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RESUMEN

El hipocampo es una estructura del SNC cuya participacion es crucial en los
procesos de memoria y aprendizaje, principalmente de tipo declarativo; en la
ultima década el area de CA3 del hipocampo ha cobrado gran importancia en el
estudio de los mecanismos que subyacen el aprendizaje espacial debido a su
capacidad plastica y al papel que juega la circuiteria interna del hipocampo.

Actualmente se sabe que la proteina cinasa C (PKC) estd ampliamente
distribuida en el hipocampo y su actividad juega un papel importante en la
transduccion de sefiales, por lo cual se ha relacionado con el aprendizaje y la
memoria, sin embargo, aln no es clara su participacion en los procesos de
adquisicion y consolidacion de la memoria espacial.

En el presente estudio se investigd la participacion de PKC en el area de
CA3 del hipocampo, mediante un inhibidor de PKC (Queleritrina), durante la
adquisicion y/o consolidacion de una tarea espacial en el laberinto acuatico de
Morris. También se estudié la relacion entre los procesos de adquisicion y
consolidacion de una tarea espacial en animales tratados con Queleritrina, con la
expresion de sinaptofisina en el area de CA3.

Se encontrd que la administracion de Queleritrina en el area CA3 del hipocampo
antes del entrenamiento en el laberinto acuéatico de Morris no tiene efecto alguno
en el aprendizaje de una tarea espacial pero si en la consolidacion de la memoria
a largo plazo de la misma. Asimismo, la inhibicion de PKC en CA3 produce una
diferencia significativa en la expresion de sinaptofisina en dicha éarea, siendo
menor en los individuos tratados con queleritrina, esto posiblemente asociado al
déficit conductual mostrado en el establecimiento de la memoria espacial a largo

plazo.



|. INTRODUCCION

1. Aprendizaje y Memoria.

El aprendizaje y la memoria son dos procesos que ocurren en el Sistema
Nervioso Central (SNC) que se encuentran intimamente relacionados (Squire

2001), siendo estos de los principales mecanismos de adaptacion en los animales.

Entendemos por aprendizaje a la capacidad que poseen los organismos
para adquirir nuevos conocimientos, los cuales producen cambios en la conducta y
en el SNC. Estos pueden ser duraderos y se manifiestan en el comportamiento de
los organismos. Por otra parte, la memoria es el proceso por el cual se retiene
este conocimiento por algun tiempo que puede ser tan largo como la vida del
sujeto (Kandel, 1992). El hecho de que la conducta sea modificable en funcion del
ambiente es posible gracias a una serie compleja de procesos que tienen lugar en
el cerebro. Estos cambios pasan por etapas como son la adquisicion,
consolidacion y evocacion de diferentes tipos de informacion. La adquisicion de la
informacion a través de los sentidos constituye necesariamente el primer paso, la
cual es seguida por el proceso de consolidacion, que conlleva a su estabilizacién
de forma gradual, permitiendo que los procesos enddgenos activados por una
experiencia modulen la persistencia de la traza de memoria.
La evocacion, reactiva los recuerdos almacenados para que puedan ser usados

como guia de la conducta (Routtenberg, 2001)

Cajal en 1911, fue el primero en proponer que los cambios anatémicos
entre las conexiones neurales eran la base fisica del aprendizaje y soporte de la
memoria. Demostré que el sistema nervioso se componia de unidades discretas,
las neuronas, interconectadas entre si por medio de las llamadas sinapsis; y
Supuso que en estas uniones podian ocurrir cambios como consecuencia de la
actividad de dichas neuronas dando como resultado el almacenamiento de la

informacion. (Op cit. Almaguer-Melian & Bergado-Rosado, 2002). Asimismo,



Sherrington en 1886, propuso el término de plasticidad sinaptica para describir los
cambios en las propiedades funcionales de una sinapsis como resultado de su
actividad; este término se refiere a la posibilidad de inducir cambios que pueden o
no ser reversibles. Estos cambios pueden ser a nivel morfologico. Esta idea fue
formalizada mas tarde por Hebb en 1949, donde propone la plasticidad asociativa,
como el mecanismo por el que la coincidencia de actividad pre y postsinaptica

podria modificar las conexiones neurales en determinadas estructuras del cerebro.

Mas tarde, en 1973 se encontraron las primeras evidencias experimentales en
apoyo a las suposiciones de Cajal y Hebb; es decir, las sinapsis tienen capacidad
de modificarse como consecuencia de su actividad. Bliss y Lomo (1973)
demostraron que en muchas estructuras nerviosas se produce este cambio, el
cual consiste en la facilitacion duradera de la transmision sinaptica como resultado
de la activacion de una sinapsis por la estimulacion de las neuronas presinapticas
con estimulos umbrales de alta frecuencia (Op. cit Bennett, 2000). A este
fendmeno se le denomind potenciacion sinaptica a largo plazo (LTP por sus siglas

en inglés Et al).

Se ha demostrado que en muchas estructuras nerviosas se produce LTP,
aunque se ha estudiado con mas frecuencia en tres sinapsis del hipocampo
(estructura limbica, asociada al aprendizaje declarativo): 1) en la sinapsis de la via
perforante con giro dentado, 2) en las sinapsis de las células granulares del giro
dentado con las células piramidales del subcampo CA3, y 3) en las sinapsis de las
células piramidales del subcampo CA3 con las células piramidales del subcampo
CAL.

La LTP tiene dos propiedades que, de acuerdo con Hebb, eran caracteristicas de
los mecanismos fisiol6gicos del aprendizaje y memoria. En primer lugar, la LTP
puede durar mucho tiempo, durante muchas semanas después de varias
estimulaciones. En segundo lugar, la LTP se produce solamente si el disparo de la
neurona presinaptica va seguido por el disparo de la neurona postsinaptica.

Diferentes trabajos sobre la iniciacién y mantenimiento de la plasticidad sinaptica



en el hipocampo demuestran que tanto el aprendizaje como la LTP inducida
producen cambios en la estructura, la distribucién y el nimero de las sinapsis, 1o
que podria constituir la base estructural de la memoria (Klintsova & Greenough,
1999, Lamprecht & LeDoux, 2004).

La memoria a corto plazo nos permite almacenar una cantidad limitada de
informacion durante un corto periodo de tiempo. Es una memoria fragil y transitoria
que resulta muy vulnerable a cualquier tipo de interferencias, se basa en cambios
efimeros, eléctricos 0 moleculares, en las redes neurales implicadas. Pero si tales
cambios persisten pueden activar procesos moleculares tales como: la maquinaria
de receptores (activacion, reclutamiento o sintesis de mas receptores y moléculas
asociadas a estos), apertura de canales, activacion de cinasas, transcripcion de
ARNmM y dar lugar a sintesis de nuevas proteinas y cambios estructurales dando
paso a la consolidacién de la memoria, la cual es entendida como un diadlogo entre
genes y sinapsis (Kandel & Hawkins, 2001), teniendo como resultado el
establecimiento de una memoria a largo plazo, la cual nos permite almacenar una
gran cantidad de informacion durante tiempo ilimitado, siendo una memoria mas

estable y duradera, y poco vulnerable a interferencias (McGaugh, 1996).

La duracion del proceso de consolidacion esté en relacion al curso temporal
que siguen los procesos celulares y moleculares subyacentes al aprendizaje, y

depende de las interacciones de los diferentes sistemas de memoria.

1.1 Sistemas de memoria.

De acuerdo a sus caracteristicas conductuales y a las estructuras
cerebrales implicadas, se ha establecido dos sistemas de memoria de largo plazo:

la memoria no declarativa y la memoria declarativa (Squire, 1996). [Figura 1].

La memoria no-declarativa, es la memoria de las cosas que solemos hacer.
Su expresidn es en gran medida automatica, “inconsciente” y dificil de verbalizar.

Se adquiere gradualmente y se perfecciona con la practica. Derivada de tipos de



MEMORIA A LARGO PLAZO

DECL,|ARATIVA NO DECLARATIVA
SEMANTICA  EPISODICA PROCEDIMIENTOS PRIMING CONICD:I&CS)II\CI:%MIENTO APRENDIZAJE

| | SIMPLE

LOBULO TEMPOROMEDIAL  ESTRIADO NEOCORTEZA  AMIGDALA VIAS REFLEJAS
DIENCEFALO CEREBELO

NO ASlOCIATIVO

Figura 1.- Clasificacion de los sistemas de memoria a largo plazo con las estructuras del
cerebro involucradas en cada sistema (Modificado de Squire, 1996).

aprendizaje basicos y filogenéticamente antiguos, como la habituacién y la
sensibilizacion, el aprendizaje perceptivo y motor, o los condicionamientos clasico
e instrumental (Bermudez-Rattoni & Escobar, 2000). Su principal lugar de
almacenamiento radica en estructuras subcorticales, como el neoestriado
(caudado y putamen) aunque también pueden estar involucradas otras estructuras

corticales (Morgado 2005).

Un buen ejemplo, ampliamente estudiado en diferentes laboratorios, es el miedo
condicionado en ratas, una forma de condicionamiento clasico cuya adquisicion y
expresion es altamente dependiente de la amigdala. En humanos también se ha
demostrado el importante papel de la amigdala en el procesamiento de la memoria
no declarativa ligada a estimulos emocionales. Como aspecto relevante, se ha
observado que un estimulo condicionado aversivo, consistente en una cara de
aspecto desagradable, puede provocar una respuesta de miedo incluso cuando su
presentacion es breve e inmediatamente enmascarada por otra cara neutral, de tal

modo que el sujeto no llega a percibirlo conscientemente (Morris, et al., 1998).

Por otro lado la memoria declarativa (MD) resulta del aprendizaje racional, se
adquiere en pocos ensayos Yy tiene como destacada peculiaridad, poder

expresarse en situaciones y modos diferentes a los del aprendizaje original. Su



adquisicion se relaciona con el sistema hipocampal y otras estructuras del I6bulo

temporomedial.

La MD esta dividida en memoria episddica o de eventos, la cual contiene
informacion referida al conocimiento sobre el mundo y experiencias vividas por
cada persona, y la memoria semantica o de conceptos, referida a conceptos de
objetos cotidianos dentro del vocabulario empleado por cada persona. Tener en
cuenta estas dos subdivisiones de la MD es importante para entender de qué
modo la informacion esta representada y es recuperada diferencialmente.

La distincion de memoria semantica da cuenta de un almacén de conocimientos
acerca de los significados de las palabras y las relaciones entre estos significados,
constituyendo una especie de diccionario mental, mientras que la memoria
episodica representa eventos o0 sucesos que reflejan detalles de la situacion vivida
y no solamente el significado. La organizacion de los contenidos en la memoria
episodica estd sujeta a parametros espacio-temporales, esto es, los eventos que
se recuerdan representan los momentos y lugares en que se presentaron. Sin
embargo, la informacion representada en la memoria semantica sigue una pauta
conceptual, de manera que las relaciones entre los conceptos se organizan en

funcién de su significado.

Una participacion muy confirmada de la MD es el conocido caso del paciente
epiléptico HM, cuya extirpacion bilateral del hipocampo y otras regiones del I6bulo
temporomedial (1953) le produjo una grave amnesia anterdgrada especifica para
aprendizajes relacionales, por lo que él puede leer todos los dias el mismo
periédico como si fuese nuevo y en general presenta dificultades en diferentes
recuerdos declarativos, como el recordar personas que acaba de conocer 0
aprender un nuevo camino a su casa. Con ello podemos decir que el hipocampo
parece estar especialmente relacionado con la consolidacién de la MD, es decir,
con su transferencia desde la memoria a corto plazo a la memoria a largo plazo
(Milner et al., 1998).



La diferencia entre MD y memoria no declarativa se estudiéo en pacientes
amneésicos y de Parkinson, los cuales respondieron de manera diferenciada a una
prueba de clasificacion probabilistica. Se trataba de aprender a predecir tiempo
soleado o lluvioso con una combinacién de las cartas que aparecian en la pantalla
de una computadora, para aprender esta tarea se necesita de muchos ensayos,
algo caracteristico de la memoria no-declarativa. Los pacientes amnésicos
aprendian normalmente, pero no recordaban nada de los episodios del
entrenamiento. En contraste, los pacientes de Parkinson no aprendian la
clasificacion probabilistica, pero tenian intactos los detalles de la situacion del
entrenamiento (Knowlton et al., 1996). Esta doble disociacibn muestra que el
hipocampo y las regiones del I6bulo temporomedial generalmente dafiadas en los
enfermos amnésicos y las regiones del neoestriado afectadas en Parkinson, se
relacionan con sistemas de aprendizaje y memoria paralelos pero diferentes, es

decir, con la MD y la memoria no-declarativa, respectivamente (Squire,1996).

Otro buen ejemplo de MD es el aprendizaje que nos permite orientarnos en el
espacio circundante, el cual estad evidenciado en el trabajo de Maguire et. al.,
(1998), mediante neuroimagenes con tomografia por emision de positrones en
humanos, donde se muestra una clara y especifica activaciéon del hipocampo
derecho cuando el sujeto recorre las calles de una ciudad en un juego de realidad
virtual, indicando con ello la participacion del hipocampo dentro del aprendizaje

relacional y de gran importancia en el espacial.

Debido a las caracteristicas conductuales de la memoria espacial, asi como a la
evidencia de la participacién del hipocampo dentro de este tipo de aprendizaje; el
aprendizaje que resulta de estas tareas asi como su memoria forman parte de la
MD.



1.2 Memoria espacial.

Numerosos estudios han mostrado que los animales pueden determinar la
localizacion de una meta en funcién de las relaciones que guardan las claves

espaciales del ambiente.

En 1978 O’Keefe y Nadel, realizaron una clasificacion sistemética en la que
estudiaron el problema de la representacion del espacio en el sistema nervioso,
englobando practicamente todas las formas de navegacion espacial
mayoritariamente estudiadas en los laboratorios de experimentacién animal.
Sosteniendo que la navegacion espacial puede desarrollarse empleando dos
estrategias diferentes: las taxicas y las cartograficas. El aprendizaje taxico, a su
vez, puede desarrollarse a través de dos mecanismos: el aprendizaje de
orientacion y el aprendizaje de guia. En el aprendizaje de orientacion, los animales
aprenden a emplear programas motores estereotipados y localizan el camino
hacia un lugar dado por series de movimientos de orientacién. De forma contraria,
el aprendizaje de guia se basa en el empleo de estimulos sefial hacia los que los
animales aprenden a aproximarse por hallarse asociados con la meta. Sin
embargo, el aprendizaje cartografico se basa en la memoria de la localizacién del
sitio con respecto a la configuracion de pistas espaciales disponibles en el
entorno, un ejemplo de este Ultimo es el laberinto acuéatico de Morris, el cual
consiste en una piscina circular con agua y una plataforma colocada en un lugar
previamente establecido a 1 centimetro por debajo del nivel del agua. Dado que
no existen pistas locales de la posicion de la plataforma, el animal tiene que
navegar haciendo uso de las pistas externas al laberinto (Morris et al., 1984).

Se ha demostrado que el dafio hipocampal en ratas produce un déficit en
el aprendizaje y memoria de tareas espaciales. Morris et al. (1986) realizaron
experimentos con animales manipulados farmacolégicamente con APV,
antagonista del receptor tipo NMDA, en hipocampo dorsal, donde encontraron que
el uso de APV dafa el aprendizaje espacial, y que el bloqueo de los receptores de

glutamato del tipo NMDA no modifica la transmision sindptica basal del



hipocampo, pero previene la induccion de la LTP. Estos resultados sugieren que
los receptores NMDA estdn implicados en el aprendizaje espacial y su

consolidacion.

Los estudios con lesiones indican que el dafio del hipocampo o de las
estructuras asociadas, fimbria fornix, septum, corteza entorrinal, provocan graves
y permanentes deficits en numerosas habilidades espaciales en la navegacion
(Morris, et al., 1982,1990; Sutherland & Rodriguez AJ. 1989) por lo que esta

estructura cerebral es de gran importancia en este aprendizaje y su consolidacion.

1.3 Hipocampo y sistemas de neurotransmision.

El hipocampo es una estructura limbica cortical, que desde los afios cincuenta se
sabe que esta implicada en algunas formas de memoria (Penfield & Milner, 1958).
Aunque no parece ser el almacén definitivo de contenidos de memoria bien
establecidos, las evidencias clinicas y experimentales indican que el hipocampo
cumple funciones importantes en la consolidacién de la memoria (Milner, et al.,
1998). Aungque no se excluye su participacion en otras formas de memoria, se
sabe que esta involucrado tanto en la memoria espacial como en otras formas de
memoria explicita en humanos y animales (Eichenbaum 1999; Shapiro &
Eichenbaum, 1999).

Esta estructura cerebral recibe informacion procedente de todas las areas
asociativas corticales a través de su principal puerta de entrada, la llamada via
perforante originada en la corteza entorrinal. Esta proyeccion es glutamatérgica y
excitadora. Existen otras proyecciones al hipocampo de otro signo neuroquimico
originadas principalmente en el area septo-medial (ASM) y en el nacleo de la
banda diagonal de Broca vertical y horizontal, estas aferencias son de caracter
colinérgico y GABAérgico, asi como el nucleoet aldelet al de fibras serotonérgicas

y el et alde fibras noradrenérgicas (Cassel, J. C. et al., 1997; Bici & Kiss, 1998).



Al hipocampo se le incluye en el sistema llamado formacién hipocampal, en
la cual se ubican ademas el giro dentado, el subiculum, el presubiculum, el

parasubiculum y la corteza entorrinal.

La formacion hipocampal presenta diversos tipos de neuronas. En la zona del giro

dentado las neuronas forman tres capas claramente definidas:

o Capa de células granulares o principales: las dendritas de estas células se
extienden perpendicularmente a la capa de células. Los axones de esas
neuronas salen por el polo opuesto y son las llamadas fibras musgosas y se
dirigen al hilus hasta alcanzar la region CAS.

« Capa molecular: ubicada sobre la capa de las células granulares.

o Capa de celular polimérficas o hilus: ubicada debajo de la capa principal.

Propiamente el hipocampo se caracteriza por presentar una capa principal de
neuronas, la capa de las células piramidales, que hace una trayectoria en forma de
una C invertida y en la cual se distinguen tres regiones llamadas cuernos de
Ammon y son: CAl, CA2 y CA3 (Amaral & Witter, 1989).

Las células piramidales de la region CA3 presentan un claro arbol dendritico y
emiten un axén. Las dendritas se dirigen al centro del hipocampo y hacia el giro
dentado. En estas dendritas se encuentran numerosas espinas dendriticas que
reciben inervacion de terminales excitadoras. Estas espinas son de mayor tamafo

y son inervadas por las fibras musgosas provenientes del giro dentado.

Los axones de las células piramidales de CA3 emiten colaterales, llamadas
colaterales de Schaffer, que van a inervar a las células piramidales de CAl
(Amaral & Witter, 1989), asi mismo cada una de estas células esta conectada

entre las demas formando una conexidn reverberante.



Muchos modelos computacionales sugieren que CA3 es de gran importancia para
el procesamiento de la informacion que llega a los subcampos del hipocampo, ya
gue se le relaciona con la organizacion de la misma, pues recibe informacién
externa a través de las fibras musgosas asi como de la via perforante y de
caracter interno mediante las interconexiones que existen en este subcampo como
lo son las colaterales de Schaffer y las interneuronas presentes en CA3 (Lee, |. et
al., 2005).

Debido a la estructura de sus conexiones al area de CA3 se le denomina como un
sitio de autoasociacion, el cual ayuda a la adquisicion y consolidacion de la
memoria declarativa, por lo que al inactivar esta region los individuos presentan

déficit en estas dos capacidades (Florian & Roullet, 2004; Stupien, G. et al., 2003).

Ademas de las neuronas piramidales y granulares en CA3, existen numerosas
interneuronas, las cuales forman toda una red neuronal ya que presentan
conexiones entre ellas mismas y a su vez con las piramidales (Amaral & Witter,
1989).

El circuito de la formacion hipocampal se inicia en las neuronas de la capa Il de la
corteza entorrinal, formando la principal via unidireccional. Los axones de estas
neuronas inician una via, la via perforante que pasa por el subiculum y termina en
el giro dentado y en la region CA3 por medio de las Fibras Musgosas del
hipocampo. Sin embargo, las neuronas ubicadas en la capa lll de la corteza

entorrinal proyectan directamente a CAl1y al subiculum (figura 2).

Debido a su organizacion, el hipocampo facilita el registro de potenciales de
campo, y el estudio de sus componentes permite hacer inferencias sobre la
eficacia de la transmision sinaptica en sus poblaciones celulares; por ello, ha sido
el modelo mas utilizado para estudiar la LTP.



Figura 2.- Conexion Hipocampal. Red hipocampal: el hipocampo presenta una via unidireccional
principal la cual llega desde la Corteza Entorrinal llegando hasta el Giro Dentado (GD) y CA3 por
medio de la via Perforante (VP). Las neuronas de CAS3 reciben informacién del GD via fibras
musgosas (FM). Estas presentan axones hasta las células piramidales de CAl formando las
colaterales de Schaffer (CS), asi mismo CAl est4 conectado con el Subiculum (Sb) y CE
permitiendo que la informacion regrese a este Ultimo

Los sistemas de neurotransmision anteriormente mencionados presentan un
sustento importante para el funcionamiento del hipocampo, ejemplo de ello es el
glutamato. Entre sus principales subtipos de receptores se incluyen los receptores
los metabotropicos (MGIuRs) y los ionotropicos (tipo NMDA, kainato y AMPA),
estos ultimos se han relacionado con modelos de plasticidad sinaptica como lo es
la LTP, cambios en la distribucibn y numero de sinapsis, en la cantidad de
receptores, entre otros (Balderas, I. et al., 2004, Linch, M.A. 2004). Esto debido a
que permiten la entrada de Ca** incrementando su concentracién en el interior de
la célula lo cual desencadena una serie de cambios bioquimicos como la
activacion de cinasas, que tienen la capacidad de fosforilar otras moléculas. Se ha
observado que la actividad del receptor tipo NMDA es esencial para la induccion y
el mantenimiento de la LTP (Riegel, G & Reymann, 1996; Lamprecht & LeDoux,
2004), ya que al antagonizar el receptor se ve afectado este fendbmeno, se ha
observado que la induccion de LTP en cortes de hipocampo produce la formacién
de espinas dendriticas dorsales nuevas, ademas de un aumento en el tamafio de
la cabeza de la espina dendritica dorsal al cabo de 2 minutos posterior a la
induccién y hasta 23 horas posterior al LTP. Todos estos cambios son bloqueados

al antagonizar los receptores tipo NMDA (Lamprecht & LeDoux, 2004).



En cuanto a los receptores AMPA se ha encontrado que estos actian en el
mantenimiento de la morfologia de las espinas dendriticas del hipocampo
modulando el citoesqueleto de la espina dendritica debido a que al antagonizar
estos receptores la movilidad del citoesqueleto es fuertemente afectada y estas
tienden a retraerse. Posterior a la induccion del LTP o al aprendizaje se ha
observado que la cantidad de los receptores AMPA aumenta en las espinas
dorsales, este incremento podria contribuir al mantenimiento de la plasticidad
sinptica y posiblemente conlleve a la persistencia de la memoria (Lamprecht &
LeDoux, 2004).

Otra via de neurotransmisién de importancia es la colinérgica, la cual esta
asociada a la modulacion de varias funciones cognitivas (Dutar, P., et al., 1995).
El sistema colinérgico presenta dos tipos de receptores: los muscarinicos
(mAChR), acoplados a proteinas G y los receptores nicotinicos (N) que no
conforman canales i6nicos. Dentro de los muscarinicos (MAChR), se conocen
cinco subtipos distintos (M1, M2, M3, M4 y Ms), que se encuentran distribuidos de
manera diferencial en el hipocampo siendo los de menor proporcion los Ms
(Manzano-Palomo, M. et al., 2006; Van der Zee & Luiten, 1999).

Los subtipos de mAChR median las acciones pre- (M2 y My) y post (M1, Mg,
y Ms) sindpticas en hipocampo. Los mMAChRs deprimen las respuestas inhibidoras
y excitadoras, existe evidencia de que diversos subtipos de mAChR inhiben la
liberacion del glutamato, aspartato, acido y- aminobutirico, y la ACh. Dentro de
estos subtipos existen algunos que pueden estar como autoreceptores, es el caso
de M,y My los cuales inhiben la liberacién de ACh en hipocampo (Raiteri, M. et
al., 1984).
Se ha observado que la estimulacion de los mAChR pre-sinapticos deprime la
transmision excitadora en las sinapsis de colaterales de Schaffer a CA1 y de las
FM a CA3. Mientras que los mAChR post-sindpticos modulan la neurotransmisién
sinptica excitatoria adentro del hipocampo. Un ejemplo de esta modulacion ha
sido observado en CA1 por medio del aumento en la sensibilidad de los receptores

NMDA consecuente a la activacion de M1.



Numerosos estudios han demostrado que el sistema colinérgico tiene una
funcién moduladora durante la formacion del aprendizaje y la memoria (Gold, P.
2003). Fadda et al., (1996; 2000) observaron que posterior al aprendizaje de una
tarea espacial y durante una tarea de memoria de trabajo, los niveles de
acetilcolina hipocampal eran mayores en los individuos que realizaron las tareas

gue en aquellos que permanecieron quietos.

Se ha observado que la manipulaciéon farmacoldgica del sistema colinérgico por
medio de antagonistas (i. e. escopolamina) en el hipocampo afecta la formacion
del aprendizaje y memoria de tareas espaciales dependientes de esta estructura
(Van der Zee, et al., 1995; Herrera-Morales et al., 2007).

1.3.1 Hipocampo y su relacion con la Memoria Espacial.

Se tiene informacién que relaciona al hipocampo con el aprendizaje espacial.
Estudios electrofisiolégicos han demostrado que existen ciertas células que
presentan actividad cuando la rata estd en cierta posicion o lugar. Estas son

llamadas ‘células de lugar’ (O’Keefe & Dovstrovsky, 1971)

Basicamente, estas neuronas hipocampales incrementan su tasa de disparo
cuando el animal se encuentra en un lugar concreto del espacio (Nadel, 1991),
percibe un estimulo o desarrolla una conducta en un lugar determinado, lo cual
indica que posiblemente los animales representen relaciones de tipo espacial con
estas células. Principalmente son algunas neuronas piramidales de las regiones
CAl y CA3 las que aumentan su actividad correlativamente a la posicion del
animal en el entorno, y permanecen asi durante la exploracion y la localizacion de
lugares (Nadel, 1991; Wiener, et at., 1989). Ademas, los campos receptivos de las
células hipocampales estan controlados por el entorno ya que, si rotamos las
pistas, se produce también una rotacién en los campos receptivos espaciales. No
obstante, este control del contexto no se debe a una simple exposicién a los

estimulos, ya que, cuando se eliminan las pistas, la mayor parte de las células



muestran campos receptivos similares a los observados cuando las pistas estan
presentes, sin que dependa simplemente de la percepcion visual (Muller & Kubie,
1989, Quirk, et al., 1990).

Ademas de la importancia de las células de lugar hipocampales previamente
descritas, se han descubierto poblaciones de neuronas que parecen ser
relevantes en el establecimiento de las relaciones espaciales que se desarrollan
en el hipocampo. Estas células se denominan genéricamente “neuronas de
direccion de la cabeza” y fueron descritas por primera vez por Ranck (1984,1985)
como células localizadas en el presubiculo dorsal, con capacidad para codificar
informacion sobre la orientacién de la cabeza en el entorno. Estas células son
diferentes a las células de lugar y, aunque su localizacién neuroanatémica ain no
se ha establecido definitivamente, se han encontrado en diversas regiones
relacionadas con el procesamiento espacial, como la formacion hipocampal, la
corteza parietal posterior, el nucleo mamilar lateral, los nudcleos talamicos
anteriores, el nucleo talamico dorsolateral, la corteza retrosplenial y el estriado
(Dudchenko et al., 1997; Goodridge et al., 1998)

La actividad de estas neuronas, que es independiente de la localizacion del
animal en el entorno, se relaciona con la orientacion de la cara del animal (Muller
& Kubie, 1989. Taube, et al., 1990). Una propiedad importante de estas células es
gue son capaces de mantener su actividad aun cuando las pistas ambientales se
hayan eliminado; ello sugiere que las células direccionales, al igual que las células
de lugar hipocampales, poseen memoria y no son activadas simplemente por la

estimulacién sensorial, sino que representan algunos aspectos del entorno.

Si bien el hipocampo no parece ser el almacén definitivo de contenidos de
memoria bien establecidos, las evidencias clinicas y experimentales indican que el
hipocampo cumple funciones importantes en la consolidaciéon de la memoria
(Milner, et al., 1998). El hipocampo recibe de la corteza grandes volumenes de

informacion, la asocia, la retiene durante el procesamiento, la amplifica,



probablemente la compara con la ya existente y contribuye a su consolidacion en

la corteza cerebral (Malleret, et al., 2001).

Los cambios a largo plazo en la eficiencia de la comunicacién neuronal
probablemente sean la base fisiologica del procesamiento de la informacion que
recibe un individuo acerca de su entorno o experiencias vividas. (Nogues et al.,
1994). Uno de los eventos plasticos observados en el hipocampo y que se ha
asociado con la memoria y el aprendizaje es la sinaptogénesis (Ramirez-Amaya et
al., 1999; 2001), En 1994, Moser et al., encontraron que al entrenar animales
adultos durante 18 dias en un ambiente complejo, el cual estimula la conducta
exploratoria, la densidad de las espinas dendriticas en la region CA1l del
hipocampo se incremento significativamente. Ademas, si estos animales se
sometian posteriormente al aprendizaje de una tarea espacial, eran mas eficientes
gue aquellos que no se habian entrenado en el ambiente complejo, sugiriendo de
esta manera la implicacion funcional de los cambios morfoldgicos observados.
Asimismo, se ha descrito un incremento en los contactos sinapticos de las fibras
musgosas (FM) posterior a manipulaciones experimentales, tales como la
inducciéon de epilepsia (Cavazos & Sutura,1990), y de LTP et al (Escobar et al.,
1997). En este ultimo trabajo sugiere que los cambios morfologicos en las
terminales de las FM ocurrieron por la estimulacion repetida con alta frecuencia de
estas fibras y que, por lo tanto, podria ocurrir normalmente durante periodos de
actividad reiterada de las células granulares en animales intactos (Escobar et al.,
1997, Wuarin et al., 1996, Ben-Ari & Represa, 1990).

La LTP es propuesta como un mecanismo de almacenamiento de la
informacion debido a las propiedades que presenta como lo es su especificidad,

cooperatividad y la asociatividad. (Linden & Routtenberg, 1989).

Numerosos estudios han demostrado una correlacion entre la LTP
hipocampal y el aprendizaje y memoria (Barnes & McNaughton, 1985;
McNaughton et al., 1986; Laroche, 1991) asi como una similitud entre muchos de

los elementos que intervienen para que se produzca la LTP y aquellos empleados



en el aprendizaje, evidencias de esto son: 1) se puede provocar LTP con bajos
niveles de estimulacion que imitan la actividad nerviosa normal; 2) el
condicionamiento de la conducta puede producir en el hipocampo cambios
similares a la LTP; 3) muchos farmacos que influyen en el aprendizaje y la
memoria tienen efectos paralelos sobre la LTP; y 4) la activacion de receptores,
cascadas de segundos mensajeros Yy la activacion de proteinas cinasas (Kandel et
al., 2000). Dentro de las cinasas activadas encontramos a la proteina cinasa C
(PKC), Klann et al., (1993) observaron que su activacion es necesaria para el
mantenimiento del LTP ya que al bloquear esta proteina antes de la induccién de
la LTP esta ultima presenta un decremento en su respuesta eléctrica. Pero no
todas la cinasas implicadas en la LTP parecen ser activadas eficazmente por la
via de los receptores NMDA, por lo que se sugiere un posible papel cooperativo de
otros neurotransmisores y sus respectivos receptores para el desarrollo y
mantenimiento del LTP.

Se ha observado que la privacién de aferencias colinérgicas en el hipocampo
bloquea la LTP en el giro dentado (Bergado, et al., 1996) y al transplantar tejido
fetal de caracter colinérgico los animales se restaura la LTP (Bergado, et al.,
1997). Asimismo, la administracion de agonistas muscarinicos es capaz de inducir
una potenciacion que se desarrolle lentamente, y mimetiza las fases tardias de
esta (Auerbach, J & Segal, 1994; 1997). Por lo que se establece un actuar
simultaneo en los mecanismos dependientes del receptor NMDA durante los

procesos de plasticidad sinaptica (Jerusalinsky, et al., 1997).

Por otro lado, Shinoe et al., en 2005, observaron que la inyeccion de
agonistas colinérgicos a bajas concentraciones asi como la liberacién enddégena
de acetilcolina provocan un aumento en la respuesta eléctrica de LTP en CA1l. Al
medir la inhibicién sinaptica provocada por una alta concentracion de carbacol
(agonista muscarinico), encontraron que esta inhibiciéon produjo un efecto menor
en ratones carentes del receptor M; y My no asi, en aquellos carentes solamente
de M3 debido a que se comportan de manera similar al grupo control, asi mismo al
ser estimulado el stratum oriens con estimulos de alto voltaje se observé que la

despolarizacion en los carentes de M; es minima por lo que el porcentaje de LTP



es menor con respecto al control. Concluyendo que existe una participacion
diferencial de los receptores muscarinicos, modulando la plasticidad sinaptica de

CALl através de la activacion los receptores postsinapticos M.

Otro trabajo es el realizado por Rossi et al., en 2004, donde observaron deficits en
la memoria espacial en ratas adultas, dentro de sus resultados encontraron un
menor acoplo de las proteinas G al receptor M1 y la distribucién de PKCy era
mayor en la parte citosdlica, contrario a lo visto en ratas jovenes las cuales
presentaban un mayor desempefio en el aprendizaje y su memoria; por lo que el
deterioro de la memoria espacial en las ratas adultas esta relacionado con la poca
afinidad de las proteinas G a su receptor y la subsecuente disfucionalidad en la

traduccién de sefiales iniciada en la sinapsis colinérgica.

1.4 Proteina Cinasa C (PKC).

La actividad de la proteina cinasa C (PKC) ha sido implicada como un mecanismo
molecular para el aprendizaje y la memoria (Alkon, et al., 2005). Esta proteina
pertenece a una familia de cinasas de serina-treonina que son activadas por
fosfolipidos &cidos, particularmente por fosfatidilserina, pero que poseen diferentes
requerimientos de calcio, diacilglicerol y ésteres de forbol para su activacién (Van
Der Zee, et al., 1997a). Esta familia es parte integral de la maquinaria de
transduccion de sefales acopladas a receptores que inician una cascada de
degradacion de componentes lipidicos de membrana para controlar importantes
procesos biolégicos tales como apoptosis, memoria, diferenciacion celular vy
tumorigénesis. El proceso de transduccion inicia cuando el neurotransmisor se
une a su receptor, este complejo cataliza el intercambio de GTP por GDP sobre
una proteina G asociada, activandola. Esta proteina, activa a su vez una
fosfolipasa C (PLC) en la membrana, la cual produce dos segundos mensajeros
por hidrolisis del PIP,. Los productos de esta hidrolisis son el DAG y el IP3. EI DAG
activa directamente a la PKC. El segundo producto derivado de la accién de la

PLC, el IP3, difunde de la membrana plasmatica al reticulo endoplasmaético liso, en



donde se une a receptores especificos y causa la apertura de canales de calcio
liberando el calcio secuestrado en el citosol. El aumento en las concentraciones de
calcio junto con el DAG y la interaccion de PKC con fosfolipidos acidos hacen que
la cinasa se encuentre en su estado “cataliticamente competente” en el cual puede

fosforilar a sus sustratos especificos (Rendon & Robles, 2000)

1.4.1 Estructura molecular y mecanismos de activacion.

Se han identificado 11 isoformas de esta proteina (PKC), las cuales estan
relacionadas entre si, poseen diferencias en cuanto a su localizacion,
especificidad de sustrato y propiedades cinéticas (Newton A. C. 1995). Estas
isoformas estan formadas por una sola cadena polipeptidica, dividida en dos
dominios separados por la region hipervariable (también llamado bisagra): el
dominio regulador (region amino-terminal) y el dominio catalitico (region carboxilo-
terminal). Cada uno de esto dominios posee regiones altamente conservadas y

variables (figura 3).

Las isoformas de PKC han sido clasificadas en tres grupos de acuerdo a su

estructura y a su regulacion por cofactores: las convencionales (cPKC): a, BI, BIl 'y
v, las cuales son reguladas por Diacilglicerol (DAG), fosfatidilserina (PS) y Ca*?,
las nuevas (NPKC): 8, €, n, ny 0, reguladas por DAG y PS y las atipicas (aPKC): A
y C cuya regulacion no ha sido claramente establecida, aunque su actividad es
estimulada por PS (Rendon & Robles, 2000).
El dominio regulador esta constituido por una region auto-inhibidora de la enzima
denominada la regién pseudosustrato, esta region es la responsable de mantener
a la enzima en su forma inactiva en ausencia de Ca*?, DAG vy fosfolipidos, y por
una o dos regiones conservada: la region C1l presente en todas las isoformas
donde se lleva a cabo la union del DAG y/o esteres de forbol alterando con ello los
niveles de hidrofobicidad del dominio promoviendo interacciones con la membrana
celular, y la region C2 presente solo en las convencionales y nuevas (Newton A.
C. 1995).



Dominio Regulatorio  Dominio Catalitieo

-
-~ =

1 2 Cl 4
@
PKCe rl-l'ﬂll /‘ E].MHG Union a Unidn a<:" ra u“ih

caleio  ATP
ul sigsieibo

Fs:uﬂu!uslr;\t‘o

L=

i
[ T DR B TR
— )

— - -
Domintos de  Dominw
unldna la FH

membrans

Wk — il -

PKCn

= a2 o=

PKCa

Figura 3.- Estructura primaria de las diferentes subfamilias de proteina cinasa C. Se muestran
la regién pseudosustrato, las regiones altamente conservadas (C1-C4) las cuales constituyen los
dominios regulatorios y region bisagra. Tomado de Rendon & Robles, 2000.

El dominio catalitico esta constituido por las regiones C3 y C4. La regién C3
contiene una secuencia de union a ATP y un residuo de lisina mientras que la
region C4 esta constituida por grupos de secuencias unicas en las isoformas de
PKC y constituyen la llamada “asa de activacion”. Su presencia es crucial para el
reconocimiento del sustrato proteico y participa en la transferencia del grupo
fosfato (Newton A. C. 1995).

La activacion de PKC esta regulada por dos mecanismos distintos e
igualmente importantes: en el primero, la enzima alcanza un estado denominado
“cataliticamente competente” por medio de fosforilaciones que alinean
correctamente a los residuos para su catdlisis, y en el segundo se lleva a cabo la
unién de moduladores positivos (como el Ca*™, el DAG y la PS) provocando la
remocion de la regidn pseudosustrato del sitio de union al sustrato.

Las isoformas de PKC inactivas se encuentran principalmente en el citosol
mientras que sus activadores, los cuales tienen un caracter hidrofobico, estan
presentes en la membrana. Cuando PKC esta en su forma activa, se encuentra
asociada a la membrana plasmatica, elementos del cito-esqueleto, nucleo y otros
componentes subcelulares (Mochly, et al., 1990). (Figura 4)
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Figura 4.- Modelo de la conformacién activa (A) e inactiva (B) de PKC. En la conformacion
inactiva, la region pseudosustrato de PKC se encuentra interactuando con la regién de unién a
sustrato (region C4). Después de ser fosforilada PKC en el asa de activacién y el extremo
carboxilo, la aparicion de los cofactores especificos promueven la liberacion de la region
pseudosustrato permitiendo la interaccion de la regién C1 con la membrana y fosforilacion de los
sustratos correspondientes. (Tomado de Rendon & Robles, 2000.)

La localizaciébn de PKC en diferentes compartimientos celulares ha conducido a
establecer interacciones proteina-proteina, se han identificado tres grupos de
proteinas que pueden interaccionar et al con PKC. Un grupo son las proteinas que
se unen a la PKC a través de un puente de fosfatidilserina y en algunos casos no
requieren de la activacion completa de PKC para su union (Mochly-Rosen &
Gordon, 1998). Estas proteinas son sustratos de PKC, ejemplos de éstas son:
MARCKS (sustratos de cinasa C ricos en alanina miristoilada), AKAP (proteinas
de anclaje a cinasas dependientes de AMPc). Un segundo grupo son las llamadas
RACKSs (receptores a cinasa C activas). Estas proteinas se unen solamente a la
forma activa de PKC siendo esta union especifica. Un tercer grupo de proteinas
que también interaccionan con PKC son las llamadas RICKs (receptores para la
cinasa C inactiva). Estas cinasas fueron de las primeras proteinas de sefializacion
en las que se observo el fendmeno de la translocacion (redistribucion) a nuevos
sitios subcelulares como resultado de su activacion, un claro ejemplo de esto se

ha visto en el hipocampo después de diferentes tipos de tareas (Olds et al., 1990).



1.5 Vesiculas sinapticas en las terminales nerviosas.

La transmision sindptica en las terminales nerviosas comienza con la
llegada de un potencial de accién que dispara la apertura de canales de calcio
dependientes de voltaje. La entrada de Ca®' conlleva a la exocitosis de las
vesiculas sinapticas (VS's) y se produce la liberacién de los neurotransmisores a
la hendidura sinaptica (Kuffler et al., 1984). Tras la liberacion, las vesiculas
singpticas se reciclan mediante diferentes tipos de endocitosis, se vuelven a
cargar de neurotransmisores y quedan listas para un nuevo ciclo. Las VS's
funcionan como micromaquinas especializadas en la liberacion de
neurotransmisores Yy las proteinas vesiculares participan en multiples funciones del
trafico vesicular, como la fusién de membranas regulada por Ca®* o la endocitosis
(Almers & Tse, 1990). La actividad sinaptica mantenida, requiere ciclos continuos
de exo- y endocitosis, que probablemente contribuyan al desgaste funcional o
pérdida de la conformacién nativa de las proteinas presindpticas que participan
activamente en este proceso. No obstante, las terminales sinapticas mantienen la

actividad y la integridad sinaptica durante muchos afos (Trimble & Scheller, 1988).

Existen VS's que no se encuentran en los sitios activos, estan agrupadas en
el citoplasma presinaptico, unidas entre si 0 a la actina, gracias a una proteina, la
sinapsina |, ubicada en la membrana de las vesiculas. Cuando esta proteina es
fosforilada se despegan las vesiculas de los filamentos o de las otras vesiculas. La
fosforilacion es catalizada por CaMK-Il, iniciando el proceso de movilizacion

vesicular (Valtorta et al., 1992).

La colocacion de las VS's se produce por un complicado proceso en el que
interactian proteinas de la pared de la vesicula (sinaptobrevina y sinaptotagmina)
y de la membrana de la terminal (sintaxina y SNAP-25). Algunos de estos
componentes se unen para formar un complejo llamado SNARE (sintaxina, SNAP-
25 y sinaptobrevina) que interactia en el proceso de la ubicacion con dos

proteinas solubles: NSF (factor sensible a n-etilmaleimida) y a -SNAP, que es una



proteina de uniébn a NSF, necesaria para que esta molécula (NSF) exprese su
actividad de ATP-asa. (Walworth et al., 1989)

La ubicacion de la vesiculas en el sitio activo se explica, entonces, por la llamada
hipotesis SNARE. Se asume que existe el complejo SNARE que al estar unido a la
sinaptotagmina forma un complejo mayor que une a la vesicula a un punto de la
membrana. En esta situacion, existe en la membrana vesicular una GTP-asa
(hidroliza GTP) llamada Rab-3. Al hidrolizarse el GTP por la accion de esta
enzima, el GDP resultante, se une a una proteina de la membrana plasméatica
(n-sec 1), fendmeno que permite la fusion de ambas membranas. Pero este
fendmeno de fusidn se iniciaria por la union del calcio a la sinaptotagmina del
complejo. Si no hay complejo SNARE la entrada del calcio no produciria la fusién.
(Op cit. en Valtorta, et al., 2004).

En experimentos de registro de capacitancia durante la exocitosis se
observa la aparicion transitoria y reversible de un poro, que tiene la conductancia
de un canal i6nico (Monck & Fernandez. 1992). La formacioén transitoria de este
poro de fusion se ha observado en muchas células secretoras y se piensa que es
un fendmeno comun en la fusién de las membranas biolégicas que tienen lugar
durante la exocitosis, se han implicado varias proteinas de las VS's en la
formacién de este poro asi como en la interaccion de la membrana vesicular y la

plasmatica, destacando la sinaptotagmina, sinaptobrevina y sinaptofisina.

1.5.1 Sinaptofisina.

La sinaptofisina (Syp, por sus siglas en inglés, et al), es una glicoproteina,
la cual presenta un peso de 38 kDa y constituye del 6 al 8 % del total proteico de
las VS's. Fue la primera proteina integral de membrana en ser aislada, contiene
cuatro regiones transmembranales y una terminal carboxilo que consiste en diez
pentapéptidos repetidos, nueve de los cuales son iniciados por un residuo de
tirosina, sugiriendo que puede ser blanco de cinasas de tirosina y que dicha

fosforilacidon podria ser central para su funcion (Evans & Cousin, 2005).



Esta proteina, una vez reconstituida en lipidos de membrana, exhibe propiedades
de un canal i6énico (Thomas et al., 1988), lo cual ha llevado a sugerir que podria
formar parte del poro de fusién formando un complejo junto con las proteinas que
participan en la uniébn de las vesiculas a la zona activa de la membrana
plasmatica. Estudios en sinaptogénesis han demostrado altos niveles de expresion
de Syp durante este proceso ademas de ser una de las proteinas sinapticas mas
tempranas en acumularse durante la formacion de sinapsis en medios de cultivo
(Fletcher et al., 1991).



IIl. ANTECEDENTES

La memoria espacial estd muy relacionada con la actividad del hipocampo,
diversos estudios han demostrado que durante la realizacion de tareas espaciales,
el hipocampo presenta una alta actividad (Morris et. al., 1986, 1990, Sutherland &
Rodriguez, 1989, Maguire et. al., 1998), asi como conjuntos de células
especializadas en la codificacion de la orientacion, sosteniendo la idea de que el
hipocampo es crucial en la representacion del espacio y la realizacion adecuada
de tareas espaciales (O'Keefe & Nadel 1978; Wiener 1989; Nadel 1989).

Por otro lado, tanto el aprendizaje como la memoria se han asociado a eventos
plasticos los cuales se pueden ver como cambios estructurales y funcionales en
las sinapsis (Sherrington, 1983; Kandel, 1992; Bennett, 2000, Lamprecht &
LeDoux, 2004). Ejemplo de ello es el trabajo realizado por Ramirez-Amaya et al.,
1999 quienes observaron que ratas sobreentrenadas en una tarea espacial
presentaban un incremento en la densidad de las terminales sinapticas de las
fibras musgosas en la region del estratum oriens en CA3, en comparacion con las
de control de nado, a las cuales s6lo se les permitio el libre nado por un tiempo
determinado, apoyando la idea de que este cambio estructural en las terminales
sinapticas es debido al aprendizaje. Mas tarde se confirmd que este cambio era
consecuencia del aprendizaje y su memoria utilizando un antagonista de los
receptores tipo NMDA el cual bloqueé la sinaptogénesis en el estratum oriens y el
aprendizaje al ser inyectado antes del entrenamiento mientras que posterior al
entrenamiento no tuvo ningun efecto en el aprendizaje o en la sinaptogénesis
siendo esta ultima similar al grupo entrenado durante 5 dias. Por lo que apoya la
idea de que el hipocampo es una estructura crucial en el aprendizaje y memoria
de una tarea espacial asi como que los cambios estructurales en esta zona son
consecuencia del aprendizaje y la memoria que resulta de éste (Ramirez-Amaya
et al., 2001).



Dentro de los sistemas de neurotransmision mayormente estudiados en el
hipocampo encontramos el glutamatérgico, el cual se ha visto asociado a eventos
plasticos (Bashir, et al., 1991; Asztely & Gustafson,1996; Bici & Kiss, 1998.) y el
colinérgico. Este ultimo se ha visto involucrado en varios procesos de plasticidad

sinaptica como son el aprendizaje y memoria.

En nuestro laboratorio el sistema de neurotransmisién colinérgico ha sido
ampliamente estudiado y se ha observado que esta implicado en diferentes tipos
de aprendizaje como el gustativo (Gutiérrez 2003; Ramirez-Lugo 2001) y el
espacial (Herrera- Morales et. al., 2007). En el trabajo de Herrera-Morales et. al.,
realizaron manipulaciones farmacoldgicas en el area de CA3 del hipocampo
mediante un antagonista no selectivo de receptores muscarinicos (escopolamina)
y reportan que dicha manipulacion farmacoldgica impide totalmente el aprendizaje
de una tarea espacial; posteriormente muestran una participacién diferenciada de
los receptores muscarinicos pre y post sinapticos, durante la adquisicién vy
consolidacion de la tarea, reportando al receptor postsinaptico M; como mediador

de la consolidaciéon mas no de la adquisicion de esta tarea espacial.

El reciente estudio de PKC le han atribuido importantes funciones en el
desarrollo neuronal, la modulacion de canales io6nicos, la liberacion de
neurotransmisores, en los fendémenos de plasticidad sinaptica (Tanaka &
Nishizuka,1994) y el aprendizaje (Van Der Zee, et al., 1997b)

Farley & Auerbach, en 1986 utilizando como modelo experimental las células B de
Hermissenda, en las cuales se encuentra una gran cantidad de PKC, observaron
que al inducir la activacion de PKC se producia una reducciéon en el flujo de K*
similar a la ocurrida en un aprendizaje asociativo. Posteriormente Alkon et al.,
(1988) estudiaron el aprendizaje asociativo en Hermissendal, para comprobar lo
antes observado, este consistia en un disparo de luz en los ojos de este molusco
seguido de una turbulencia. Después de aprendida la tarea observaron una
disminucién en el flujo de K, asociandola a la activacion de PKC, asi como un
aumento en la sintesis de proteinas requerida para el establecimiento de una

memoria a largo plazo, ya que al inducir una activacion de PKC por medio de



Briostantina (Bryo) obtuvieron el establecimiento de una memoria a largo plazo en
menor tiempo, por el contrario, al inactivar PKC la sintesis de proteinas se
disminuyo y la consolidacién de la MLP se vio deteriorada.

Por otro lado De Riemer, et al., (1985), observaron que la activacion
endogena de PKC por medio de la inyeccion de forbol o la administracion de PKC
purificada aumenté la excitabilidad de las neuronas y con ello produjo un mayor
flup de calcio en neuronas del modelo de Aplysia proporcionando un
mantenimiento mayor de la LTP. M&s tarde Sacktor y Schwartz en 1990,
demostraron en Aplysia que la sensibilizacion a corto plazo induce el
desplazamiento de PKC del citosol a la membrana en neuronas sensoriales
mostrando un aumento de su actividad y la facilitacion del aprendizaje llevando al

establecimiento de una memoria a largo plazo.

Relacionado al aprendizaje espacial también se han visto cambios en la
actividad de PKC, ejemplo de ello es el trabajo de Nogues et al., (1994), quienes
observaron que posterior a una tarea espacial, en este caso un laberinto radial, la
inmunoreactividad a PKC en el citosol se vio disminuida. En trabajos posteriores
observaron que individuos tratados con Poliximina B (PMB, inhibidor de PKC) en
CAl antes de la tarea espacial, presentaron deficiencias en el aprendizaje al
compararlos con el control mientras que su memoria a largo plazo presento una
atenuacion en la consolidacion de la memoria mostrando una retencién similar al

grupo control (Nogues et al., 1996).

Se ha observado que en ratas adultas la immunoreactividad de PKC es mayor en
la parte citosdlica que en la de membrana plasmatica sugiriendo que la actividad
de PKC disminuye en membrana, a diferencia de ratas jovenes las cuales
presentan una mayor cantidad de inmunoreactividad en la membrana por lo que
esta disminucion estd asociada al déficit presentado para el establecimiento de
una memoria espacial correlacionada con la edad (Colombo & Gallagher, 2002).



Se sabe que PKC ejerce una potente accion facilitadora sobre la
transmision sinaptica, efecto que ha sido descrito tanto en rebanadas de tejido
cerebral (Francis et al., 2002), como en preparaciones de sinaptosomas (Coffey et
al., 1993) y cultivos neuronales (Kudoh et al., 2001).

Ademas de canales ionicos, PKC fosforila multiples proteinas de la maquinaria
exocitética como GAP-43, MARCKS, 14-3-3, dinamina |, VAMP y SNAP-25 (Betz
et al., 1998; Genoud et al., 1999; Turner et al., 1999; Powell et al., 2000; Hepp et
al., 2002). La fosforilacion de estas proteinas se ha relacionado con un incremento
en la movilizacion de vesiculas desde el compartimento de reserva hacia la zona
activa (Waters & Smith, 2000), con un aumento de la sensibilidad de la maquinaria
exocitotica al Ca** (Wu & Wu, 2001) y, en el caso de dinamina I, con una

facilitacion del reciclaje de las vesiculas tras la exocitosis (Cousin et al., 2001).

Por otro lado, la posible funcién de la sinaptofisina en la liberacién de
neurotransmisores dependientes de Ca®" se ha estudiado en ovocitos de Et al,
Alder et al., en 1992, demostraron que la microinyeccion de RNA mensajero del
cerebro de la rata que codifica para esta proteina, lleva a la aparicion de liberacion
de glutamato o acetilcolina dependiente de Ca®*" mientras que la microinyeccion
de oligonucleotidos antisinaptofisina 6 anticuerpos contra esta proteina resulta en
una reduccién de la liberacién de NT's dependiente de Ca*". Estos datos se han
interpretado en el sentido de que la sinaptofisina es una proteina esencial para el
ensamblaje en el ovocito de un aparato exocitético, similar al neuronal. Asimismo,
se ha observado que la sobreexpresion de Syp tiene como resultado un fuerte
incremento en la frecuencia, pero no en la amplitud de las corrientes sinapticas
espontaneas, sugiriendo un papel funcional en la excitacién de la neurona (Op. cit
en Valtorta, et al., 2004).

Sin embargo, la funcién de la sinaptofisina ain no esta definida ya que se
ha observado que ratones carentes de la expresion de sinaptofisina, no presentan
ninguna anomalia estructural ni en la linea basal de su transmision sinaptica, por
lo que se dice que la funcién de esta proteina puede ser redundante o apoyada

por alguna otra (McMahon et al., 1993).



Como ya se mencion0, PKC esta ampliamente distribuida en el Hipocampo
lo cual le confiere posiblemente un papel importante en el funcionamiento del
mismo en relacion al procesamiento de la informacion, se ha observado que su
inactivacion en el area CA1 tiene repercusiones en el aprendizaje espacial. Por
otro lado, sabemos que el area de CA3 es importante en la organizacion y
procesamiento de la informacion que llega al hipocampo durante la realizacién de
una tarea espacial, pero no su relacion con la actividad de PKC, por lo que las
preguntas experimentalas de esta tesis van dirigida a ¢cual es la participacion de
PKC en CA3 en el aprendizaje y/o consolidacion de una tarea espacial, y la
expresion de sinaptofisina en esta area tiene relacioén con la consolidacion de esta

memoria?



l1l. HIPOTESIS

1. La PKC es indispensable en el area CA3 del hipocampo para formar una
memoria de largo plazo.
2. El proceso de consolidacién de una tarea espacial esta asociado a la

sinaptogénesis en la region de CA3 del hipocampo.

V. OBJETIVOS

GENERAL

Estudiar el papel de PKC en la region CA3 del hipocampo durante el
aprendizaje y/o consolidacién de una tarea espacial.

PARTICULARES

1. Evaluar el aprendizaje de una tarea tipo declarativa en animales tratados con
Queleritrina (inhibidor de PKC) en el area CA3 del hipocampo.

2. Evaluar la memoria de largo plazo de una tarea espacial (declarativa) en
animales tratados con Queleritrina en CA3.

3. Analizar mediante western blot la expresion de sinaptofisina en el &rea de CA3
en los grupos tratados con Queleritrina o control en CA3.



V. MATERIAL Y METODO.

Para determinar el papel de PKC en la regién de CA3 del hipocampo en el
aprendizaje y/o consolidacion de una tarea espacial, se inyecté un inhibidor de
PKC (Queleritrina) en dicha region antes del entrenamiento en el paradigma

conductual del laberinto acuético de Morris, descrito posteriormente.

Para determinar la expresién de sinaptofisina se plantearon los grupos
indicados en el cuadro 1, cada grupo recibié inyecciones de Queleritrina o
Vehiculo en el area de CA3 del hipocampo dependiendo al grupo que pertenecian

y fueron sacrificados al termino del entrenamiento..

Tratamiento | Entrenamiento
Control 1 dia

4 dias

11 dias

Queleritrina | 1 dia
4 dias
11 dias

Cuadro 1.

5.1 Animales.

Cincuenta ratas wistar macho de un peso aproximado de 300 gr. al
momento del inicio del experimento, fueron colocadas en cajas individuales,
permanecieron en condiciones constantes de luz-oscuridad en ciclo invertido de
12-12 horas (inicio de oscuridad 07:00 hrs.), temperatura de 23 = 1°C, los
animales tenian acceso libre al consumo de comida y agua durante todo el
experimento. Todos los métodos se utilizaron segun las reglas de salud del
Secretaria de Salud de México y aprobados por el comité local de cuidado y uso

animal.



Todos los experimentos conductuales se realizaron durante la fase oscura

del ciclo luz-oscuridad.

5.2 Cirugia estereotaxica.

Se realiz6 el implante de canulas de acero inoxidable de 9 mm de manera
bilateral en el cerebro de los animales por medio de un aparato esterotaxico (Kopf
Instruments, Tujunga, CA) bajo anestesia (80 mg/Kg i.p. de clorohidrato de
Ketamina y 12mg/Kg i.p. de Xilacina).

El extremo inferior de las canulas fue implantado 1.5 mm por encima de la regién
CA3 del hipocampo (AP=-3 L=t3.4 DV=-1.5 respecto a bregma, Paxinos &
Watson, 1987). Las céanulas fueron fijadas con cemento acrilico dental y dos
tornillos de acero inoxidable. Finalmente se coloc6 un obturador metalico para

mantener el buen estado del implante durante el experimento.

5.3 Manipulacion.

Los animales tuvieron un periodo de recuperacion post-operatorio en el cual
fueron manipuladas para su mejor manejo durante el experimento. La
manipulacion consisti0 en sujetarlas y envolverlas con una franela dejando
descubierta la cabeza, el tiempo de manipulacion dependia de cada animal hasta

gue se habituara al contacto humano, y nunca excedi6 los 2 minutos.

5.4 Tratamiento.

Al término de la manipulacién los animales fueron divididos al azar en 2
grupos cada uno de 20 individuos. El primer grupo se asign6 como el
experimental, el cual fue sometido a microinyecciones bilaterales en CA3 de 0.5

uL de Queleritina (10mM queleritrina, Sigma), un inhibidor de PKC y el segundo



grupo (control) se le administré 0.5 pL de Vehiculo (agua bidestilada). Las
microinyecciones se hicieron en un tiempo de 2 minutos y la aguja se dejo dentro
de la canula durante 2 minutos mas para permitir una correcta difusion. Cada
microinyeccién fue realizada 20 minutos antes del entrenamiento, siendo un total

de 4 microinyecciones por individuo.

5.5 Paradigma conductual.

Los animales fueron entrenados en el Laberinto Acuatico de Morris, el cual
consiste en una piscina circular de 132 centimetros de diametro y 53 centimetros
de altura, de paredes y piso negro. Llena de agua a 19 °C y con una plataforma de
escape sumergida 1 centimetro debajo del nivel del agua, situada en el centro de

uno de los cuadrantes del tanque durante todo el entrenamiento.

El entrenamiento consistid de 4 dias, cada uno con 10 ensayos. Cada animal fue
colocado en el laberinto al término de los 20 minutos después de la
microinyeccién, partiendo de un punto diferente de la piscina en cada ensayo. El
tiempo total de cada ensayo es de 60 seg., si el animal encontraba la plataforma
antes de los 60 seg. se detenia el tiempo y se dejaba en la misma por 30 seg.,
pasado ese tiempo era colocada en una caja durante 30 seg. mas y
posteriormente se continuaba con el siguiente ensayo hasta cubrir 10 ensayos. Si
el animal no encontraba la plataforma en los 60 seg. se colocaba en ella al término
del tiempo, siguiendo el protocolo anterior. Al término del entrenamiento los
animales eran regresados a sus cajas (ver detalles, Nerad, Ramirez-Amaya et al.
1996)

Cada entrenamiento fue grabado mediante un sistema Cromotrack (San Diego
Instruments) permitiendo obtener datos del recorrido como la latencia (tiempo que
tarda en llegar a la plataforma), la distancia recorrida y la permanencia en cada

cuadrante del laberinto.



Después de terminados los 4 dias de entrenamiento los animales permanecieron
en sus cajas en el bioterio durante 7 dias, pasado este tiempo se realiz6é la
evaluacion de la memoria a largo plazo, la cual consiste en un solo ensayo con
duracion de 120 seg. teniendo como punto de partida la misma posicién de uno de
los ensayos para todos los animales, asi como el retiro de la plataforma de la
piscina. Durante este tiempo se midié la latencia de llegada al lugar donde se
encontraba la plataforma durante el entrenamiento, asi como el numero de veces
que el animal pasa por este lugar, esta variable se denomina nimero de cruces y
el tiempo que los animales permanecen en cada cuadrante de la piscina es
denominado “Dwell”; medido sdélo durante los primeros 30 seg. al iniciar la prueba,
el cuadrante donde se localizaba la plataforma se determiné como blanco, a partir

de este se derivan el adyacente, adyacente'y el opuesto (ver figura 5).

EBlanco

Plataforma

Adyacente

Adyacents’ | Opuesto

Figura 5.- Localizacién de los cuadrantes dentro del laberinto

5.6 Histologia.

Al siguiente dia de finalizado el experimento los animales fueron
perfundidos con solucion salina al 0.9% transcardialmente para limpiar el cerebro
de sangre y posteriormente se utiliz6 una solucion de paraformaldehido (4% en
buffer de fostatos 0.1 M) como fijador del tejido. Se extrajeron los cerebros y se

colocaron en frascos individuales con paraformaldehido. Posteriormente fueron



cambiados a una solucion de sacarosa al 15% permaneciendo ahi hasta que se
asentaran en el fondo del frasco, pasado ese tiempo se colocaron en una solucién
de sacarosa al 30%. Posteriormente se realizaron cortes coronales del tejido en la
parte del hipocampo dorsal, los cortes se realizaron mediante un criostato y cada
corte era de 40um, los cortes fueron tefidos con violeta de cresilo para examinar

la ubicacion de las canulas.

Cada corte fue revisado en el microscopio con el objetivo 10X para corroborar que
la microinyeccion se realizara en CA3, se tomaron fotografias de la ubicacion de

las canulas.

5.7 Homogenizacion.

Para la realizacion del Western Blot se entrenaron dos grupos de ratas, las
que fueron decapitadas al término de su entrenamiento o prueba de MLP (1 dia, 4
dias y 11 dias) se les extrajo la regién de CA3 y GD del hipocampo. El tejido fue
colocado en buffer de lisis (50nM Tris-HCI pH 7.5, 150nm NaCl, 1% Nonider P40,
0.5% sodium desoxycholate, 1 tableta de inhibidor de proteasas, ROCHE),
homogenizado por medio de un sonicador, Branson Sonifier 250 y congelado a -72
°C.

5.8 Cuantificacion de proteinas.

La concentracion de proteinas de cada muestra se determiné mediante el

método de Lowry (Kit BIO-RAD), midiendo cada muestra por cuadriplicado.

5.9 Western Blot.

Se diluyeron 30 ug de homogenado de cada muestra a 1:1 en solucion

Laemli buffer con 5% de B-mercaptoethanol y se hirvieron durante 5 minutos.



Se cargaron las muestras en geles de acrilamida 12% (gel separador a pH
8.8 al 12%, Tris 37.29 mM pH 8.8, SDS 3.4mM, Acriilamida 70mM, 5 ul de
TEMED y APS 21.79 mM; y gel concentrador a pH 6.8 al 4.5%, Tris pH 6.8 0.12
mM, SDS 51 mM, Acrilamida 32 mM, 5 ul de TEMED y APS 6.4 mM).

Se montaron los geles en una camara de Western Blot (BIO-RAD Minni
PROTEAN 3 cell) el gel de acrilamida 12% esta formado por 10 carriles: un carril
para el marcador de peso molecular, 6 para las muestras y uno para el
homogenado total. Una vez cargadas las muestras, la camara fue conectada a un
regulador Power Pac 200 de BIO-RAD a 180 V por 90 minutos a temperatura
ambiente, en buffer de corrida (Tris Base 25 mM, Glicina 0.19 M, SDS 2.88 M).

Las proteinas del gel fueron transferidas a una membrana PVDF (Bio-Rad);
las membranas y los geles se equilibraron en buffer de transferencia (Tris base 25
mM, Glicina 0.19 M, SDS 2.88 M y Metanol 20%) por 20 minutos. En la camara de
transferencia semi-seca (Trans-Blot SD Semi-Dry transfer cel)l; se conectd la
camara a un regulador a 25 V por 40 minutos. Terminada la transferencia se
colocé la membrana en BSA al 5% diluido en TBS-T (Tris base 9.9 mM, NaCl 0.15
M, y Tween al 0.1%) y se dej6 toda la noche a 4°C.

Las membranas se colocaron en anticuerpo primario (Synaptofisina,
SIGMA, 1.3:20,000) disuelto en TBS-T con BSA al 1% por hora y media a
temperatura ambiente y agitacion constante. Al terminar se realizaron cinco
lavados de 5 minutos cada uno con TBS-T. Posterior a los lavados se coloco el
anticuerpo secundario (anti-mouse, Zygmond 1:3,000) disuelto de la misma forma
durante una hora y media a temperatura ambiente y agitacion constante. Al
término de este tiempo se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno en TBS-T.
Finalmente las membranas fueron colocadas en wuna solucion de
quimioluminisencia (SuperSignal West Pico chemiluminescent Substrate de
PIERCE). Las membranas fueron reveladas en placa reveladora Kodak BioMax

MR Film, Scientific imaging film.



5.10 Andlisis de imagenes

Las placas fotograficas fueron digitalizadas y las densidades de pixeles fue
determinada por medio del programa Image J.

5.11 Anéalisis Estadistico

Para determinar la diferencia estadistica entre los grupos durante el
entrenamiento y en la densitometria se us6 un andlisis de varianza (ANOVA) de
medidas repetidas, para pruebas de memoria a largo plazo se realiz6 por medio
de una ANOVA de una via. Para determinar diferencias entre los tratamientos fue
utilizado el analisis post-hoc de Fisher.



VI. RESULTADOS

6.1 Verificacion de la implantacién de la canula.

El examen histologico mostré que el inyector fue situado correctamente en
el area CA3 del hipocampo (figura 6). Dos ratas del grupo control fueron excluidas
del experimento debido a que la implantacién de las canulas se encontraban fuera
del area de CA3.

Figura 6.- Corte histoldgico del hipocampo e implantacién de la canula. En el lado derecho se
muestra un corte coronal del hipocampo, la flecha indica el lugar de implantacion de la canula. En
el lado izquierdo se muestra un mapa del hipocampo, la zona punteada indica el area de CA3
donde se realizaron las microinyecciones.

6.2 Efecto del inhibidor de PKC en el aprendizaje de una tarea espacial.

Como se muestra en la figura 7, el analisis de varianza (ANOVA) de medias
repetidas mostré diferencias entre ambos grupos en el ensayo 10 durante los dias
1y 2 (Fig= 9.141, 5.96; p<0.05), esta diferencia se pierde para los dias 3y 4
mostrando un aprendizaje similar. Indicando que la microinyeccion de queleritrina
en el area de CA3 antes del entrenamiento no afecta la adquisicion de la tarea

espacial.
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Figura 7.- Curva de aprendizaje. En el eje de las “Y” se muestra la latencia de llagada a la
plataforma, medida en segundos durante el aprendizaje. En el eje de las “X” se muestra cada uno
de los 4 dias de entrenamiento, en cada dia se representan 4 puntos el 1*' y 10° ensayo asi como
el promedio de los ensayos 2 al 5y 6 al 9. * = p< 0.05

6.2.1 Efecto del inhibidor de PKC en la MLP de una tarea espacial.

Como lo muestra la figura 8, durante la medicién de la memoria a largo
plazo el andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via arrojo diferencias
significativas entre ambos grupos en la latencia (F1 20 = 7.066; p < 0.05) y el
namero de cruces en el lugar donde se ubicaba la plataforma durante el
entrenamiento (F1 20 = 8.25; p < 0.05). Los datos obtenidos nos muestran que el
tratamiento empleado produce un efecto amnésico en el grupo de animales que

fue sometido a microinyecciones de queleritrina antes del entrenamiento.
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Figura 8.- Memoria a largo plazo. A) En el eje de las “Y” se muestra la latencia medida en
segundos del grupo de queleritrina y del grupo control durante la prueba (7 dias posteriores al
entrenamiento). B) En el eje de las “Y” se muestra el nUmero de cruces realizados en el sitio donde
se ubicaba la plataforma durante el entrenamiento. *= p< 0.05

Otra medida realizada fue el “Dwell”, el cual se refiere a la permanencia del
animal en cada cuadrante del laberinto. El analisis de varianza (ANOVA) realizada
a este parametro, mostré diferencias significativas entre ambos grupos (F7, 72 =
5.586; p < 0.001) y la prueba post-hoc de Fisher mostro diferencia significativa el
grupo de queleritrina y el control en el cuadrante blanco (p <0.01). Como se
muestra en la figura 9, la permanencia del grupo de queleritrina en el cuadrante
blanco (lugar donde se ubicaba la plataforma) es menor al del grupo control
asimismo no presenta preferencia alguna por algun cuadrante. Lo que nos indica
gue la administracion de queleritrina antes del entrenamiento produce un déficit en

el establecimiento de la memoria espacial a largo plazo.
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Figura 9. Dwell. En el eje de las “Y” se muestra el Dwell del grupo control y del grupo de
queleritrina, este fue medido durante los primeros 30 seg. de la prueba. En el eje de las “X” se
muestra cada uno de los cuadrantes. **= p<0.01

Este déficit es parecido al obtenido por Ramirez-Amaya, et al. 2001; al antagonizar
los receptores glutamatérgicos tipo NMDA por medio de APV, mostrando un efecto
amnesico en la MLP y en la disminucién de la densidad de fibras musgosas en la
region SO en el area de CA3. Para determinar si este cambio en la densidad de
las fibras musgosas en esta regidn tiene relacion con la adquisicidn y/o
consolidacion de una memoria espacial, se cuantifico la cantidad de Syp en dicha
area, se sabe que esta glicoproteina se encuentra altamente relacionada con el
ciclo de vida de VS's, siendo mas relevante su presumible participacion en la
liberacion de neurotransmisores (Valtorta, et al., 2004). Por lo que se realiz6 el
siguiente experimento en donde se entrenaron 4 grupos de ratas intactas (n=2 en
cada uno), los cuales fueron divididos de la siguiente manera; Entrenadas 1 dia 'y
4 dias, y Control de nado 1 dia y 4 dias; cuya finalidad es cubrir las mismas
caracteristicas en las que se desenvuelven las ratas entrenadas pero sin claves
espaciales, por lo que no son capaces de adquirir la tarea. Posteriormente se

realizo un Western Blot a las muestras obtenidas de cada grupo.



6.3 Cambio en la cantidad de Syp en el area de CA3 en ratas entrenadas y

control de nado.

El analisis de varianza (ANOVA) realizado a los grupos no muestra
diferencia significativa entre los mismos (n=2). Aln asi, como se observa en la
figura 10, existe una tendencia a incrementarse la cantidad de Syp al transcurrir
los dias del entrenamiento o el control de nado, este aumento es mayor en los
animales entrenados que en aquellos que se les permitio el libre nado. Al analizar
el area del GD este incremento no fue observado. Por lo que esta técnica nos
permite hacer inferencia en la funcionalidad de las nuevas sinapsis observadas

por Ramirez-Amaya, et al., (1999) en el SO de CA3.
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Figura 10. Efecto del sobreentrenamiento espacial sobre la cantidad de sinaptofisina en CA3
y GD. A) Blot representativo. B) Sinaptofisina en CA3 expresada en unidades arbitrarias de
densidad optica. C) Sinaptofisina en GD expresada en unidades arbitrarias de densidad optica.
Crtl 1D= control de nado de un dia; Ent 1D=entrenado un dia; Ctrl 4D=control de nado cuatro dias;
Entr 4D= entrenado cuatro dias.



6.4 Expresion de sinaptofisina en el area de CA3 del hipocampo asociada al
entrenamiento en el laberinto de agua, bajo el efecto de la inactivaciéon de
PKC en dicha érea.

Para determinar la expresiéon de sinaptofisina en el area de CA3 se
realizaron tres geles por medio de Western Blot (figura 11). El andlisis de varianza
(ANOVA) realizado a los mismos, muestra una diferencia significativa entre los
grupos (Fs1,= 3.483, p<0.05) y la prueba post-hoc de Fisher mostré diferencias
significativas entre el control 1 dia y queleritrina 11 dias (p < 0.01) asi como entre

control 11 dias y queleritrina 11 dias (p < 0.05).
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Figura 11. Expresion de Sinaptofisina en el area de CA3. A) Blot representativo. B) Andlisis de la
densidad optica, en el eje de las “Y” se muestra la densidad 6ptica del grupo control y del grupo de
queleritrina expresada en unidades arbitrarias y en el eje de las “X” se muestra los dias de
entrenamiento de cada grupo. *=p<0.05, **=p <0.01

Para corroborar que el cambio observado en la expresion de sinaptofisina fuera
efecto de la inactivacion de PKC en el area de CA3 y del entrenamiento, se
compardé con la region del giro dentado, en la cual no se han observado cambios
en su densidad sinaptica posterior a un sobreentrenamiento (Ramirez-Amaya et
al., 1999).



El analisis de varianza (ANOVA) no muestra una diferencia significativa entre los
grupos de Queleritina y el control de giro dentado, realizada para los tres geles
realizados por medio de Western Blot (figura 12). Lo anterior sugiere que el
cambio en la expresion de Syp observado en CA3 es efecto del entrenamiento y el
tratamiento, mostrando una tendencia a disminuir la cantidad de sinaptofisina
detectada en CA3 en el grupo de animales que fue sometido a inyecciones de
queleritrina antes del entrenamiento y sacrificado después de la prueba de MPL.
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Figura 12. Expresion de Sinaptofisina en el &rea de GD. A) Blot representativo. B) Analisis de la
densidad 6ptica, en el eje de las “Y” se muestra la densidad éptica del grupo control y del grupo de

queleritrina expresada en unidades arbitrarias y en el eje de las “X” se muestra los dias de
entrenamiento de cada grupo.



VII. DISCUSION

7.1 Participacion de PKC en la consolidacion de una tarea espacial.

En el presente estudio mostramos que el aprendizaje de una tarea espacial
en este caso el laberinto acuatico de Morris, dependiente de hipocampo, no se ve
afectado por la inyeccion de un inhibidor de PKC (Queleritrina). Como se mostro
en los resultados, el aprendizaje de ambos grupos no mostrd diferencia
significativa durante el entrenamiento teniendo como resultado un comportamiento
similar lo que nos sugiere que este tipo de aprendizaje no requiere de la activacion
de PKC en el area de CA3.

En cuanto a la formacion de la memoria espacial a largo plazo, los
resultados muestran diferencias significativas entre ambos grupos durante la
prueba a largo plazo. El grupo de queleritrina presenta una mayor latencia al
ubicar el lugar donde se encontraba la plataforma durante el entrenamiento
ademas de menor numero de cruces y tiempo en el cuadrante blanco (ubicacién
de la plataforma); mostrando estos datos un efecto amnésico debido al tratamiento
mientras que el grupo control presenta una menor latencia, mayor namero de
cruces y un mayor tiempo en el cuadrante blanco. Por lo que estos datos nos
sugieren que el proceso de consolidacion de la memoria a largo plazo de una
tarea espacial dependiente de hipocampo, requiere de la activacion de PKC en el
area de CA3.

Nuestros datos coinciden con los obtenidos por Nogues et al., (1996) en
referencia al proceso de aprendizaje, donde muestran que al inhibir la actividad de
PKC en el area de CAL del hipocampo con polimixina B (PMB), los animales son
capaces de aprender una tarea de discriminacion espacial realizada en un

laberinto radial mostrando un comportamiento similar al del grupo control.



Por otro lado gracias al trabajo realizado por Hussain y Carpenter (2003)
se ha demostrado que la administracion de queleritrina en el area de CA3 no
afecta la transmisién sinaptica tanto a nivel pre-sinaptico como post-sinaptico,
dado que tanto la respuesta de facilitacion presinaptica como los potenciales
excitadores post-sinapticos no presentan alteraciones en la magnitud ni en la
amplitud de la transmisién sinaptica. Por lo que el aprendizaje y la memoria a corto
plazo pueden estar sustentados en la actividad eléctrica del area junto con las
cascadas de sefializacion independientes de PKC (Jhonston, et al., 2003). Como
se sabe la memoria a corto plazo involucra cambios efimeros, eléctricos o
moleculares entre las redes neuronales, de acuerdo a lo observado por Hussain et
al., tienen lugar estos procesos sin la interaccion de PKC, permitiendo con ello la
adquisicién del aprendizaje espacial y el establecimiento de una memoria a corto

plazo.

En lo referente al proceso de consolidacion de la memoria, nuestros datos
difieren de los obtenidos por Nogués et al., (1996) ya que el tratamiento con PMB
produce una atenuacion en la consolidacion de la memoria al compararlo con el
grupo control, lo cual no ocurre al administrar queleritrina en al area de CA3 ya
que las ratas presentan un efecto amnésico posterior al entrenamiento, por lo que
la diferencia observada entre CA1 y CA3 puede ser debido a la activaciéon de PKC
a diferentes tiempos en los subcampos hipocampales. Esto ha sido comprobado
en el parpadeo condicionado en conejos, el cual es un aprendizaje asociativo
dependiente de hipocampo (Moyer et al., 1996; Olds et al., 1990). Este tipo de
aprendizaje esta basado en la asociacidon de estimulos, uno de caracter
condicionado (i.e. un sonido) y otro incondicionado (i.e. soplo en el ojo del animal)
teniendo como consecuencia una respuesta condicionada (parpadeo).

Durante el proceso de adquisicion de la tarea, se presenta un aumento en la
inmunoreactividad de PKCy en el stratum oriens de CA3 pero no en CAl, a las 24
horas se mostré un cambio en el stratum piramidale de CA1 y por ultimo a las 48
horas posterior al entrenamiento se observé un cambio en el stratum oriens de
CALl. Por lo anterior podemos ver que la activacion de PKC es dependiente tanto

del tipo de tarea como de la zona de estudio, lo cual puede contribuir al



procesamiento de los diferentes estimulos percibidos del entorno, haciendo una
diferencia en el funcionamiento de PKC en las areas de CA3 y CAl. De acuerdo a
modelos computacionales y a la estructura de sus conexiones al &rea CAS3, se le
denomina como un sitio de asociacion, el cual ayuda a la adquisicion y
consolidacion de la memoria declarativa (Florian & Roullet, 2004; Stupien, G. et
al., 2003). Como ya se menciond esta consolidacion se ve afectada por la
inactivaciéon de PKC, en consecuencia, el procesamiento de la informacion se vio
interrumpido, por lo que el establecimiento de una memoria a largo plazo no tuvo
ocurrencia. Si la informacién es procesada en el area de CA3 y posteriormente
enviada a CAL, los requerimientos de la activacidon de PKC seran diferentes en
cada area, existiendo la posibilidad de que la inhibicion de PKC no afecte el
funcionamiento de CA1, lo cual coincide con lo obtenido por Nogues et al. (1996)
no asi en CA3 ya que la consolidacion es dependiente de PKC y toma mas de

cuatro dias en darse.

Por otro lado, la activacion de PKC inducida por el aprendizaje en este caso el
espacial, puede estar mediado por las diferentes vias de neurotransmision
presentes en el hipocampo. Las dos posibles vias de activacion mayormente
involucradas son la glutamatérgica y la colinérgica, ambas encontradas
ampliamente en hipocampo (Cassel, JC et al., 1997; Bici & Kiss, 1998; Dutar, P.,
et al., 1995) y que se ha comprobado su participacion en este tipo de aprendizaje
(Morris et al., 1984, 1986; Linch, MA 2004; Balderas et al., 2004; Herrera-Morales
et al., 2007).

El estudio de la via colinérgica, a demostrado que posterior a una tarea espacial,
la actividad de la isoforma PKCy aumenta en el hipocampo, al igual que su
traslocacién del citoplasma a la membrana plasmatica, donde permanece activa.
Asimismo la translocacion de PKC se ve favorecida por los receptores
muscarinicos principalmente se ha relacionado con el receptor M; (Messing, et al.,
1989), debido a que se ha observado que posterior a un estimulo de este receptor
se produce un incremento Ca?*, esto a causa de la apertura de canales de calcio
en el reticulo endoplasmatico permitiendo asi la salida del calcio, el cual puede

conllevar a la traslocacion y activacion de PKC (Sharma et al., 1997).



En el 2004, Rossi et al., encontraron que el deterioro de la memoria espacial en
ratas adultas esta asociado al déficit presentado en la traslocaciéon de PKCy. De
acuerdo con este estudio, la sefial tiene inicio en la cascada producida por la uniéon
de la proteina G al receptor M1, el cual se ve disminuido en ratas adultas teniendo
como consecuencia una menor traslocacion de PKCy por lo que comparado con
ratas jovenes estas Ultimas presentan un radio somato-dendritico menor, lo cual

es reflejado en una mejora en la consolidacion de la memoria.

En nuestro laboratorio al antagonizar el receptor M1 con Pirenzepina en el area de
CA3 no presento ningun efecto durante aprendizaje espacial; mientras que la
memoria a largo plazo si se vio afectada, coincidiendo con el efecto inhibidor de
Queleritrina. Esto nos sugiere que una de las vias que puede estar encargada de
la consolidacion de una tarea espacial es la colinérgica por medio de su receptor
M1, el cual activara a PKC teniendo como resultado el establecimiento de la

memoria a largo plazo.

En referencia a los cambios que tienen lugar justo después de la situacion de
aprendizaje, se ha podido comprobar que durante el periodo entre los 5 y 50
minutos posteriores al entrenamiento se incrementa de forma significativa la
actividad de PKC (Colley et al., 1990), actividad que hemos demostrado necesaria
para la consolidacion de la memoria espacial en CA3 y toma mas de cuatro dias
en formarse. La cual puede estar mediada por los receptores muscarinicos de
ACh y los receptores metabotrépicos del Glu (Conn & Sweatt, 1993), los cuales
estan implicados en el aprendizaje espacial (Balderas et al., 1996; Herrara-
Morales et al., 2007).

La actividad de PKC, se ha visto involucrada en la activacion de otras proteinas,
ejemplo de ello es la MAPK (Proteina cinasa activada por mitdgenos), donde se ha
observado que posterior a la activacion de PKC en el area CAl del hipocampo
aumenta su actividad (Enghish & Sweatt, 1996), efecto que ha sido observado en
varios tipos celulares, asi como su activacion posterior a tareas asociativas (Atkins

et al., 1998). Por su parte Roberson et al., (1999) demostraron que la activacion de



MAPK iniciada por PKC esta mediada por la via de sefalizacion de MEK (Cinasa
mitdgeno/ERK). Asimismo la cascada de activacion de MAPK estimula la
fosforilacion del factor de transcripcion CREB [Et al] (Jhonston, et al., 2003), el
cual se produce durante los primeros minutos de exposicion al contexto de
aprendizaje (Routtenberg, 2001) actuando a nivel del ADN por medio de una serie
de pasos, teniendo como resultado el aumento en la trascripcion de genes
reflejado en la consolidaciéon de la memoria y un cambio conductual en los sujetos
(Jhonston et al., 2003).

Con lo anterior podemos decir que la memoria a largo plazo no suele formarse de
un modo instantaneo al recibirse la informacion, sino que resulta de un proceso
complejo intimamente relacionado con la transduccion de sefiales culminando con

la sintesis de proteinas (figura 13).
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Figura 13 Activacion de PKC y su posible via de sefializacion en el proceso de consolidacion
de la memoria. La ACh se une a su receptor M1 el cual se acopla a su proteina G, esta ultima
activa a PLC e hidroliza a PIP,, y tiene como resultado la produccién de DAG y IP3; el IP; difunde
hasta el reticulo endoplasmético y libera el calcio almacenado ahi, este se une a PKC,
posteriormente PKC se trasloca a la membrana uniéndose al DAG, culminando en la activacion de
PKC. La activacion de PKC conlleva a una segunda activacién de MEK, el cual puede activar a
MAPK. Esta ultima estimula la fosforilacién del factor de transcripcion CREB y con ello aumenta la
transcripcion de genes al actuar sobre el ADN, culminando esta via de sefializacion en la sintesis
de proteinas o nuevo ARNm.



7.2 Cambio en la expresiéon de Syp en el area CA3.

Como se describen los resultados, la expresion de Syp en ratas intactas
entrenadas y el control de nado se incrementa conforme aumenta el tiempo de
entrenamiento o nado, estos datos coinciden con los obtenidos por Ramirez-
Amaya et al, en 1999, quienes encontraron que posterior a un
sobreentrenamiento en el laberinto acuatico de Morris, la region de CA3 presenta
un aumento significativo en la densidad sinaptica en las terminales de las fibras

musgosas del stratum oriens de dicha regién mientras que en GD dicho cambio no

fue observado, lo cual sugiere que esta metodologia es de utilidad para saber si el
aumento de la densidad sinptica en el SO de CA3 en ratas sobreentrenadas
presenta funcionalidad, debido a que Syp se ha relacionado con la liberacion de

neurotransmisores.

Al analizar la densidad Optica en la region CA3 en animales tratados con
Queleritina o Vehiculo, estos muestran diferencias significativas, siendo menor la
expresion de Syp en los animales tratados con queleritrina, esta diferencia no se
encontré en la regién del giro dentado (GD). Coincidiendo con los estudios
realizados por Serrano (2007) al antagonizar el receptor muscarinico M1 en la
region de CA3 mediante el uso de pirenzepina, donde encontr6 que esta
antagonizacion ademas de afectar el establecimiento de una MLP, la expresion de
sinaptofisina en el area de CA3 es menor en aquellos individuos que no
establecieron esta memoria, lo cual sugiere que los cambios en la cantidad de Syp
estan relacionados con el déficit mostrado en la consolidacion de una tarea
espacial. Cabe sefalar que se obtuvo un efecto sham en la expresion de Syp
debido a que esperariamos que por lo menos el grupo control mostrara un
aumento en la expresion de esta proteina al transcurrir de los dias del
entrenamiento parecido al obtenido en ratas intactas, este mismo efecto fue

reportado por Serrano (2007) utilizando otro tipo de control y farmaco, por lo que



tal efecto posiblemente fue ocasionado por la cirugia a la que fueron sometidos los

animales.

Por otro lado, Moser et al., en 1994, encontraron que al entrenar animales
adultos en un medio complejo estimulando la conducta exploratoria, éstos
presentaban un aumento significativo en la densidad de las espinas dendriticas de
CAl. Ademas, si estos animales eran sometidos al aprendizaje de una tarea
espacial, eran mas eficientes que aquellos que no habian sido entrenados en un
ambiente complejo, implicando de esta manera una funcionalidad a los cambios

morfologicos observados (Op cit. Balderas, I. et al., 1996).

La Syp ha sido utilizada ampliamente como un marcador de densidades
sinépticas (Wick, 2000) debido a estar asociado a la membrana de las vesiculas
sinapticas (VS’s) por lo que es posible su uso en el trazo de movimientos de las
mismas en la neurona, esta proteina al estar sola o en asociacion con proteinas
homologas se ha visto involucrada en mdultiples e importantes aspectos de la
exocitosis de VS’s y la formacion del poro de fusion (Op cit. Valtorta et al., 2004).
Por otro lado, se ha encontrado que es la primera proteina expresada en altas

cantidades durante la sinaptogénesis (Op cit. Tarsa & Yukiko 2002).

La sobreexpresion de esta proteina en embriones de Xenopus tiene como
resultado un fuerte incremento en la frecuencia de las corrientes sinapticas
espontaneas y un aumento en la liberacion de ACh, sugiriendo que Syp
posiblemente esté implicada en determinar la cantidad de neurotransmisor
liberado y/o en la excitacién y el acoplamiento para la secrecion (Op. cit en
Valtorta, et al., 2004).

Tomando en cuenta lo anterior, la disminucién en la expresion de Syp en
CA3 mostrada en este trabajo posiblemente sea efecto del dafio ocasionado en el
establecimiento de la memoria a largo plazo mediante la inactivacion de PKC, ya
que sé sabe que los eventos plasticos como el cambio en la estructura, la

distribucion y la sinaptogénesis estan relacionados con la memoria.



VIIl. CONCLUSIONES

La adquisicion de una tarea espacial no presenta ningan déficit al
inactivarse PKC en el area de CA3.

La inactivacion de PKC en el area de CAS3 deteriora la consolidacion de una
tarea espacial en el laberinto acuético de Morris.

El decremento en la expresion de Sinaptofisina en el area de CA3
posiblemente este relacionado al déficit ocasionado por la inactivacion de

PKC en la consolidacién de la memoria espacial.



IX. PERSPECTIVAS

El avance en el estudio de los procesos del aprendizaje y la memoria ha permitido
tener una vision mas amplia acerca de los mecanismos empleados en cada
proceso y la importancia que tienen en la adaptacion de los organismos al
ambiente. La complejidad del cerebro hace mas dificil la integracion de estos
mecanismos, pero no por ello dejan de ser importantes, por lo que hasta ahora

solo se tienen bosquejos de su funcionamiento.

El estudio del &rea CA3 del hipocampo en el aprendizaje y la memoria espacial es
reciente, por lo que muchas preguntas se tendran que resolver como: ¢Qué
mecanismos son la base del aprendizaje, ademas de la ACh y el Glu que otros
neurotransmisores participan en este proceso, las vias de sefalizacion que estos
desencadenan? ¢Como se integra la informacion que llega a CA3? ¢Qué
procesos participan en la reactivacion de la memoria?

En este estudio mostramos la importancia de PKC en la consolidaciéon de la MLP,
los cambios en la expresion de Syp esta relacionado con esta consolidacion y por
altimo un mecanismo para dividir el proceso de adquisicién y consolidacién de un
tarea espacial, esto contribuye al entendimiento de estos procesos y un potencial

terapéutico de como inhibidor de la memoria.
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