiento de 10 minutos. Diagrama de dispersion con puntos representando
individuos, mostrando la mediana (linea gruesa) y el rango intercuartil. P-valor, prueba de

Kruskal-Wallis seguida de prueba de Dunn para comparaciones multiples, n=12.

Memoria inmediata

Posteriormente se evaluo el efecto de aumentar la excitabilidad en neuronas del grupo

PPL1 sobre la memoria inmediata. El genotipo TH-D4-GAL4,;UAS-TrpAI mostr6 memoria

inmediata a 23 °C (Figura 47A), pero no a 30 °C, sugiriendo que las neuronas del grupo PPL1

regulan la memoria de contexto (Figura 47B).

A

23°C

T 3 0= 0.0045

o

&

©

£ 2

o

(5]

8

o1

o

C

©

»

8 o
@ 2
Q QO

30°C
= = 07387
E 3797
o
=)
S 2
E
o
]
o 1
o
C
IS
g8 o
X
Q@ Qo"v

Figura 47. Efecto del aumento de la transmision sinaptica en neuronas del grupo PPL1
sobre la actividad exploratoria post entrenamiento. Diferencias pareadas entre la distancia
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recorrida al inicio del entrenamiento (Pre) y al inicio del testeo (Post) a 23 °C (A) o a 30 °C (B)
en el genotipo TH-D4-GAL4;UAS-TrpA 1. Cada punto representa un individuo. P-valor, Prueba
de Wilcoxon para datos pareados, n= 12.

Cuando se compard la memoria de TH-D4-GAL4;UAS-TrpAl con sus genotipos
parentales (TH-D4-GAL4,+ y +;UAS-TrpAI) no se vieron diferencias a 23 °C, asi como
tampoco a 30 °C (Figura 48).
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Figura 48. Efecto del aumento de la transmision sinaptica en neuronas del grupo PPL1
sobre la memoria inmediata. Memoria de contexto a 23 °C (A) o 30 °C (B) en TH-D4-
GAL4;UAS-TrpAl (TH-D4,TrpAl) y sus lineas parentales TH-D4-GAL4;,+ (TH-D4,+) y
+,UAS-TrpAl (+,TrpAl) luego de un entrenamiento de 10 minutos. Diagrama de dispersion
con puntos representando individuos, mostrando la mediana (linea gruesa) y el rango
intercuartil. P-valor, prueba de Kruskal-Wallis seguida de prueba de Dunn para comparaciones
multiples, n=12.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Seccion A. Ensayo conductual y caracterizacion del comportamiento del
animal de genotipo silvestre

En este trabajo, el primer paso fue caracterizar un ensayo que permitiera estudiar el
aprendizaje y la memoria en un comportamiento que involucraba el reconocimiento de
contexto. En base a estudios previos sobre comportamiento exploratorio en arenas abiertas
(Soibam, Mann, et al. 2012), disefiamos un ensayo que consistio en exponer a un animal a un
contexto previamente desconocido, con claves visuales que le permitieran identificarlo. Los
animales entrenados con este paradigma mostraron una alta actividad locomotora inicial,
seguida por una reduccion estable de la misma, coincidente con lo observado por Soibam y
coherente con un proceso de habituacion. Asimismo, al exponer a los animales al contexto por
segunda vez luego de un intervalo, se observé un aumento de actividad locomotora respecto al
nivel de actividad al inicio del entrenamiento, sugiriendo una memoria de sensibilizacioén. En
conjunto, estos resultados indican que el paradigma de entrenamiento propuesto resulta un

abordaje adecuado para estudiar aprendizaje y memoria de reconocimiento de contexto.

Este tipo de ensayo no se habia utilizado para estudiar memoria, por lo que cabe
preguntarse si el momento del testeo elegido para evaluar la memoria es el mas apropiado. Se
decidi6 cuantificar la memoria como la diferencia de actividad en los primeros 30 segundos
(Pre vs Post) para evitar el decaimiento de la actividad, presumiblemente como respuesta a un
reentrenamiento. Otros modos de cuantificar la memoria deberian considerarse en futuros

estudios.

A diferencia del condicionamiento olfatorio clasico, uno de los paradigmas mas
utilizados (Tully y Quinn 1985), el ensayo de reconocimiento de contexto permite analizar
aprendizaje y memoria en animales que se comportan libremente. Ademas, es relativamente
rapido y sencillo de realizar. Debe considerarse también que el paradigma de condicionamiento
olfatorio solo permite observar a los animales al inicio y al final del ensayo, pero no es posible
conocer lo que ocurre durante el transcurso del experimento. Este paradigma de reconocimiento
de contexto resuelve esa limitacion al permitir estudiar el comportamiento del animal durante

la totalidad del ensayo.
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En este nuevo paradigma, el mutante clasico de memoria dnc’, tradicionalmente
caracterizado como deficiente en aprendizaje asociativo y no asociativo, no mostré ningun tipo
de déficit. Por el contrario, dnc! tuvo mayor habituacion que el genotipo silvestre y no mostrd
diferencias en la memoria al contexto evaluada inmediatamente o a las 24 horas. Estos
resultados sugieren que estos tipos de aprendizaje dependerian de mecanismos moleculares
diferentes (Dudai, Jan, etal. 1976; Duerr,J. S. y Quinn 1982; Tully y Quinn 1985; Typlt,
Mirkowski, et al. 2013).

Aunque el mutante dnc’ no mostro niveles reducidos en la habituacion o en la memoria
al contexto, al realizar el ensayo entrenando y testeando a los animales en contextos diferentes,
dnc! mostrd una generalizacion mayor respecto al genotipo silvestre, sugiriendo que la
fosfodiesterasa dnc participa en el proceso de generalizacion del aprendizaje de contexto.
Experimentos en ratones mostraron que la generalizacion aumenta con el paso del tiempo luego
del entrenamiento. Se cree que la pérdida de especificidad en la memoria se debe a que
inicialmente la memoria contextual requiere del hipocampo, pero luego los rasgos comunes
entre experiencias se almacenan en distintas regiones de la corteza. Durante este proceso de
consolidacion, la memoria se vuelve menos especifica. Aun esta en discusion si los detalles
contextuales se pierden durante la consolidacion de la memoria, o si pueden ser recuperados
con un reentrenamiento que vuelva a activar el hipocampo (Wiltgen y Silva 2007). Nuestros
experimentos con dnc’ no mostraron una reduccion de la memoria con el tiempo, sugiriendo
que la generalizacién depende de mecanismos especificos, y no se debe a una pérdida de

informacion.

Seccion B. Efecto de la manipulacion de la actividad neuronal sobre la
actividad locomotora y los niveles de aprendizaje y memoria

Como se explica en la seccion Antecedentes, los niveles de AMPc en la célula son
regulados por fosfodiesterasas, de las cuales dunce (dnc) es la principal asociada a memoria.
La actividad de dnc esta basada en inputs sinapticos dopaminérgicos rio arriba, pero también
es necesaria para la posterior actividad dopaminérgica, ya que el AMPc incrementa la
excitabilidad presinaptica y la liberacion de neurotransmisor (Gervasi, Tchénio, et al. 2010; Lee

2015).
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Los analisis de comportamiento realizados en la primera parte de este trabajo mostraron
que dnc participa en habituacion y memoria de reconocimiento de contexto. Dado que dnc esta
enriquecida en los MBs (Nighorn, Healy, etal. 1991), estas estructuras podrian estar
involucradas en la neuromodulacion dopaminérgica necesaria para aprendizaje contextual, por
lo cual se decidio estudiar dos grupos de neuronas dopaminérgicas que inervan a MB, las
neuronas del grupo PAM y PPL1. La segunda etapa de este trabajo consistio en la manipulacion
por induccidn térmica de estos grupos para evaluar sus efectos sobre la actividad locomotora y

los niveles de aprendizaje y memoria.

Nuestros resultados sugirieron que ninguno de los grupos neuronales evaluados

participa en habituacién o en memoria de reconocimiento de contexto.

Las manipulaciones térmicas sobre el grupo PAM, en principio mostraron que estas
neuronas dopaminérgicas podrian regular la habituacion. Sin embargo, al comparar la
habituacion de los animales sujetos a bloqueo o induccidn térmica contra sus respectivos
genotipos parentales, no se observaron diferencias, por lo que no se puede concluir que PAM
sea necesario para este comportamiento. Por otro lado, PAM tampoco pareceria estar
involucrado en la memoria inmediata de reconocimiento de contexto. No obstante, se
observaron diferencias en la variabilidad de la memoria al aumentar la excitabilidad sindptica
de las neuronas de PAM, sugiriendo que, si bien este grupo no afecta los valores en la mediana
de memoria, si podria tender a modificar la heterogeneidad del comportamiento entre

individuos.

Una situacion similar se observé al manipular térmicamente la actividad de PPL1. Los
resultados iniciales mostraron que este grupo podria estar implicado en habituacion, pero al
comparar la habituacion de los animales que sufrieron manipulacion contra sus genotipos
parentales, tampoco en este caso hubo diferencias significativas, indicando que PPL1 en
realidad no regula la habituacion al contexto. Aunque manipular PPL1 no llevo a cambios en
la mediana de habitacion, si pudo observarse una disminucion de la variabilidad al bloquear
estas neuronas. Por otra parte, los primeros experimentos de bloqueo o aumento de transmision
sinaptica en PPL1 sugirieron que estas neuronas son necesarias para la memoria de

reconocimiento de contexto. Sin embargo, al comparar la memoria de los animales expuestos a
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manipulacion contra sus parentales, tampoco en este caso se observaron diferencias, por lo que

no se puede concluir que PPL1 participe en memoria de reconocimiento de contexto.

Estos resultados en conjunto sugieren que podria haber otros grupos de neuronas
dopaminérgicas relacionadas a los MBs que si participan en habituacion y memoria de contexto.
Pero, ademas de esta posibilidad, es importante destacar que todos los experimentos de
induccion térmica se realizaron con un n=12. La cantidad de réplicas habia sido definida
previamente en base al genotipo silvestre, pero una vez realizados los experimentos con los
animales transgénicos, se observo que estos tenian un comportamiento mucho mas variable. En
consecuencia, necesitaban un numero de réplicas mayor. Se calculo que la potencia estadistica
de nuestros experimentos con induccion térmica fue de 0.23. Habria sido necesario un n=150
para mantener la potencia de 0.80 que se obtuvo con animales de genotipo silvestre. La baja
potencia estadistica puede haber llevado a no ver diferencias significativas, por lo que
determinar si los grupos neuronales estudiados estan involucrados en habituacion y memoria

de reconocimiento de contexto requiere de experimentos y andlisis adicionales.

Para continuar con este estudio, se sugiere trabajar con un mayor tamafio muestral.
También es posible que los animales transgénicos requieran un protocolo de entrenamiento mas
fuerte (de mayor duracion). Una vez definidos los grupos neuronales involucrados en
habituacion y memoria de contexto, la perspectiva a futuro es investigar los mecanismos
subyacentes. Distintos analisis a nivel molecular, por ejemplo, cuantificacion de PKA
fosforilada vs PKA sin fosforilar, son necesarios para entender de qué forma estos grupos de
neuronas dopaminérgicas contribuyen a estos procesos. La comprension de estos mecanismos
podria permitir identificar targets para la aplicacion de tratamientos a modelos de patologias en

las que la habituacion y la memoria de contexto se encuentren afectadas.
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