Biologia molecular de la memoria:
Un dialogo entre genes y sinapsis

Isabel A. Muzzio

«...Por mi parte, yo desearia saber atin mds sobre la memoria. {Qué es lo
que nos permite recordar, qué cardcter tiene o cudl es su origen?... ¢ Pensamos
nosotros que esto es... una clase de espacio dentro del cual las cosas que re-
cordamos pueden ser transferidas como si se tratara de una clase de vasija?...
£0 pensamos que la memoria consiste en la huella de las cosas registradas en

Introduccién

Estas preguntas
han permane-
cido vigentes
hasta la actuali-
dad y han inspi-
rado a poetas, fi-
16sofos y cienti-
ficos. Estos pro-
cesos son fasci-
nantes porque
atafien a una de
las caracteris-
ticas mas dis-
tintivas del ser
humano: su ha-
bilidad para ad-

quirir nuevas

la mente? (Cudles pueden ser los rastros de las palabras, de los objetos, mds

d

de

adn, cudl podria ser el espacio do para la repr

masa de material?».

(Cicerén, Primera centuria a.C.)

Conn‘ﬂriamente a lo que es norma en nuestra
Revista —neutralidad y discrecién en la valo-
racién de los trabajos que en ella se publican—, nos
permitimos resaltar la importancia de la aporta-
cion de la Dra. Muzzio. Pertenece al equipo inves-
tigador de Eric Kandel, director del Centro de Neu-
robiologia en la Universidad de Columbia (N. York),
debiendo subrayarse que Kandel —junto a Carlsson
y Greengard- fue galardonado el 9 de octubre de
2000 con el Nobel de Medicina, como reconoci-
miento a su aportacién en la biologia molecular del
aprendi yla ia, haciendo justo énfasis
sobre la plasticidad neuronal, que incluye refuerzo
y desarrollo de sinapsis anexo a los procesos nu-
cleares.

La Dra. Muzzio nos explica detalladamente los ex-~
perimentos que han sido la base de sus hipétesis,
hasta las investigaciones m4s recientes, incluso iné-
ditas.

Cicerén se plan-
teaba mas de
2.000 afios atréas.
éCual es la esen-
cia de la memo-
ria? éDénde se
almacena esta
vasta informa-
cién? éCuiles
son los mecanis-
mos por los que
cierta informa-
cién se deposita
permanente-
mente?

En los tltimos
30 afios, la
neurociencia ha
avanzado mu-

ideas a través de la experiencia. El apren-
dizaje nos permite obtener nuevos conoci-
mientos sobre el mundo que nos rodea, y la
memoria nos otorga recordar ese conoci-
miento a través del tiempo. Casi todas nues-
tras ideas y valores los hemos aprendido, de
manera que nosotros s0mos quienes somos
por lo que hemos experimentado y recor-
dado. Es por esta relevancia por lo que atin
hoy nos hacemos las mismas preguntas que

cho, gracias sobre todo al progreso en areas
tales como fisiologia y biologia molecular. Los
datos que se presentan en este trabajo nos
ayudaran a vislumbrar las respuestas a las
constantes preguntas que nos hacemos so-
bre la memoria.

Hay dos tipos generales de memoria. Por un
lado, las memorias explicitas {(declarativas)
son recuerdos referentes a hechos y suce-
sos de nuestra vida relacionados con gen-
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tes, cosas y lugares. La estructura que ha
probado ser fundamental para este tipo de
memoria es el hipocampo: las lesiones del
hipocampo producen incapacidad para for-
mar nuevas memorias, dejando las del pa-
sado relativamente intactas. Esto sugiere
que el hipocampo sélo es necesario para la
formacién de nuevas memorias, pero no
para el almacenamiento de la informacién
una vez que ésta ha sido ya procesada por
completo.

El segundo tipo de memoria invelucra me-
morias implicitas (no declarativas), identi-
ficdndose con el aprendizaje. Dentro de este
grupo, incluimos memorias inconscientes
de habilidades motoras y habitos mediados
por el striatum, el emparejamiento (aso-
ciacién inconsciente de eventos) mediado
por el neocértex, el condicionamiento cla-
sico (asociacién inconsciente de dos esti-
mulos) a cargo de amigdala o cerebelo v, fi-
nalmente, el aprendizaje no asociativo (ha-
bituacién y sensibilizacién) a través de vias
reflejas.

Por ser la memoria un proceso tan com-
plejo, los investigadores han optado por es-
tudiar sus propiedades usando dos siste-
mas reduccionistas que tratan de minimi-
zar el niimero de variables implicadas para
asi obtener un mejor control del proceso.
El primero de ellos estriba en el empleo de
invertebrados con sistemas nerviosos sen-
cillos, lo que hace posible la identificacién
de neuronas especificas relacionadas con
un determinado comportamiento del ani-
mal. El segundo sistema incluye la utiliza-
cién de secciones de hipocampo, una pre-
paracién que mantiene el circuito bésico de
este 6rgano, preservando sus propiedades
bioquimicas o biofisicas bésicas.

Un sistema reduccionista es sumamente in~
formativo porque resulta probable que los
mecanismos de almacenamiento de la me-
moria estén conservados filogenéticamente.
De este modo, el anilisis molecular del
aprendizaje, con independencia de lo sim-
ple que sea el animal o la tarea estudiada,
es probable que revele mecanismos gene-
rales. En este sentido, vamos a mostrar da-

tos que indican que las formas mas senci-
llas de aprendizaje (memoria implicita), es-
tudiadas especialmentie en invertebrados,
comparten muchos mecanismos moleculares
con las formas de aprendizaje y memoria es-
tudiadas en mamiferos (memoria explicita).

Experiencias en Aplysia

La Aplysia californica (Fig. 1) es un mo-
lusco dotado de un sistema nervioso muy
simple, con 20.000 células neuronales. Aun-
que aplysia lograr aprender muchos de los
comportamientos importantes para la es-
pecie, su sistema nervioso es muy sencillo

Figura 1.

en comparacién con los cien mil millones de
neuronas del ser humano. Las células neu-
ronales del molusco estdn agrupadas en 10
unidades anatémicas llamadas ganglios, cada
una de las cuales consta de 2.000 células;
de esta forma un comportamiento sencillo
puede involucrar solamente unas 100 de
ellas (Fig. 2). Esta enorme simplificacién
permite la identificacién individual de las
neuronas que subyacen a ciertos compor-
tamientos especificos.

En el laboratorio de Eric Kandel emplea-
mos cuatro criterios para usar este sistema
reduccionista en el estudio de la memoria
y el aprendizaje:
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1. Disefio del comportamiento susceptible
de ser modificado por el aprendizaje.

2. Definicién del circuito neural de ese com-
portamiento a nivel celular.

3. Localizacién dentro del circuito de las
neuronas e interconexiones criticas para el
aprendizaje.

4. Analisis del mecanismo del aprendizaje
primero a nivel celular y luego molecular.
Aplysia posee en concreto una serie de «re-
flejos de escape» que determinan contrac-
cién de la branquia y el sifén (Fig. 3). La
estimulacién suave del sifén produce con-
traccién del mismo y de la branquia. Con
la estimulacién repetida, este reflejo mues-
tra habituacién, es decir, una disminucién
de la respuesta debida a la repeticién del es-
timulo. Contrariamente, si aplicamos un es-
timulo nocivo en la cola, el animal muestra
sensibilizacién, contrayendo la branquia
fuertemente y amplificando asi la respuesta
normal de este érgano. Finalmente, si apa-
reamos la aplicacién de un choque en la
cola con un estimulo suave en el sifén, el ani-
mal ofrece el condicionamiento clasico,
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aprendiendo a asociar un estimulo neutro
con otro nocivo.

Para delinear los procesos moleculares que
caracterizan a estas fases, nuestro labora-
torio se enfocé en el proceso de sensibili-
zacién (Fig. 4). En este caso, cuando un es-
timulo nocivo es presentado al animal, éste
aprende a reaccionar con mds vigor no sélo
a estimulo en cuestidén, sino a otros aunque
no sean dolorosos. Este proceso de fortale-
cimiento del reflejo de escape, llamado sen-
sibilizacién, implica dos tipos de conexiones.
De una parte, la aplicacién de un choque
eléctrico en la cola es capaz de activar las
interneuronas de las vias anatémicas que
forman conexiones heterosindpticas con las
fibras y terminaciones que conectan sifén
y branquia. De otra, un estimulo suave que
incide sobre el sifén activa conexiones ho-
mosindpticas entre sifén y branquia.
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Para analizar los mecanismos de sensibili-
zacién, debemos disefiar el circuito neuro-
nal que subyace al comportamiento. El com-
portamiento del animal estd mediado por el
ganglio abdominal (Fig. 5). La ventaja de
Aplysia es que sus células nerviosas son
muy grandes: el soma neuronal de estas cé-
lulas est4 entre los mayores del reino ani-
mal, alcanzando las 1.000 micras de dia-
metro. Pueden ademas ser identificadas, de
tal manera que es factible reconocerlas en
distintos animales y experimentos. De esta
forma, nosotros podemos retornar a la
misma célula en cada animal de la especie
y formar un mapa del circuito neural que



Figura 5.

subyace al comportamiento en términos de
células concretas y especificas. El circuito
estudiado muestra que el reflejo consta de
conexiones monosindpticas entre 24 células
sensoriales y 6 células motoras, y polisi-
népticas entre interneuronas.
Un punto importante para entender cémo
funciona el aprendizaje y la memoria es que
no sélo las células del circuito son cons-
tantes entre distintos animales de la espe-
cie, sino que también lo son sus intercone-
xiones. Esto nos lleva a la primera pregunta
relacionada con la memoria: écémo puede
un circuito neural fijo e invariable tener
capacidad para modificarse con la expe-
riencia? La respuesta estd en su «plastici-
dad sindptica».
La plasticidad sinaptica, de acuerdo a las ex-
periencias en nuestro laboratorio, implica:
1. Que aunque las conexiones de un cir-
cuito neural son fijas, al fuerza de las cone-
xiones que en él se integran pude variar.
2. Diferentes formas de aprendizaje pueden
modular las mismas conexiones en formas
opuestas. Por ejemplo, la habituacién —una
forma de aprendizaje en la que el animal
aprende a ignorar las propiedades del estf-
mulo en el sifén— implica un debilitamiento
de las conexiones sindpticas entre las célu-
las sensoriales y las motoras, mientras que
" la sensihilizacién —proceso en el que nos
enfocamos aqui y que lleva al animal a res-
ponder con mds vigor a un estimulo neutro

porque ha sido sensibilizado o preparado
por otro estimulo con propiedades nocivas—
lleva a un fortalecimiento de esas mismas si-
napsis.

3. Los mecanismos que subyacen a la per-
sistencia del cambio sindptico son los mis-
mos que se utilizan para el almacenamiento
de las memorias.

En el esquema de la figura anexa (Fig. 6) se
muestran en forma simplificada las cone-
xiones involucradas en la sensibilizacién.
El estimulo aplicado en la cola refuerza el
reflejo de escape, activando un sistema mo-
dulatorio que contiene tres clases de inter-
neuronas. Estas actian sobre la célula sen-
sorial, incluyendo sus terminales. Un solo
estimulo procura un cambio pasajero en
esta conexién y no depende de la sintesis de
nuevas proteinas. En cambio, los estimulos
repetitivos ocasionan un fortalecimiento
persistente.

Para el estudio de la plasticidad sindptica,
nuestro laboratorio se ha enfocado en la
porcién monosinaptica del circuito por va-
rias razones:
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1. Este componente es simple y puede re-
presentar a procesos de corto y largo plazo.
En cada uno de estos casos, la plasticidad
se expresa como un incremento en la can-
tidad de neurotransmisor liberado.

2. La conexién monosinéptica puede ser
reconstituida en cultivo. Igual que en los
experimentos de sensibilizacién in vivo, la
amplitud y duracién de la facilitacién es
una funcién del niimero de aplicaciones de
serotonina (SHT). Un solo pulso de 5-HT
produce facilitacién que sélo dura unos mi-
nutos, en tanto que 4 6 5 pulsos de 5-HT se-
parades unos 20 min. procuran facilitacién
a largo plazo que se prolonga més de 24 ho-
ras.

3. En cultivo, este componente monosi-
nédptico muestra los mismos requerimientos
de sintesis de proteinas que el comporta-
miento in vivo.

En el modelo molecular de memoria a corto
plazo (Fig. 7), el neurotransmisor 5-HT se

Figura 7.

une a receptores acoplados a proteinas G,
los cuales incrementan la actividad de ade-
nilciclasa y formacién de cAMP ciclico. El
AMP activa una proteinkinasa A (PKA), la
cual fosforila canales de K* disminuyendo
esta corriente i6nica; moviliza las vesiculas
que contienen glittamato hacia la zona de li-
beracién y activa canales de Ca** voltaje-
dependientes (tipo-L).

Después de repetidas aplicaciones de 5-HT,
PKA recluta otra molécula, MAP kinasa, la
cual est4 asociada con el crecimiento celu-
lar. Estas dos kinasas (PKA y MAP) se trans-
fieren al niicleo de las células sensoriales,
donde activan el mecanismo de transcrip-
cién. En especial, PKA activa CREBL, pro-
teina dependiente de AMP ciclico que,
cuando estd fosforilada, se une a lugares
especificos en el ADN denominades CREB.
MAPK actia indirectamente en la activacién
de CREBL, fosforando CREB2, un factor de
transcripcién que actiia como represor de
CREBI. Dicha fosforilacién bloquea la ac-
cién represora de CREB2 (Figs. 8 v 9).
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El hecho de que existan activadores y re-
presores a nivel nuclear indica que la con-
solidacién de la memoria es un proceso al-
tamente regulado. De este modo, para al-
macenar una memoria a largo plazo no sélo
es necesario poner en marcha la maquina-
ria de los genes que participan en la facili-
tacién, sino que al tiempo hay que inacti-
var los represores, los cuales crean asi un
umbral para que la informacién pueda ser
almacenada.

Existen una serie de similitudes y diferen-
cias entre memoria a corto y largo plazo. Son
caracteristicas comunes a ambas:

1. La memoria a corto y largo plazo de la
sensibilizacién implican cambios en la fuerza
sindptica de las conexiones.

2. En ambos procesos, el incremento de la
fuerza sindptica entre la célula sensorial y
la motora depende de un aumento en la
cantidad de neurotransmisor liberado por
la célula presinaptica.

3. El mismo neurotransmisor (serotonina)
es liberado por la estimulacién del sifén
después de una sola sesién o varias sesio-
nes.

4. La cascada que involucra a cAMP y PKA
es critica para la memoria a corto y largo
plazo.

Las diferencias entre ambos tipos de me-
moria estriban en:

1. La de largo plazo requiere expresién de
genes, sintesis de nuevas proteinas y creci-
miento de nuevas conexiones sindpticas.
2. En animales, los inhibidores de protei-
nas o de ARN mensajero (mARN) interfie-
ren sélo la memoria a largo plazo.
Podemos ahora preguntarnos: a requeri-
miento del niicleo, élos cambios ocurren en
toda la célula o la plasticidad muestra sélo
modificaciones en la sinapsis que han sido
estimuladas? Si es esto tltimo verdad, équé
mecanismos utilizan las neuronas para que
los productos de la transcripcién encuen-
tren aquellas sinapsis que han sido estimu-
ladas?

A este respecto, Andrea Casadio modificé
el sistema de cultivo de células de Aplysia
co-cultivando neuronas sensitivas y moto-

ras. El 10% de aquéllas tiene axones bifur-
cados, que representan un sistema ideal
para estudiar el fenémeno de la especifici-
dad sinéptica. Las células muestran inmu-
norreactividad a la serotonina, el neuro-
transmisor especifico de las células senso-
riales, y sus propiedades son idénticas a las
de las células sensoriales que no se bifur-
can. Estas neuronas forman sinapsis esta-
bles in vitro entre los dias 5 y 6.

Estos experimentos fueron realizados apli-
cando localmente firmacos, en ramas neu-
rales especificas. Tales sustancias se apli-
caron con un sistema de baja presién en
conjuncién con tinturas, que permitian vi-
sualizar la difusién en las mismas. En todos
los casos, la difusién quedé restringida al
4rea que rodea la sinapsis estudiada. Cuando
se aplicé un pulso de serotonina sobre una
sinapsis, éste produjo un cambio répido
s6lo en la sinapsis estimulada, que desapa-
recié 24 horas mas tarde. Cinco pulsos de
serotonina produjeron un cambio duradero
también restringido a la sinapsis estimu-
lada. Estas experiencias demostraron pues
que la estimulacién es especifica de la rama
neural estimulada (Fig. 10).

La especificidad sindptica es dependiente
de CREB1 y de la sintesis de nuevas pro-
teinas. En efecto: utilizando el mismo sis-
tema, cuando bloqueamos CREB1 con un
anlicuerpo especifico anulamos este fens-
meno. Del mismo modo, si agregamos un
inhibidor de la sintesis de proteinas a la
rama neural que recibe los 5 pulsos de se-
rotonina, bloqueamos la especificidad si-
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néptica (Fig. 11). Estos resultados demues-
tran que la especificidad sindptica requiere
CREB] y sintesis de nuevas proteinas para
ser estable. Las nuevas proteinas inducen
el crecimiento de nuevas sinapsis y cone-
xiones, un crecimiento que es especifico de
la sinapsis estimulada.

Sobre el modo en que ocurre este fenémeno,
se pueden elaborar dos predicciones:

—los cinco pulsos de serotonina envian una
sefial al nticleo que activa CREB1, lo que
origina la produccién de proteinas o men-
sajeros que se envian solamente a la sinapsis
estimulada; o bien

~la sefial va al nicleo, activa CREB1 y to-
das las proteinas y/o mensajeros son en-
viados a todas las sinapsis de la célula, si bien
s6lo aquéllas que de alguna manera son
marcadas por la serotonina pueden utili-
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zar estas proteinas para el crecimiento de
nuevas conexiones.

Nuevamente, la preparacién de las células
de cultivo reconstituidas de Aplysia nos
provee de un modelo para estudiar estas
posibilidades. Andrea Casadio aplicé 5 pul-
sos de serotonina a una rama concreta ¢ in-
mediatamente después sélo un pulso a otra.
Los resultados indican que las dos ramas
muestran facilitacién. Esto ocurre porque
la rama que recibe la estimulacién débil
captura los mensajeros o proteinas que han
sido generados por la estimulacién fuerte
aplicada a la otra rama neural. Este proceso

se conoce como «captura sinaptica», e im-
plica que las proteinas sintetizadas por los
factores de transcripcién van a todas las si-
napsis (Fig. 12). Ademas, estos resultados su-
gieren que los procesos a corto plazo tienen
dos funciones:

—primero, cuando el proceso a corto plazo
actiia solo, procura un fortalecimiento de la
sinapsis breve, y especifico de la sinapsis ex-
citada;

—en segundo lugar, cuando ocurre en con-
juncién con la activacién de CREB en otras
partes de la célula, el proceso a corto plazo
marca las sinapsis estimuladas para que és-
tas sean capaces de capturar las proteinas
necesarias para el crecimiento sindptico

(Fig. 13).
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Para examinar el proceso de marcacién de
sinapsis utilizamos el modelo de captura si-
néptica. Aquf examinamos dos posibilidades:
PKA y sintesis local de proteinas. La primera
posibilidad surgié al analizar el papel cru-
cial que PKA desempefia en los procesos
de plasticidad. La segunda se¢ nos ocurrié en
razén a que muchos estudios han demos-
trado que hay ribosomas y mARN en las ter-
minales postsindpticas, lo cual debe tener
una funcionalidad importante. Asi, los ele-
mentos necesarios para la sintesis de pro-
tefnas no solamente estdn en el soma peri-
nuclear, sino también en las espinas den-
driticas.

Los resultados de las experiencias que eva-
Iuaron estas hipétesis mostraron que agre-
gando un inhibidor de PKA se bloquea el
efecto de captura sindptica, lo que indica que
la activacién de la marca depende precisa-
mente de PKA.

En un segundo experimento, investigamos
los efectos del bloqueo de la sintesis local
de proteinas en pruebas de captura y es-
pecificidad sindptica. Los resultados evi-
denciaron que la captura era insensible a
rapamicina, un inhibidor parcial de la sin-
tesis proteica, a las 24 horas del comienzo
del experimento pero no a las 72 horas. Es-
tos resultados indican que la sintesis de pro-
teinas localmente es necesaria para la «es-
tabilizacién» de la captura sinaptica. De un
modo similar, la aplicacién de rapamicina
en una sinapsis que fue excitada con 5 pul-
sos de serotonina no produjo efectos a las
24 horas, aunque si a las 72. Rapamicina es
un firmaco que bloquea la sintesis de pro-
teinas que se supone parlicipan en los pro-
cesos de crecimiento sindptico. Por lo tanto,
observamos que la sintesis local proteinica
sensible a rapamicina interfiere especifica-
mente con la fase tardia de la facilitacién.
Por lo tanto, aunque inicialmente la marca
permite la captura de proteinas o mensaje-
ros que producirdn crecimiento, la estabi-
lizacién de ese crecimiento requiere la fa-
bricacién local de proteinas.

Todos estos ensayos demuestran que en la
plasticidad neuronal hay una combinacién

de transcripcién a nivel central y de tra-
duccién a nivel local, lo que nos lleva a pre-
guntarnos:

—éeémo se produce la integracién de las se-
fiales?;

—écémo es que la accién sobre una termi-
nacién nerviosa afecta a otra terminacién
distante a través de su accién e influencia
sobre el nicleo?

Las experiencias de captura sindptica re-
presentan el caso mis sencillo. Para enten-
der el proceso de integracién se hace pre-
ciso incluir fenémenos de inhibicién y ob-
servar cémo ambos, facilitacién e inhibi-
¢idn, inleractiian.

En este sentido, Steve Siegelbaum encontré
hace pocos afios que el péptido FMRFamida
produce una accién inhibidora justamente
opuesta a la inducida por 5-HT (Fig. 14).
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Al igual que con 5-HT, pulsos repetidos de
FMRFamida determinan inhibicién a largo
plazo, que depende de la sintesis de nuevas
proteinas y reduce el ntimero de termina-
les. Mauritzio Giusteto continué estos es-
tudios, preguntdndose: émuestra especifi-
cidad sindptica la inhibicién a largo plazo?
Asi es, los resultados indicaron que la apli-
cacién de FMRFamida a una terminal es-
pecifica ocasiona inhibicién sélo a esa rama.
Miés atin, esta forma de plasticidad es blo-
queada cuando inhibimos el factor de trans-
cripeién CREB2, que actiia como represor
de la facilitacién a largo plazo. Se demos-
tré ademds que bloqueando CREB2 en la
célula sensorial un solo pulse de 5-HT pro-
duce facilitacién a largo plazo. Esto signi-
fica que CREB2 interfiere con la accién de



CREBL y que CREB2, ademis de actuar
como represor, es capaz de activar genes
por si mismo.

Podemos preguntarnos ahora qué ocurre
cuando dos estimulos, uno de facilitacién y
otro de inhibicién, se aplican a dos ramas
neurales independientes. Inmediatamente
después de la aplicacién de 5-HT y FMR-
Famida a dos ramas neurales distintas, ob-
servamos que cada una de ellas induce lo-
calmente facilitacién e inhibicién, respecti-
vamente. Sin embargo, 24 horas después se
observa inhibicién en ambas ramas: ello es
asi porque la inhibicién activa CREB2, que
bloquea CREBI.

Podemos resumir lo dicho hasta ahora se-
fialando que se han presentado tres casos
de integracién sindplica que requieren trans-
cripcién a nivel nuclear y traduccién a ni-
vel local:

1. La aplicacién de 5 pulsos de 5-HT en
una rama produce facilitacién en la rama
neural estimulada e induce activacién del
factor de transcripeién CREBI1 para con-
solidar la facilitacién.

2. La aplicacién de 5 pulsos de FMRFa-
mida en una rama determina inhibicién de
la rama neural estimulada e induce activa-
cién del factor de transcripcion CREB2
para consolidar la inhibicién.

3. La utilizacién conjunta de 5 pulsos de 5-
HT en una rama neural y otros 5 de FMR-
Famida en otra rama, induce la activacién
de CREB2, que bloquea la accién de CREB1
y determina a la postre inhibicién en am-
bas ramas neurales.

En conclusién, puede hablarse con propie-
dad, como reza el titulo del trabajo, de «un
didlogo entre sinapsis y genes». La facili-
tacién es dependiente de PKA, la cual acti-
vidad MAPkinasa y ambas se transfieren
al nicleo, donde promueven la activacién

de CREBI1 vy la inhibicién de CREB2."

CREBI activa genes inmediatos que gene-
ran los mecanismos necesarios para la sin-
tesis de nuevas proteinas involucradas en el
crecimiento de nuevas sinapsis. De forma si-
milar, la aplicacién de FMRFamida activa
cascadas bioquimicas que participan en la

activacién de CREB2 y genera genes inme-
diatos que colaboran en la reduccién de las
conexiones sinapticas. De este modo, las ac-
ciones en el niicleo se integran con los pro-
cesos sindpticos para producir cambios plas-
ticos a largo plazo (Fig. 15).

Experiencias en ratones

Hasta qué punto lo que antecede tiene ca-
rdcter més general es la incégnita que ahora
se nos plantea. Deciamos al principio que
hay dos tipos de memoria. Para saber si los
procesos descritos son generales, hemos de
estudiar formas més complejas de memoria
y organismos més evolucionados. En nues-

Figura 15.

tro laboratorio trabajamos con ratones. Es-
tos animales pueden ser modificados gené-
ticamente, y poseen un lébulo temporal de-
sarrollado, con un hipocampo que desem-
pefia funciones similares a las que esta es-
tructura realiza en el humano, es decir, al-
macenamiento de memorias explicitas.
Nuestro laboratorio se ha enfocado en el
estudio del aprendizaje espacial por tres
motivos:

—las lesiones del hipocampo interfieren con
las tareas espaciales;

—el hipocampo contiene células que repre-
sentan el espacio e incluyen campos espa-
ciales, y



—el hipocampo tiene un mecanismo celular
de aprendizaje, la potenciacién a largo plazo
(LTP), que se piensa esta involucrado en as-
pectos de la memoria explicita, incluyendo
la memoria espacial.

El hipocampo tiene tres vias anatémicas
que conectan las dreas que lo componen.
El Giro Dentado (GD) recibe vias aferen-
tes de la corteza entorrinal a través de la via
perforante. E1 GD se conecta con el 4rea
CA3 mediante las fibras musgosas. Final-
mente, el drea CA3 se relaciona con CAl a
través de las fibras colaterales Schaffer (Fig.
16). Todas estas regiones son capaces de in-

ducir LTP.
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La LTP consiste en esencia en un aumento
en los potenciales excitatorios postsindpticos
debido a una fuerte estimulacién de las fi-
bras aferentes. Esta potenciacién puede du-
rar minutos, horas o semanas. La duracién
del fenémeno depende principalmente de la
intensidad y frecuencia de la estimulacién
usada para la induccién. La LTP tiene dos
fases: una temprana, que requiere modifi-
cacién covalente de proteinas ya ubicadas en
las sinapsis, y una tardia, que exige sintesis
de nuevas proteinas. Aunque en las distin-
tas dreas del hipocampo hay algunas dife-
rencias en la forma de inducir el LTP tem-
prano, existen numerosas similitudes en los
mecanismos que provocan el LTP tardio.

El neurotransmisor excitatorio glutamato
es el mediador en la transmisién sin4ptica
en las sinapsias de las dreas CA3 y CAl.
Aunque existen otros transmisores que jue-
gan un importante papel modulatorio, con-
centraremos nuestra atencién en glutamato
(Fig. 17). En circunstancias de transmisién
sindptica normal, hay tres tipos funda-
mentales de receptores glutaminérgicos:
NMDA (N-metil-D-aspartato, bloqueado
por Mg**), AMPA (a-amino 3-hidroxi-5-me-
til-4-isoxazol-propidnico) y receptor meta-
botrépico; este tltimo es de accién mas
lenta, al estar acoplado a proteinas G. El re-
ceptor activa la fosfolipasa C (PLC), que a
su vez pone en marcha una cascada bio-
quimica que culmina en la liberacién de

Normal synaptic transmissian

receptor

Figura 17.

Ca®* intracelular desde el reticulo endo- @

plasmatico. De este modo, en condiciones
normales el Ca** que entra en la célula —en
su citosol- sélo proviene de estructuras en-
docelulares y del que accede a través de los
canales voltaje-dependientes activados por
los receptores AMPA.

Ahora bien: cuando se produce una fuerte
estimulacién de las fibras aferentes, se libera
una cantidad considerablemente mayor de
neurotransmisor en el espacio intersinip-
tico, y eso determina una fuerte despolari-
zacién en la célula postsindptica. Esta des-
polarizacién desplaza el Mg** que bloquea
el receptor NMDA y esto conlleva una en-
trada masiva de Ca® en la célula postsi-
néptica. El incremento en Ca** activa la cal-
modulina, la que —a través de varias kina-
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sas— procura la fosforilacién de los recep-
tores AMPA y de un mensajero retrégrado,
que a su vez aumenta la cuantia de neuro-
transmisor liberado por la célula presi-
naptica (Fig. 18). Si bien, como vemos, esta
fase temprana no guarda mucha similitud
con el proceso a corto plazo que acontece
en Aplysia, la situacién es diferente cuando
nos referimos al largo plazo.

Al aplicar trenes repetidos de estimulacién,
se genera en efecto un ineremento en los ni-
veles de AMP ciclico, mediado por el alza en
los niveles de Ca’* provinente de los recep-
tores NMDA. El aumento de cAMP es seguido
por la activacion de PKA vy la fosforilacién
de CREB. Este factor de transcripcién ac-
tiva genes inmediatos que inducen el creci-
miento de nuevas sinapsis (Fig. 19).
Podriamos preguntarnos: épor qué la fos-
forilacién de CREB es necesaria para la

consolidacién del LTP? Para responder a
este interrogante, Angel Barco generé ra-.
tones con una forma constitutivamente ac-
tiva de CREB. En este tipo de ratén, la ma-
nipulacién genética esta bajo el control de
un promotor espacial y otro temporal. En
concreto, en una linea de ratones se intro-
duce un promotor que restringe la mutacién
a zonas del cerebro anterior; eso limita la
expresién de la mutacién a dreas concretas
y no a todo el animal, evitando posibles pro-
blemas en su desarrollo. Este promotor esta
ligado a una molécula que es sensible a una
tetraciclina (o doxicilina). Cuando tetraci-
clina esta presente, la molécula en cuestién
activa el gen. En una segunda linea, se in-
troduce el gen que produce la forma cons-
titutivamente activa de CREB (WP16-
CREB). Cruzando estas dos lineas, obtene-
mos un ratén que expresa el gen sélo en el
cerebro anterior y cuya expresién estd con-
trolada temporalmente por la tetraciclina
(Fig. 20).

Juan Marcos Aurelio realizé los experi-
mentos de fisiologia en estos ratones. Los re-
sultados (Fig. 21) mostraron que cuando
LTP se induce con un solo tren de 100 Hz
por un segundo, los animales control mues-
tran LTP temprano y la potenciacién luego
decae; por contra, este protocolo induce
LTP tardio en ratones que expresan la forma
constitutivamente activa de CREB. Cuando
LTP es provocado con 4 trenes de 100 Hz,

los animales transgénicos muestran evi-
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Figura 20.-Transcripcién regulada de uan forma cons-
tituvamente activa del activador CREB1
(VP16-CREB) en cerebro de ratén.



dencia de «saturacién», ya que los niveles
de LTP son més bajos que los observados
en los controles. Estos fenotipos desapare-
cen en animales alimentados con doxici-
clina.

Para analizar las caracteristicas de la fase
tardia observada en ratones que expresan
la forma constitutivamente activa de CREB,
se replicé el experimento anterior —induc-
cién de LTP con un tren de 100 Hz— en
presencia de inhibidores de transeripcién
y de traduceién (Fig. 22). Los resultados
indicaron que la inhibicién de la trans-
cripeién no afecta a los ratones mutantes,
hecho que sugiere que las proteinas nece-

sarias para la fase tardia ya estaban trans-
critas. Por su parte, el inhibidor de la tra-
duccién sélo afecta a estos animales par-
cialmente. Por lo tanto, puede concluirse
que en estos ratones los mensajeros y la ma-
yor parte de las proteinas necesarias para
el crecimiento de nuevas sinapsis ya estan
presentes en las células.

Para plasmar esta tarea de comportamiento,
los ratones son entrenados en el «laberinto
de agua» de Morris (Fig. 23), donde los ani-
males han de encontrar una plataforma su-
mergida partiendo de varias posiciones di-
ferentes. Para aprender esta tarea, deben ha-
cer uso de guias espaciales colocadas alre-
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Figura 23.~Laberinto de agua de Morris para el estu-
dio de memorias declarativas.

dedor de la piscina que contiene la plata-
forma. Tras la etapa de adquisicién, los ani-
males son testificados a diferentes interva-
los durante pruebas en las que la plata-
forma se quita del agua. El tiempo que tarde
el animal y las veces que cruza el cuadrante
correcto se usan como variables depen-
dientes. En este sistema, los ratones que ex-
presan la forma constitulivamente activa
de CREB evidencian mis dificultad en cuan-
to a encontrar la plataforma sumergida
cuando han pasado dos semanas desde el fi-
nal del entrenamiento (Fig. 24).

Las conclusiones son por tanto de este tenor:
—La mutacién que induce una forma cons-
titutivamente activa de CREB produce un
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Figura 24.~Comportamiento en ratones que expresan
CREB constitutivamente activo.

LTP de larga duracién con un protocolo
que sélo provoca LTP temprano en anima-
les control.

—Dicho LTP es insensible a farmacos que in-
hiben la transeripcién y la sintesis de pro-
teinas, y

—Se produce una dificultad de memoria en
las estimulaciones repetitivas posiblemente
por saturacién del sistema.

La pregunta siguiente es ésta: écudles se-
rian las consecuencias de comportamiento
y fisiolégicas si se disminuye el nivel de re-
presores?

La estrategia utilizada para reducir la con-
centracién de represores incluye:

—uso de un dominante negativo que inter-
fiera con todas las formas de C/EBP, entre
las que se encuentra ATF4, que es un equi-~
valente u homélogo de CREB2 en el cere-
bro de los mamiferos;

—control temporal y anatémico de la trans-
cripeién por el uso de un promotor especi-
fico para el cerebro anterior y un sistema
regulado por tetraciclina.

Todas estas moléculas pertenecientes a la
familia de factores de transeripcién C/EBP
se caracterizan por tener una estructura de
cierre formada por leucina, en la cual se
inserta el ADN. La modificacién de este cie-
rre por mutacién impide por tanto la in-
sercién del ADN (Fig. 25). El estudio por
‘Western Blot nos muestra que los niveles de
ATF4 son més bajos en los animales trans-
génicos que en los controles. Esto se debe
a que la estructura del dominante negativo
es mds inestable que la del cierre normal,

Figura 25.-Disefio del Dominante Negativo para genes

C/EBP.
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lo cual motiva una degradacién de estas mo-
léculas, y por ende una disminucién en los
niveles de la familia C/EBP y ATF4.
Cuando se estudia LTP inducido por un
tren de mutantes de C/EBP, en forma simi-
lar a lo observado en animales que expre-
san CREB constitutivamente activo, LTP
se ve incrementado en los transgénicos en
comparacién con los controles (Fig. 26).
Este aumento desaparece en los ratones que
han sido alimentados con tetraciclina, lo
que demuestra que el transgén es el res-
ponsable del incremento observado. La fase
tardia de LTP es inhibida en estos ratones
por los frenadores de la sintesis de protei-
nas (Fig. 27). Tales resultados indican que
manipulando el nivel de represores dismi-
nuimos el umbral para la activacién de los
procesos tardios, si bien las proteinas ne-
cesarias para el crecimiento adn deben ser
manufacturados por la célula.

Los animales fueron entrenados en el labe-
rinto de Morris con una sola sesién. Este en-
trenamiento moderado mostré que los ra-
tones transgénicos aprenden mds rapido y
recuerdan més que los controles (Fig. 28).
Estos resultados se verificaron con otras
tareas dependientes del hipocampo, y las
memorias desaparecieron en los animales ali-
mentados con doxiciclina.

Pueden resumirse los experimentos reali-
zados con ratones mutantes de C/EBP en
ires puntos:

~la disminucién del represor ATF4 resulta
en un LTP m4s robusto en el 4rea CA1 del
hipocampo y mejora en el aprendizaje y la
memoria;

—estos cambios en plasticidad y aprendi-
zaje se producen porque disminuye el um-
bral necesario para activar factores de trans-
cripeién que participan en la consolidacién
de la memoria, y
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Figura 27.—La fase tardia del LTP inducido en los animales transgénicos es dependiente de sintesis de proteinas.
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tiempo que los animales del grupo control.

—las mejoras en aprendizaje y memoria re-
quieren que los mecanismos necesarios para
la consolidacién estén intactos.

Conclusiones generales

De todo lo que antecede, pueden extraerse
cuatro conclusiones:

1. Hay una légica caracteristica en las res-
puestas a nivel celular y molecular para la

Figura 29.

expresién de plasticidad a corto y largo
plazo, que se conservan desde Aplysia a los
mamiferos y es compartida por formas de
memoria explicita e implicita.

2. A nivel celular, las formas de memoria
explicita e implicita son almacenadas como
cambios en la fuerza sindptica, y estos cam-
bios se correlacionan con las fases de com-
portamiento correspondientes a memoria a
corto y largo plazo.

3. A nivel molecular, los cambios a corto
plazo implican la modificacién covalente de
proteinas preexistentes, lo que lleva a la
modificacién de las conexiones también pre-
existentes. Los cambios a largo plazo invo-
lucran activacién de la expresién de genes,
sintesis de proteinas y formacién de nuevas
conexiones anatémicas.

4. Mientras que la memoria a corto plazo
utiliza diferentes cascadas para la memoria
explicita e implicita, la memoria a largo
plazo implica una secuencia bioquimica que
se conserva a lo largo de la evolucién, y que
estriba en la activacién de PKA, MAPK y
CREB 1 (Fig. 29). 4
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