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RESUMEN

El hipocampo es una estructura del sistema límbico cuya participación en
memorias declarativas ha sido ampliamente estudiada. En el caso de la memoria
espacial se ha demostrado que esta estructura tiene una participación
fundamental tanto en la formación de mapas espaciales, como en la resolución
de laberintos y la formación de memorias espaciales. Muy particularmente, en el
área CA3 del hipocampo se ha observado un incremento sustancial en la
densidad sináptica tras el sobreentrenamiento  de una tarea espacial en el
laberinto acuático de Morris. Sin embargo, si bien el resultado anterior sugiere
una participación preponderante del área CA3 en el aprendizaje espacial, los
mecanismos a través de los cuales participa esta estructura no han sido
descritos.

En la presente tesis encontramos que el sistema colinérgico es necesario  para
la adquisición del aprendizaje que permite la resolución del laberinto acuático de
Morris. Posteriormente distinguimos la participación de diferentes subtipos de
receptores muscarínicos en CA3 en la formación de la memoria espacial, y
encontramos que particularmente el subtipo postsináptico M1 es fundamental
para la consolidación, pero no para la adquisición de esta tarea. Encontramos
también que el bloqueo de los receptores postsinápticos M3 y los presinápticos
M2 no produce ningún efecto sobre la adquisición o consolidación de la memoria
espacial.

En cuanto a las vías de señalización intracelular en las neuronas de CA3
involucradas en el aprendizaje espacial, encontramos que la inhibición de PKC
produce un efecto muy similar al encontrado tras el uso de antagonistas de los
receptores M1, lo que sugiere que entre los mecanismos activados por este
receptor en CA3 durante el aprendizaje espacial se encuentra PKC.

Posteriormente, nos enfocamos a averiguar si los mecanismos descritos en CA3
que participan en el aprendizaje espacial, también están involucrados en la
sinaptogénesis que el sobreentrenamiento en dicha tarea produce en esta área
del hipocampo, estudiando el fenómeno por medio de la detección mediante
Western Blot de una proteína de vesículas sinápticas, la sinaptofisina.
Encontramos que tanto el uso de antagonistas al receptor M1 como la inhibición
de PKC producen una disminución en la expresión de sinaptofisina en CA3.

Los resultados de la tesis son discutidos en términos de la función de CA3 en la
formación de una memoria a corto plazo de duración mayor a la promedio,
dependiente de la actividad de los receptores muscarínicos y de PKC. Por otra
parte, se discute la relevancia de estos dos mecanismos en la sinaptogénesis
observada en CA3, siendo esta dependiente de la consolidación de la tarea
espacial.
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ABSTRACT

The hippocampus is a limbic structure whose participation in declarative memory
formation has been widely studied. In the case of spatial memory, it has been
shown that this structure has a fundamental participation in the formation of
spatial maps, as well as in the resolution of mazes and the formation of spatial
memories. An important increase in the synaptic density after overtraining in the
Morris Water Maze has been observed particularly in the hippocampal CA3 area.
However, while the aforementioned data suggests an important participation of
CA3 in spatial learning, the biochemical mechanisms through which CA3
participates in spatial learning have not yet been described.
In the present thesis, we found that the cholinergic system is of crucial
importance for the acquisition of skills to resolve the Morris water maze.
Moreover, we defined the participation of different subtypes of muscarinic
receptors in CA3 in the formation of spatial memory, and we found that
particularly the postsynaptic M1 subtype is fundamental for the consolidation but
not for the acquisition of this task. We also found that the blockade of
postsynaptic muscarinic receptor M3 or of presynaptic M2 receptor had no effect
on neither acquisition nor consolidation of the spatial memory.

Regarding the intracellular pathways in CA3 involved in spatial learning, we
found that PKC inhibition produces a similar effect as antagonizing M1 receptor,
suggesting that among the mechanisms activated by M1 in CA3 during spatial
learning, PKC signaling is one of them.

I have also focused on finding whether the mechanisms described in CA3
participating in spatial learning, are also involved in the synaptogenesis produced
in this area by the overtraining of a spatial task. I studied  synaptogenesis by
evaluating synaptophysin by western blot. We found that both M1 receptor
antagonism, as well as PKC inhibition produce a decrease in synaptophysin
expression in CA3.

The results of this thesis are discussed in terms of  the role of CA3 in the
formation of a short-term memory whose duration exceeds the average. I also
discuss its dependency on the activation of muscarinic receptors and PKC.
Moreover, the relevance of these two mechanisms in the synaptogenesis
observed in CA3 are also discussed. Ultimately, I discuss if the consolidation of a
spatial task depends on the synaptogenesis observed in the CA3 region.
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I. INTRODUCCIÓN

1.- APRENDIZAJE Y MEMORIA.

Los conceptos de aprendizaje y memoria están relacionados de manera

muy cercana y en conjunto, son propiedades del sistema nervioso que nos

permiten adquirir, retener y evocar diferentes tipos de información (Squire y

Mishkin, 1991). El aprendizaje es el proceso mediante el cual adquirimos nueva

información o nuevos conocimientos del medio ambiente, lo que nos permite

desenvolvernos y sobrevivir en un mundo de estímulos cambiantes. Para poder

mantener esta información disponible en el cerebro y usarla en un futuro

hacemos uso de la memoria, que es el conocimiento adquirido como producto

de la experiencia  (Bermúdez-Rattoni y Prado-Alcala, 2001) o la persistencia del

aprendizaje en un estado que puede ser evocado más tarde (Squire, 1987).

Los primeros estudios sistemáticos sobre la memoria datan de 1885, año

en que Hermann Ebbinghaus investigó qué cantidad de nueva información podía

almacenar y qué tan rápido podía olvidarla. Estudiaba series de sílabas y

observaba cuántas se podían recordar. Encontró que la memoria se establece

gradualmente, pues el recuerdo de un mayor número de sílabas dependía del

número de veces que se estudiaba la serie (Op. Cit., en Anderson 2001).

En 1890, William James propuso una clasificación sobre la memoria, según la

cual existen dos formas de establecimiento: memoria primaria y memoria

secundaria, que más tarde para Atkinson y Shriffrin en 1968 serían memoria de

corto y largo plazo, respectivamente. Según este modelo, la memoria a corto

plazo fue considerada como un sistema de almacenamiento temporal con poca

información: la memoria a largo plazo es el conjunto de información y vivencias

que son persistentes a través del tiempo, su duración puede ser semanas, años

e incluso pueden permanecer para toda la vida (Atkinson y Shriffrin,1968).
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Cajal en 1911, fue el primero en proponer que los cambios anatómicos entre las

conexiones neurales eran la base física del aprendizaje y soporte de la memoria.

Demostró que el sistema nervioso se componía de unidades discretas, las

neuronas, interconectadas entre sí por medio de estructuras llamadas sinapsis; y

supuso que en estas uniones podían ocurrir cambios como consecuencia de la

actividad de dichas neuronas dando como resultado el almacenamiento de la

información (Op.Cit en Almaguer-Melian y Bergado-Rosado, 2002).

Más tarde, Bliss y Lomo (1973) encontraron las primeras evidencias

experimentales en apoyo a las suposiciones de Cajal, demostraron que en

muchas estructuras nerviosas se produce este cambio, el cual consiste en la

facilitación duradera de la transmisión sináptica como resultado de la activación

de una sinapsis por la estimulación de las neuronas presinápticas con estímulos

eléctricos intensos de alta frecuencia (Bliss, T y Lomo, T., 1973). A este

fenómeno se le denominó potenciación sináptica de largo plazo (LTP por sus

siglas en inglés Long-Term Potentiation).

1.1 Sistemas de memoria

Una clasificación de los sistemas de memoria que se ha propuesto de

acuerdo a su duración a través del tiempo es la división de memoria a corto

plazo (MCP) y a largo plazo (MLP). La memoria a corto plazo nos permite

almacenar una cantidad limitada de información durante un corto periodo de

tiempo, que puede durar segundos, minutos u horas. Es una memoria frágil y

transitoria que resulta muy vulnerable a cualquier tipo de interferencia. Se basa

en cambios efímeros, eléctricos o moleculares, en las redes neurales implicadas.

Pero si tales cambios persisten pueden activar procesos moleculares tales

como: la maquinaria de receptores (activación, reclutamiento o síntesis de más

receptores y moléculas asociadas a estos), apertura de canales, activación de

cinasas, transcripción de ARNm. Se puede dar lugar a la síntesis de nuevas

proteínas y cambios estructurales dando paso a la consolidación de la memoria,

la cual es entendida como un diálogo entre genes y sinapsis (Kandel, 2001),
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teniendo como resultado el establecimiento de una memoria a largo plazo

(MLP), la cual nos permite almacenar información durante tiempo ilimitado. Esta

puede durar meses o incluso años, siendo una memoria más estable, duradera

y poco vulnerable a interferencias (McGaugh, et al., 1996).

Los estudios realizados sobre los sistemas de memoria incorporan tanto

distinciones anatómicas como psicológicas. En este esquema, un sistema de

memoria está definido por una serie de características operativas y por

estructuras cerebrales y sus conexiones. Los sistemas de memoria conocidos

tienen acceso a todas las modalidades sensoriales y todos los sistemas pueden

alcanzar múltiples rutas de salida. De acuerdo a esto, un esquema de algunos

de los sistemas de memoria más prominentes actualmente bajo estudio está

clasificado en los sistemas de memoria: declarativa, de procedimientos,

emocional y perceptual, considerándose los tres últimos como memorias no

declarativas (Eichembaum, 2003).

1.2 Memoria declarativa y no declarativa

La disociación entre memoria declarativa o explícita y no declarativa o

implícita, está basada en estudios de animales experimentales así como de

pacientes amnésicos y sujetos normales que muestran que la memoria de

hechos y eventos es distinta de otros tipos de memoria (Squire y Kandel, 1999).

La  memoria no-declarativa, es un tipo de memoria que al igual que otras, es

adquirida por medio de la experiencia; sin embargo, su particularidad es que se

expresa como un cambio en el comportamiento, no como un recuerdo narrable.

Su expresión es en gran medida automática e “inconsciente”. La memoria no

declarativa se divide en tres sistemas que son: el perceptual, el emocional y el

de habilidades y procedimientos (Eichembaum, 2003), así como reflejos

primarios de aprendizaje tales como la habituación, sensibilización y

condicionamientos clásico y operante (Squire y Kandel, 1999). Su principal lugar
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de almacenamiento radica en estructuras subcorticales, como el neoestriado

(caudado y putamen) aunque también pueden estar involucradas otras

estructuras corticales  en particular, las denominadas areas de asociación

cortical (Morgado, 2005; Eichembaum, 2003).

La memoria declarativa (MD) incluye información de hechos, ideas y eventos y

requiere del recuerdo conciente, ya sea como una proposición verbal o una

imagen visual (Squire, 1993). Este tipo de memoria tiene como destacada

peculiaridad el poder expresarse en situaciones y modos diferentes a los del

aprendizaje original. Se subdivide en memoria episódica  o de eventos y

semántica o de hechos. Su adquisición se relaciona con el sistema hipocampal y

otras estructuras del lóbulo temporomedial (Morgado, 2005; Eichembaum,

2003).

Un ejemplo muy conocido de la MD es el caso del paciente epiléptico HM, a

quien le extirparon bilateralmente el hipocampo y otras regiones del lóbulo

temporomedial (1953), lo que le produjo una grave amnesia anterógrada

específica para aprendizajes relacionales, es decir, no era capaz de almacenar

nueva información a largo plazo,  por lo que él puede leer todos los días el

mismo periódico como si fuese nuevo, no puede recordar personas que acaba

de conocer o aprender un nuevo camino a su casa, es decir, H.M., presenta

dificultades en las diferentes memorias declarativas, entre ellas, la memoria

espacial, sin embargo, H.M. era capaz de adquirir memorias no declarativas

(Milner, et al., 1998).

Uno de los modelos de memoria declarativa más estudiados es el aprendizaje

espacial, mediante el cual un animal puede ubicarse en el espacio, lo que le

permite ubicar las fuentes de comida, lugares donde se encuentran los

depredadores, donde puede refugiarse de ellos, etc. Es decir, las pruebas

conductuales de memoria espacial estudian un tipo de aprendizaje que resulta
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fundamental para la sobrevivencia de un organismo y que es común para un

gran número de especies animales, incluido el humano.

1.3 Memoria espacial

           La memoria espacial consiste en la relación espacio-temporal hecha por

un organismo para ubicarse en un determinado lugar por medio de claves

espaciales que le permitan ubicarse en dicho espacio. Es un tipo de memoria

episódica y por lo tanto una memoria declarativa (Squire y Zola, 1996). Esta

memoria se encuentra directamente relacionada con el área cerebral

denominada hipocampo; en dicha estructura se han realizado diversos

experimentos y se ha observado que la lesión de esta estructura y sus

conexiones produce un déficit en la orientación espacial en primates humanos,

no humanos y roedores  (Morris, et al.,1982; Hollup, et.al., 2001).

Además de los trabajos realizados con el paciente H.M., se han hecho estudios

en humanos donde se ha visto la participación del hipocampo en tareas

espaciales, un ejemplo es el trabajo de Maguire, et al. (1998) , quienes mediante

neuroimágenes tomadas a humanos con tomografía por emisión de positrones,

mostraron una clara y específica activación del hipocampo derecho cuando el

sujeto recorre las calles de una ciudad en un juego de realidad virtual, indicando

con ello la participación del hipocampo dentro del aprendizaje relacional y de

gran importancia en el espacial.

 Los estudios con lesiones en animales indican que el daño del hipocampo o de

las estructuras asociadas, fimbria fórnix, septum, corteza entorrinal, provocan

graves y permanentes déficits en numerosas habilidades espaciales (Morris, et

al 1982; Sutherland y Rodriguez, 1989; Morris, et al., 1990) por lo que esta

estructura cerebral es de gran importancia en el aprendizaje espacial y su

consolidación.
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2.- Hipocampo

El hipocampo es una estructura que pertenece al sistema límbico, que se

encuentra en el lóbulo temporal y desde hace ya 50 años, se sabe que está

implicada en algunas formas de memoria (Penfield y Milner, 1958). Se encuentra

localizado en los hemisferios cerebrales bajo la neocorteza y se divide

anatómicamente en dos regiones principales: el giro dentado y los cuernos de

Ammón (CA1 – CA4). Aunque no parece ser el almacén definitivo de contenidos

de memoria bien establecidos, las evidencias clínicas y experimentales indican

que el hipocampo cumple funciones importantes en la consolidación de la

memoria (Milner, et al., 1998)  y se sabe que está involucrado tanto en la

memoria espacial como en la memoria explícita en humanos y animales

(Eichembaum 1999; Shapiro y Eichembaum 1999).

Al hipocampo se le incluye en el sistema llamado formación hipocampal, en la

cual se ubican además; el giro dentado, el subículum, el presubículum, el

parasubículum y la corteza entorrinal (Amaral y Witter, 1989).

Esta estructura cerebral recibe dos fuentes de información: aferencias

subcorticales, que proyectan del septum medial a través del fornix, y aferencias

neocorticales que convergen en la corteza entorrinal llegando al hipocampo por

la denominada vía perforante (Fig. 1). La corteza entorrinal recibe la mayoría de

sus aferencias de las cortezas perirrinal y parahipocampal. La principal eferencia

del hipocampo es el subículum, quien a su vez envía proyecciones a la corteza

entorrinal. El hipocampo está formado por dos estratos compuestos

morfológicamente por diferentes tipos de células que comprenden el giro

dentado (GD), que consiste principalmente de células granulares y los cuernos

de Ammon (CA), que se encuentran formados principalmente de células

piramidales (Amaral y Witter, 1989). El giro dentado descansa inmediatamente

por debajo de las células piramidales de la parte baja del cuerno de Ammon. El

hilus es la región que se encuentra entre las dos hojas de celulas granulares del
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A) 

B) 
.........._, 

-,·---~ CE 

--

VCA 

Figura 1: A) Cerebro de rata donde se puede observar los hipocampos de ambos he
misferios. B) Red hipocamp al: el hip acampo contiene una red mayoritariamente uni di
reccional con aferencias de la corteza entoninal (CE) y forma conexiones con el giro 
dentado (GD) y las células piramidales de CA3 por medio de la vía perforante (VP). 
Las ne uro nas de CA3 también reciben aferencias del GD por las fibras musgosas ( FM ). 
Ellas mandan axones a las células piramidales de CA 1 por medio de las colaterales de 
Schaffer ( CS), así como a las células de CA 1 en el hip acampo contralateral por la vía 
comisura! de asociación (VCA). CA 1 también recibe aferencias de la VP y envía axo
nes al subículum (Sb). Estas neuronas a su vez envían la principal eferencia del hipo
campo hacia la CE. 
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GD. Las subregiones de los cuernos de Ammon se numeran del 1 al 4

empezando desde la región más superficial y moviéndose alrededor hacia el

hilus. CA1 y CA3 son fáciles de identificar histológica y fisiológicamente (Burges,

et al., 1999). En la región de los cuernos de Ammón existe una subdivisión en

donde la capa de célula piramidales se denomina stratum piramidale, la zona

basal de estas neuronas se nombra stratum oriens, y la zona apical se denomina

stratum lucidum  (Fig 2).

Como ya se mencionó, las aferencias al hipocampo son la corteza entorrinal y el

subículum. La corteza entorrinal está compuesta de subdivisiones mediales y

laterales y recibe información sensorial multimodal altamente procesada que se

proyecta al giro dentado a través de la vía perforante. Esta información es

enviada del giro dentado a los cuernos de Ammón de la siguiente manera: el

conjunto de axones de las células granulares forman las fibras musgosas, las

cuales forman una proyección hasta alcanzar a las células piramidales de la

región CA3, los axones de las células piramidales de CA3 emiten colaterales,

denominadas colaterales de Schaffer, que inervan a las células piramidales de

CA1 (Amaral y Witter, 1989; Burges, et al, 1999). Las sinápsis entre corteza

entorrinal con giro dentado, giro dentado con CA3 y CA3  con CA1, forman el

circuito trisináptico del hipocampo   (Fig. 1).

2.1  CA3

Las células de CA3 han sido estudiadas ampliamente y se encuentran

bien caracterizadas. Son poblaciones extensas de células piramidales y reciben

aferencias de la vía perforante, así como de las células granulares del giro

dentado a través de las fibras musgosas. Además de esta información externa

que arriba a CA3, también recibe información de carácter interno de otras

células de CA3 mediante las colaterales de asociación recurrentes (Amaral y

Witter, 1989; Kandel et al., 1989).
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Debido a la organización de sus conexiones, al área de CA3 se le

denomina como un sitio de autoasociación, el cual ayuda a la adquisición y

consolidación de la memoria declarativa, por lo que al inactivar esta región los

individuos presentan déficit en estas dos capacidades (Stupien, et al., 2003;

Florian y Roullet, 2004).

En la mayor parte los aprendizajes asociativos se requiere de la

asociación entre estímulos que generalmente se encuentran dispersos en el
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tiempo, es decir, no son consecutivos. Dada la cantidad de conexiones

recurrentes en el área CA3 del hipocampo, se ha sugerido que esta área tiene la

capacidad de mantener estímulos en una especie de “memoria” mediante la

activación reverberante de estas conexiones recurrentes (Wiebe et al, 1997),

permitiendo que posteriormente sean asociadas a otros estímulos.

Otro fenómeno muy interesante que se ha observado en CA3 es la

sinaptogénesis producida por cambios plásticos. La sinaptogénesis es la

formación de nuevas sinápsis, y es un cambio plástico muy fuerte que se ha

sugerido está relacionado a la consolidación de la memoria . Se ha encontrado

que la inducción de LTP produce la generación de nuevas sinápsis en CA3 .

3.- Sistemas de Neurotrasmisión

En estudios recientes se ha demostrado que la participación de diferentes

neurotransmisores que interaccionan entre si durante la formación de la

memoria consecuentemente produce cambios a nivel sináptico, como

variaciones en la eficiencia de la transmisión sináptica, y esto puede llegar a

producir cambios morfológicos a nivel celular (Dudai, 1989; Bear, 1996;

Rusakov, et al., 1997).

El hipocampo posee varios sistemas de neurotransmisión y recibe información

procedente de todas las áreas asociativas corticales a través de su principal

puerta de entrada, la vía perforante. Esta proyección es glutamatérgica y

excitadora. Los receptores de glutamato han sido identificados como elementos

importantes en los procesos de memoria y aprendizaje, así como en

mecanismos de plasticidad como LTP y LTD (LTD por sus siglas en inglés Long-

Term Depression), los cuales se piensa que son una de las bases celulares de

algunas formas de aprendizaje. La actividad de los receptores metabotrópicos

de glutamato (mGluRs) y de los receptores tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) es

esencial para la inducción  y el mantenimiento de la LTP (Riedel y Reymann,

1996). El bloqueo del receptor tipo NMDA por medio de antagonistas tales como
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el APV (ácido 2-amino-5- fosfonovalerico) daña la formación la memoria espacial

y la LTP (Morris y Frey, 1997).

Existen otras proyecciones neuroquímicas al hipocampo como las

noradrenérgicas originadas en el locus coeruleus y las serotoninérgicas

originadas en el núcleo de raphe (Cassel, et al., 1997; Vizi y Kiss, 1998). En el

hipocampo, estos dos sistemas de neurotransmisión, están implicados en la

formación de las ondas theta (θ), que son un potencial generado por una

población celular hipocampal, y su presencia está relacionada con el

comportamiento exploratorio de los animales, movimientos cíclicos y durante el

sueño MOR (movimientos oculares rápidos). La administración de un inhibidor

de la síntesis de serotonina, la paraclorofenilalanina (PCPA), atenúa

marcadamente las ondas theta y la administración de norepinefrina o de un

agonista α-2 adrenérgico al hipocampo suprime la ocurrencia de ondas theta

(Mongeau, et al., 1997).

La participación, en procesos de aprendizaje, de los diferentes sistemas

de neurotransmisión que arriban al hipocampo es amplia, otra de estas vías que

es de gran importancia dentro de esta región es la colinérgica, la cual se origina

principalmente en el área septo-medial (ASM) y en el núcleo de la banda

diagonal de Broca vertical y horizontal (Cassel, et al., 1997; Vizi y Kiss, 1998).

Este sistema de neurotrasmisión está asociado a la modulación de varias

funciones cognitivas (Dutar, et al., 1995), siendo primordialmente este sistema el

que se ha identificado en los procesos de memoria y aprendizaje.

3.1 Acetilcolina (ACh)

El sistema colinérgico es una de las vías mejor descritas en la literatura,

sus proyecciones están bien definidas en primates humanos, no humanos y

roedores. Esta vía se divide en dos grandes grupos. El primero se encuentra

situado en el cerebro basal anterior (CBA), y se compone del área septal medial

(ASM), el núcleo de la banda diagonal de Broca vertical y horizontal así como
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del núcleo basal magnocelular (NBM), el cual en humanos recibe el nombre de

núcleo basal de Meynert  (Mesulam, et al. 1983). Y el segundo grupo distingue

las neuronas que se encuentran en el  tallo cerebral en la región del núcleo

tegmental del pedúnculo pontino (PPTg) y el tegmentum pontino laterodorsal

(Mesulam, et al., 1983; Rye, et al., 1987). Las células de este último grupo tienen

principalmente proyecciones hacia el tálamo provenientes en su mayoría del

PPTg, y las células colinérgicas del CBA inervan el manto cortical, la amígdala y

el bulbo olfatorio (Naumann, et al., 1992; Ambrogi Lorenzini, et al., 1994).

Además, las fibras de la rama rostral del CBA que se origina en el ASM y el

brazo vertical de la banda diagonal de Broca viajan de manera caudal a través

del fornix para finalmente inervar la formación hipocampal, así como las cortezas

entorrinal y perirrinal. Las células blanco de las neuronas colinérgicas son

principalmente las del giro dentado y los Cuernos de Ammon 1 y 3 (Naumann, et

al., 1992).

Esta vía septo-hipocampal, recibe mayor atención en lo que se refiere a

procesos cognitivos, se han realizado estudios de esta vía tanto en

manipulaciones quirúrgicas como farmacológicas, y se sabe que gran parte de la

actividad colinérgica del hipocampo es proveniente del ASM (Carlsen, et al.,

1982; Amaral y Kurz, 1985). De la misma manera se ha propuesto que la

integridad de esta vía es importante para llevar a cabo procesos relacionados

con aprendizaje y memoria, atribuyendo principalmente la participación de la

ACh en dichos procesos.

El sistema colinérgico presenta dos tipos de receptores: los muscarínicos

(mAChR, por sus siglas en inglés muscarinic Acetylcholine receptor), acoplados

a proteínas G y los receptores nicotínicos (N) asociados a canales iónicos. La

liberación de ACh en el hipocampo durante el desempeño de una memoria

espacial aprendida y el mejoramiento en la resolución de un laberinto radial ha

sido correlacionado positivamente con el incremento en la liberación de este

neurotransmisor durante los 12 días posteriores al entrenamiento (Fadda, et al.,
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2000). Estos resultados muestran que el aprendizaje de una tarea espacial

modifica la función de las neuronas colinérgicas que proyectan al hipocampo, las

cuales comienzan a ser progresivamente más activas. En un paradigma

conductual de orientación espacial, Van der Zee (1995) muestra que la

discriminación espacial incrementa selectivamente la inmunoreactividad de los

receptores muscarínicos en las células piramidales de CA1, sugiriendo la

activación y aumento de los receptores muscarínicos en esta zona.

3.2 Receptores Muscarínicos

Los receptores muscarínicos han sido considerados como algunos de los

receptores reguladores de la plasticidad sináptica hipocampal (Shinoe, et al.,

2005). Se conocen cinco subtipos distintos de receptores muscarínicos (M1, M2,

M3, M4 y M5), los cuales se encuentran distribuidos de manera diferencial en el

hipocampo, siendo los de menor proporción, los M5  (van der Zee, et al., 1997;

van der Zee y Luiten, 1999). Estos 5 tipos de mAChR se subdividen en

postsinápticos y presinápticos.  Los receptores postsinápticos (M1, M3 y M5), se

acoplan a una proteína G que activa a la Fosfolipasa C, mientras que los

receptores presinápticos (M2 y M4),  se acoplan a una proteína G que inhibe la

adenilato ciclasa  (Fig 3).  Existe evidencia de que diversos subtipos de mAChR

inhiben la liberación del glutamato, aspartato, ácido  γ-aminobutirico, y Ach

(Raiteri, et al., 1984).

Estudios  fisiológicos y farmacológicos han mostrado que los mAChR

presinápticos en las terminales colinérgicas tienen un papel fundamental en la

regulación de la liberación de ACh (Rouse S., et al., 2000). La estimulación de

los mAChR presinápticos deprimen la transmisión excitadora, por ejemplo en las

sinapsis entre las colaterales de Schaffer y CA1, y de las fibras musgosas a

CA3. Mientras que los mAChR postsinápticos modulan la neurotransmisión

sináptica excitadora adentro del hipocampo. Un ejemplo de esta modulación ha

sido observada en CA1 por medio del aumento en la sensibilidad de los

receptores NMDA consecuente a la activación de M1 (Marino, et al., 1998). Se
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ha observado el aumento en la liberación de ACh durante la realización de

diversos tipos de tareas así como el déficit que provoca su bloqueo en el

aprendizaje y/o memoria de las mismas (Gold, 2003). Ejemplo  de ello es la

memoria espacial, dado que la inactivación de este sistema de neurotransmisión

provoca el deterioro al aprendizaje y memoria de estas tareas dependientes del

hipocampo (van der Zee, et al., 1995).

Por otro lado, Shinoe, et al., (2005) encontraron que la inyección a bajas

concentraciones de un agonista colinérgico no selectivo, carbacol, así como la

liberación endógena de acetilcolina por estimulación repetitiva a fibras

colinérgicas, provocan un aumento en la respuesta eléctrica de LTP en la región

CA1, es decir, el LTP inducido en las rebanadas hipocampales a las que se les

aplicó uno de estos dos tratamientos (carbacol o estimulación de fibras

colinérgicas) se ve mejorado con respecto al LTP inducido en las rebanadas que

no fueron tratadas previamente. Posteriormente, estos autores, observaron que

este efecto de mejora del LTP era dependiente de la actividad del receptor

postsináptico M1, pero no del receptor postsináptico M3, ya que al realizar los

mismos experimentos en rebanadas de animales “knock out” para el receptor M1

no se observó mejoría alguna en el LTP, mientras que en rebanadas

hipocampales de animales “knock out” para el receptor M3 se observó el mismo

efecto descrito en los animales silvestres, es decir, un mejoramiento en el LTP,

concluyendo que existe una participación diferencial de los receptores

muscarínicos, modulando la plasticidad sináptica de CA1 a través de la

activación los receptores postsinápticos M1.

En el área CA3 en particular, se ha encontrado que la actividad intrínseca de las

neuronas piramidales en esta área está regulada principalmente por el sistema

colinérgico (Mizumori, et al., 1989), lo que sugiere un papel muy importante de

estos receptores en los procesos plásticos en los que participa esta área.
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Fig 3. Esquema de los receptores muscaríncos ( mAChR). Los 5 subtipos 
de mAChR (M 1-MS) tienen 7 dominios transmembranales. Los mAChR 
postsinápticos M1, M3 y MS se acoplan a proteínas G que activan la en
zima fo sfolip asa e y los presináp ticos M2 y M4 se acoplan a proteínas G 
que inhiben la adenilato ciclasa. 
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II. ANTECEDENTES

Uno de los objetivos en el campo de las neurociencias es entender los

mecanismos neuronales involucrados en la codificación de la memoria. Se ha

propuesto que el almacenamiento de la información en el cerebro, ocurre a

través de cambios en la eficiencia de la comunicación sináptica, llamada

plasticidad neuronal (Bliss y Collingridge, 1993). Existen evidencias de cambios

morfológicos relacionados con la experiencia, los cuales han sido encontrados

principalmente en el hipocampo.  Además se han descrito cambios de larga

duración en la eficiencia de la comunicación sináptica, inducida por la

potenciación a largo plazo. La LTP ha sido investigada principalmente en el

hipocampo y la neocorteza, donde probablemente residan las modificaciones

que subyacen ciertas formas de aprendizaje y memoria. La estimulación de alta

frecuencia utilizada para inducir LTP produce sinaptogénesis en las fibras

musgosas hipocampales  (Escobar, et al., 1997).

Se ha demostrado que la exposición de animales a ambientes

enriquecidos induce cambios morfológicos en el hipocampo y la neocorteza, los

cuales se supone facilitan la comunicación sináptica y la codificación del trazo de

memoria (Moser, et al., 1994; Lendvai, et al., 2000). Finalmente hay varias

demostraciones de la participación de señales moleculares en la regulación del

aprendizaje y la memoria (Bailey y Kandel, 1993; Mayford, et al., 1995; Mansuy,

et al., 1998). Sin embargo, a pesar de estos logros aún no está claro como es

que ocurre la codificación de la memoria.

El trabajo de Greenough, et al., fue uno de los primeros en demostrar que

los cambios morfológicos en el SNC de mamíferos pueden estar relacionados

con la experiencia de un aprendizaje particular sugiriendo un vínculo entre la

plasticidad morfológica y la formación de la memoria (Greenough, et al., 1978;

Greenough, et al., 1985).
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Se ha sugerido que en el hipocampo ocurren cambios sinápticos después

del aprendizaje espacial (Rusakov, et al., 1997). Moser observó que la

ramificación dendrítica ocurre después de exponer animales a un ambiente

enriquecido y este tratamiento facilita el posterior aprendizaje de una tarea

espacial (Moser, et al., 1994). Estudios realizados in vitro indican que la

estimulación de alta frecuencia, necesaria para el establecimiento de LTP, en las

fibras musgosas aumentan la movilidad de terminales presinápticas. Esta

movilidad, que es considerada necesaria para la sinaptogénesis, es disminuida

por antagonistas glutamatérgicos de tipo no-NMDA (N-metil-D-aspartato)

mientras que los antagonistas tipo NMDA no interfieren en el proceso

(McKinney, et al., 1999; De Paola, et al., 2003).

Para producir modificaciones morfológicas, la actividad molecular debe

conducir a cambios en las proteínas de las neuronas durante los procesos de

adquisición y consolidación de la memoria. Existen diversos estudios que usan

una variedad de modelos dependientes de actividad que muestran cascadas

moleculares involucradas en la formación de la memoria. En trabajos realizados

con el modelo  de LTP, tareas de prevención pasiva, laberinto acuático de Morris

y condicionamiento aversivo a sabores, han encontrado que la progresión en la

formación de la memoria requiere una participación temprana de receptores

glutamatérgicos NMDA, AMPA y receptores metabotrópicos regulados por

transmisión colinérgica y gabaérgica (Izquierdo, et al. 1999; Ramirez-Amaya,

2001; Ferreira, et al., 2002). La activación de receptores muscarínicos inicia una

serie de cascadas moleculares como la fosforilación de subunidades del

receptor NMDA (Rosenblum, et al., 1996; Rosemblum, 1997). Por el contrario,

inhibidores de tirosinas cinasas y knockout de los genes para tirosinas cinasas

bloquean la inducción de la LTP y la formación de memorias aversivas (Houpt y

Berlin, 1999; Minichiello, et al., 1999). Estos resultados sugieren que diferentes

cascadas de transducción de señales en la neurotransmisión son necesarias

para la formación normal de la memoria,  y probablemente la promoción de

cambios morfológicos implicados en ésta  (Woolf, 1998).
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En nuestro laboratorio se ha propuesto un modelo de sobre-

entrenamiento en ratas, que promueve los cambios plásticos hipocampales, los

cuales podrían subyacer a la formación de la memoria. Se ha demostrado que el

sobre-entrenamiento de ratas en el laberinto acuático de Morris induce

sinaptogénesis en las fibras musgosas. Este cambio fue observado usando la

tinción de Timm y microscopia electrónica (Ramirez-Amaya, et al., 1999).

Además, se ha visto que las ratas sometidas a entrenamiento por varios días en

el laberinto acuático de Morris ejecutan mejor la prueba de memoria realizada

una semana y un mes después del entrenamiento y esta mejora se correlaciona

con la densidad de las sinapsis de las fibras musgosas encontrada en CA3, en

particular en el stratum oriens (Ramirez-Amaya, et al., 2001).

Adicionalmente, se ha demostrado que inyecciones intraperitoneales a

bajas concentraciones de MK801 (antagonista de los receptores NMDA)

aplicada inmediatamente antes de la adquisición, produce un claro bloqueo en la

formación de la memoria. Sin embargo, la administración de MK801

inmediatamente después de la adquisición no produce ningún efecto en la

memoria. La sinaptogénesis fue afectada sólo por la aplicación anterior a la

adquisición pero no después de ésta (Ramirez-Amaya, et al., 2001).

Por otra parte  se ha realizado una gran cantidad de estudios acerca de la

función de la ACh en procesos cognitivos. En estos estudios, han utilizado

inyecciones sistémicas o intracerebroventriculares (i.c.v.) de  drogas que

intervienen con el sistema colinérgico, o bien, se han provocado lesiones de este

sistema para así examinar sus efectos sobre el comportamiento, memoria y

aprendizaje. El uso de microinyecciones directamente al parénquima cerebral ha

permitido que se examinen los efectos de drogas que incrementan o

decrementan la función de la ACh en diferentes sistemas de memoria.  Varios

estudios indican que la inyección directa de agonistas o antagonistas en

amígdala, estriado e hipocampo generalmente favorece o daña, respectivamente
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el aprendizaje y la memoria en pruebas asociadas con estos sistemas

neuronales  (Carli, et al., 1997; Degroot y Parent, 2000).

Las manipulaciones farmacológicas del septum medial, frecuentemente

asociadas con marcadores de ACh y sus funciones en el hipocampo, apoyan la

idea de que un aumento o un decremento en las funciones del hipocampo

mejora o deteriora el aprendizaje y memoria, respectivamente (Durkin, 1992;

Degroot y Parent, 2000). Además, las lesiones electrolíticas o neurotóxicas en el

septum medial resultan en un daño severo en la memoria y el aprendizaje en

tareas relacionadas con el hipocampo (Gold, 2003). En diversos estudios se ha

visto que el aumento o disminución en la liberación de ACh en el hipocampo

está estrechamente relacionado con el efecto de la mejora o el daño  sobre el

aprendizaje y la memoria (Ragozzino y Gold, 1995; Ragozzino, et al., 1998).

Cuando se administra sistémicamente escopolamina, que es un

antagonista no selectivo de los receptores muscarínicos, se produce amnesia

para diversas tareas conductuales en ratas, sugiriendo la participación de la

transmisión colinérgica mediada por receptores muscarínicos en el proceso de

memoria y aprendizaje.  Cuando la escopolamina es inyectada directo en el

hipocampo inmediatamente después del entrenamiento causa amnesia

retrograda, revelando una participación activa de los receptores muscarínicos en

esta estructura para la consolidación del trazo de memoria (Ferreira, et al.,

2003). Existe una creciente evidencia acerca de la influencia de los tratamientos

colinérgicos sobre la memoria vía receptores muscarínicos, proponiendo que

estos son un  componente crítico en la modulación de la consolidación de la

memoria (Power, et al., 2003).

Recientemente se ha observado que dentro del sistema colinérgico los

receptores muscarínicos tienen una función muy importante en memoria. El

sistema de neurotrasmision colinérgico en el hipocampo ha sido estudiado

mediante diversas tareas de memoria y aprendizaje por ejemplo, Shinoe, et al.,
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(2005), sugieren que la liberación fisiológica de ACh desde las fibras colinérgicas

modula la plasticidad sináptica hipocampal a través de la activación de

receptores post-sinápticos M1 y que la modulación fisiológica de LTP por acción

de ACh podría ser el primer paso en la facilitación de la formación de la memoria

en el hipocampo siendo el receptor muscarínico M1 el que está participando  de

forma importante en este proceso (Shinoe, et al., 2005).

La hipótesis de que el receptor subtipo M1 participa en el almacenamiento

de la memoria está sustentada por trabajos que muestran que las inyecciones

i.c.v. o en hipocampo dorsal d  un antagonista de receptores M1, pirenzepina,

daña la expresión de diferentes respuestas condicionadas (Caufield, et al., 1983;

Messer, et al., 1990; Sala, et al., 1991; Ohno, et al., 1994).

En resumen, el hipocampo, particularmente el área CA3, está estrechamente

relacionada en el procesamiento y almacenamiento de la memoria espacial. Sin

embargo, aún se desconocen los mecanismos neuroquímicos que subyacen la

participación de esta área en el aprendizaje espacial. Dada la importancia de los

receptores muscarínicos, su amplia presencia en esta estructura cerebral, así

como su participación en eventos plásticos tales como LTP y sinaptogénesis, se

desarrolló un protocolo para poder observar la participación de dichos receptores

durante la adquisición y/o consolidación de una memoria espacial.
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III. HIPOTESIS

1.- El bloqueo de los receptores muscarínicos en el área CA3 del hipocampo

provocará un déficit en los procesos de adquisición y/o consolidación de la

memoria espacial.
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IV. OBJETIVOS

Objetivos Generales

Determinar la participación general y específica de los receptores muscarínicos

en el área CA3 del hipocampo durante la adquisición y/o consolidación de la

memoria espacial  en el laberinto acuático de Morris.

Objetivos Particulares

Evaluar y determinar la participación de todos los receptores muscarínicos,

mediante el uso del antagonista no selectivo, escopolamina, en el área CA3

durante la adquisición y/o consolidación de una memoria espacial.

Evaluar y determinar la participación de los receptores muscarínicos

postsinápticos M1, mediante el uso del antagonista selectivo de los receptores

M1, pirenzepina, en el área CA3 durante la adquisición y/o consolidación de la

memoria espacial en el laberinto acuático de Morris.

Evaluar y determinar la participación de los receptores muscarínicos

postsinápticos M3, mediante el uso de su antagonista selectivo 4-DAMP, durante

la adquisición  y/o consolidación de la memoria espacial en el laberinto acuático

de Morris.

Evaluar y determinar la participacíon de los receptores muscarínicos

presinápticos con AFDX-116, antagonista de los receptores muscarínicos

presinápticos M2 y M4, en el área CA3 durante la adquisición y/o consolidación

de una memoria espacial.
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V. MATERIAL Y METODOS

En esta primera parte, se diseñó y realizó el protocolo conductual, para

determinar el papel de los diferentes receptores muscarínicos en la región CA3

de hipocampo durante el aprendizaje y/o consolidación de una tarea espacial.

5.1 PROTOCOLO CONDUCTUAL

5.1.1- Animales

Ciento cincuenta ratas macho cepa Wistar con peso entre 250 – 300 gr.,

al inicio del experimento, se colocaron en cajas individuales de acrílico. Los

animales permanecieron en condiciones constantes de temperatura (21 ± 2°C) y

humedad, con comida y agua ad libitum y con un ciclo de luz-oscuridad invertido

de 12-12 hrs (inicio de oscuridad a las 07:00 hrs). Los experimentos fueron

realizados durante la fase oscura del ciclo, debido a que los roedores son

animales de hábitos nocturnos por lo que su periodo de mayor actividad es en el

ciclo de oscuridad.

5.1.2.- Cirugía

  Los animales se implantaron bilateralmente con cánulas de acero

inoxidable de 9 mm., mediante un aparato estereotáxico (Kopf Instruments,

Tujunga, CA) bajo el efecto de anestesia (80 mg/Kg de hidrocloruro de ketamina,

y 12 mg/Kg de xilazina intraperitoneal).

La punta de las cánulas guía fueron colocadas 1.5 mm por encima de la región

CA3 del hipocampo (AP = -3.0 mm; L = ±3.4 mm; DV = -1.5 mm con respecto a

Bregma (Paxinos y Watson, 1986). Dichas cánulas fueron fijadas en el cráneo

con cemento dental de acrílico  y tornillos de acero inoxidable y finalmente se
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colocó un obturador metálico para evitar que el conducto de las cánulas se tape.

Los animales se mantuvieron en un periodo de recuperación post-operatorio de

una semana y se manipularon una semana previa al inicio del experimento con

la finalidad de habituarlos al contacto.

5.1.3.- Procedimiento conductual

Los animales se entrenaron en un laberinto acuático de Morris, el cual

consiste en una piscina circular  de 163 cm., de diámetro y 69 cm., de alto, con

paredes y piso de color negro. La piscina se llena de agua a 19°C y se coloca

una plataforma sumergida 1 cm., debajo del nivel del agua, la cual se sitúa en el

centro de uno de los cuatro cuadrantes de la piscina. La plataforma y las claves

espaciales que se encuentran alrededor del laberinto se mantienen siempre en

el mismo sitio durante todo el entrenamiento.

El entrenamiento de los animales en el laberinto consistió de 1 sesión diaria

durante 4 días, las sesiones fueron de diez ensayos cada una. En cada ensayo

el animal se colocaba en el laberinto empezando en 1 de 10 diferentes puntos

posibles,  al finalizar los 10 ensayos los animales eran colocados en el vivario. El

tiempo total de cada ensayo para que los animales encontraran la plataforma es

de 60 seg., o bien hasta que encontraran la plataforma; una vez en la

plataforma, permanecían en ella por 30 seg., pasado ese tiempo se colocaban

en una caja durante otros 30 seg., y posteriormente se continuaba con el

siguiente ensayo hasta cubrir  los 10 ensayos (Ver detalles en Nerad, et al.,

1996).

Los trayectos que siguen los animales durante cada uno de los ensayos fueron

grabados usando un sistema Chromotrack (San Diego Instruments), permitiendo

obtener datos del recorrido como, latencia (tiempo que tardan los animales en

llegar a la plataforma) y en el caso de la prueba de memoria a largo plazo, el

número de veces que pasan los animales por donde se encontraba colocada la

plataforma durante las sesiones de adquisición (número de cruces).
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Una vez concluidos los cuatro días de entrenamiento, los animales

permanecieron en el vivario durante 7 días. Pasado este tiempo se realiza la

prueba de memoria a largo plazo, la cual consiste en un sólo ensayo de 120

segs., sin la plataforma dentro de la piscina. Durante esta prueba se miden, la

latencia y el número de cruces.

5.1.4.- Microinyección y Fármacos

La microinyección bilateral en el área de CA3 del hipocampo se llevó a

cabo  por medio de microinyectores hechos de agujas dentales conectadas a

tubo teflón y a una jeringa Hamilton de 10 µl montada en una bomba de

microinfusión (Cole Parmer Instruments). Dichas agujas fueron guiadas a través

de las cánulas implantadas bilateralmente en esta área del hipocampo. La tasa

de inyección fue de 0.5 µl de la solución por hemisferio en 120s., una vez

concluida la inyección se mantuvo la aguja durante un periodo de difusión de

120s. Las  inyecciones se realizaron 20 minutos antes de iniciar o

inmediatamente después de terminar el entrenamiento.

Con la finalidad de estudiar la participación de los diferentes receptores

muscarínicos durante la adquisición y/o consolidación de una tarea espacial, se

utilizaron los siguientes 14 grupos con inyección previa al entrenamiento:

Escopolamina 60 mg/ml (Hidrobromuro de escopolamina, Sigma, St. Louis, MO;

Esc 60; n = 11); Escopolamina 30 mg/ml (Esc 30; n = 12); Pirenzepina 42.43

mg/ml (Sigma, St. Louis, MO; Pir; n = 12); AFDX-116  0.2175 mg/ml (Tocris,

Ellisville, MO, AFDX; n = 11); 42.43 mg/ml pirenzepina + 0.2175 mg/ml  AFDX-

116 (Pir + AFDX; n = 11); 2.1 µg/µl  4-DAMP (DAMP methiodide, Sigma, St.

Louis, MO; DAMP 2.1; n = 8); 4.2 µg/µl  4-DAMP (DAMP 4.2; n = 6); vehículo

(cada uno de los grupos mencionados tuvo su respectivo vehículo, con un total

de 7 grupos vehículo) (Solución Ringer: 118 mM NaCl; 4.7 mM KCl; 1.2mM

KH2PO4; 1.2 mM MgSO4; 2.5 mM CaCl2 * 2H2O) (n total = 58).
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Se tuvieron 2 grupos más con inyección posterior al entrenamiento:

Escopolamina 60 mg/ml (Esc Desp; n =10); y su respectivo vehículo (Ring Desp;

n = 11).

5.1.5.- Histología

Una vez finalizados los experimentos conductuales los animales se

perfundieron transcardialmente con solución salina al 0.9% y posteriormente

solución de paraformaldehído al 4% (en buffer de fosfatos 0.1M, pH 7.4). Al

finalizar, se extrajeron los cerebros y se colocaron en frascos individuales con

paraformaldehido, después de dos semanas se colocaron en una solución de

sacarosa al 15% y  posteriormente al 30% hasta que los cerebros se asentaran

en el fondo del frasco, finalmente se obtuvieron cortes coronales del tejido,

mediante un crióstato, de 40µm  y los cortes se tiñeron con violeta de cresilo

para examinar la ubicación donde se encontraban las cánulas mediante

microscopia  de luz (10x).

5.1.6- Análisis Estadístico

Los datos de las curvas de aprendizaje fueron analizados por medio de

una ANOVA de medidas repetidas y una prueba post hoc de Fisher. Los datos

de las pruebas de MLP fueron analizados por medio de una ANOVA factorial de

una vía y una prueba post hoc de Fisher o una t de student no pareada,

dependiendo del número de grupos.
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VI. RESULTADOS.

6.1 Efecto del bloqueo no selectivo de los mAChR en CA3 durante el

aprendizaje del laberinto acuático.

6.1.1 Bloqueo de los receptores muscarínicos previo al

entrenamiento.

Como se observa en la figura 4A, el bloqueo no selectivo de los receptores

muscarínicos en CA3 produce un déficit en la adquisición de la tarea al utilizar la

dosis más alta (escopolamina 60), y un débil efecto con la dosis baja

(escopolamina 30), ya que a lo largo de los 4 días de entrenamiento, el análisis

estadístico ANOVA arrojó diferencias significativas entre los 3 grupos

(F2,30=30.105, p<0.0001), y hubo una diferencia significativa en el desempeño de

los animales a lo largo de los días de entrenamiento (F39,30=14.024, p<0.0001).

Además, mediante una ANOVA de medidas repetidas de la latencia para

alcanzar la plataforma durante los ensayos de adquisición, reveló diferencias

significativas entre los grupos durante el día 1 (F2,30 = 4.87; p < 0.05) y para los

días 2, 3 y 4 (F´s 2,30 = 13.69; 22.23; 18.78; p’s < 0.0001 respectivamente). Una

prueba post-hoc de Fisher mostró diferencias entre los grupos escopolamina 60

y vehículo en el día 1, 2, 3 y 4 (p < 0.0001); y entre el grupo escopolamina 30 y

vehículo en los días 2 (p < 0.0001), y para los días 3 y 4 (p < 0.01).

Del mismo modo, como se muestra en la figura 4B durante la prueba de MLP se

encontró diferencia significativa mediante una ANOVA de una vía, en la latencia

entre grupos (F2,30 = 12.21; p < 0.0001). La prueba post-hoc de Fisher mostró

diferencias significativas sólo entre grupos escopolamina 60 y vehículo (p <

0.0001). También se encontraron diferencias significativas entre los grupos para

el número de cruces (F2,30 = 12.31; p < 0.0001). La prueba post-hoc de Fisher

mostró una diferencia significativa sólo entre el grupo escopolamina 60 y

vehículo (p < 0.0001), como se puede observar en la figura 4C. No se
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encontraron diferencias significativas en la prueba de MLP entre el grupo

escopolamina 30 y vehículo (Fig., 4B y C).
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6.1.2 Bloqueo de los receptores muscarínicos posterior al

entrenamiento.

El bloqueo de los receptores muscarínicos en CA3 después del entrenamiento

no produjo ningún efecto en la adquisición (Fig., 5A) ni en la formación de la

MLP del laberinto de agua (Fig., 5 B y C).
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6.2 Efecto del bloqueo selectivo de los mAChR presinápticos o

postsinápticos en CA3 sobre el aprendizaje espacial y la MLP en el

laberinto acuático.

Dado que la escopolamina es un antagonista no selectivo de receptores

muscarínicos, no es posible determinar mediante este fármaco cual o cuales de

los receptores muscarínicos está involucrado en el aprendizaje espacial, por lo

que se decidió inyectar antagonistas selectivos para dichos receptores, se utilizó

AFDX-116 para los  receptores muscarínicos presinápticos M2 y M4;

Pirenzepina para los postsinápticos M1 y 4-DAMP para los postsinápticos  M3.

En este experimento, utilizamos pirenzepina para antagonizar los receptores M1,

ya que en otros estudios se ha encontrado que son primordialmente estos los

mAChR postsinápticos involucrados en procesos de plasticidad sináptica

(Shinoe, et al. 2005; van der Zee y Luiten, 1999). Como se observa en la figura

6A, el bloqueo de los mAChR presinápticos con AFDX-116 así como el bloqueo

de los postsinápticos M1, antes del entrenamiento, no produjeron ningún  efecto

sobre la adquisición de la tarea, aunque en el grupo tratado con AFDX se

observó una tendencia no significativa a producir una mejora. Por otra parte, en

la ejecución de la prueba de MLP, mediante una prueba ANOVA de una vía se

encontraron diferencias significativas  entre los grupos en cuanto a la latencia

(F2,33 = 4.97; p <  0.05). La prueba post-hoc de Fisher mostró una diferencia

significativa entre los grupos pirenzepina y vehículo (p < 0.01) (Fig., 6B),

además, se encontró diferencia significativa entre los grupos en el número de

cruces (F2,33 = 4.72; p < 0.01), donde la prueba post-hoc de Fisher mostró

diferencia significativa entre el grupo pirenzepina y el vehículo (p < 0.01), como

se puede observar en la figura 6C.

Adicionalmente, inyectamos dos diferentes dosis del antagonista de los mAChR

postsinápticos M3 (4-DAMP). Como se observa en la figura 7, el bloqueo  de los

mAChR M3, antes del entrenamiento, no produjo ningún déficit en la adquisición

(Fig., 7A) ni en la formación de la MLP (Fig., 7 B y C), con ninguna de las dosis
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empleadas, lo que concuerda con trabajos anteriores donde se ha estudiado el

papel de este receptor en plasticidad (Shinoe, et al., 2005).
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6.3 Bloqueo de mAChR presinápticos + bloqueo de mAChR postsinápticos.

Como se observa en el apartado anterior, el bloqueo de los mAChR M1

con pirenzepina, es el único tratamiento de los utilizados en este trabajo que

produjo un déficit en la formación de la MLP de la tarea espacial en el laberinto

acuático. Sin embargo, dado que la inyección de escopolamina, que bloquea

todos los subtipos de mAChR, produce un déficit en la adquisición de esta tarea,

y por lo tanto en la formación de la MLP, es evidente que el efecto no fue

reproducido por ninguno de los antagonistas utilizados para bloquear
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selectivamente diferentes subtipos de mAChR. Esto produce la interrogante de

si el déficit observado tras la inyección de escopolamina se debía a algún efecto

inespecífico del fármaco o era producto de antagonizar  más de un subtipo de

receptor. Por lo tanto, se hizo un grupo en el cual se inyectó una mezcla que

combinaba AFDX-116 (antagonista de mAChR presinápticos) y pirenzepina

(antagonista de mAChR postsinápticos M1) con las dosis empleadas en los

experimentos anteriores.

En la figura 8 se observa como la mezcla AFDX-116 + Pirenzepina produjo un

déficit en la adquisición de la tarea. Mediante una ANOVA de medidas repetidas

se encontró diferencia significativa entre los dos grupos (F1,23=6.884, p<0.05), y

una diferencia significativa a lo largo de los días de entrenamiento

(F39,23=13.649, p<0.0001). Además, una ANOVA de medidas repetidas mostró

diferencias significativas entre los grupos durante los días 2 (F1,23 = 10.48; p <

0.01), 3 (F1,23 = 4.40; p < 0.05) y 4 (F1,23 = 11.06; p < 0.01). La prueba post-hoc

de Fisher mostró diferencias entre los grupos en los días 2, 3 y 4 (p’s < 0.0001;

Fig., 8A).

En la ejecución de la prueba de MLP, se encontró diferencia significativa entre

los dos grupos tanto en la latencia de llegada a la zona donde se encontraba la

plataforma (F1,23 = 8.03; p < 0.01) (Fig., 8B), como en el número de cruces por

dicha área (F1,23 = 11.44; p < 0.01)(Fig., 8C); de manera muy similar a la

ejecución de los animales que fueron inyectados con escopolamina 60  antes del

entrenamiento.
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VII. PLANTEAMIENTO DE LA 2ª  HIPOTESIS

Como se mencionó en la introducción, un evento plástico muy importante

observado en CA3 es la sinaptogénesis producida por el sobreentrenamiento en

el laberinto acuático de Morris, donde encontraron que los animales presentaban

un aumento en la densidad de las terminales de las fibras musgosas en el

stratum oriens del área CA3 (Ramirez-Amaya, et al., 1999; Ramirez-Amaya,

2001). En estos trabajos se sugiere que dicho aumento de densidad sináptica es

consecuencia del proceso de consolidación de la memoria espacial. Sin

embargo, los tratamientos utilizados no permiten diferenciar claramente entre el

proceso de adquisición y el de consolidación, ya que el uso de antagonistas a

los receptores NMDA antes del entrenamiento provoca un déficit en la

adquisición así como en la consolidación, y el bloqueo de estos receptores

después del entrenamiento no provoca efecto alguno sobre el aumento de la

densidad sináptica. Por otra parte, cabe mencionar que el antagonista de los

receptores NMDA (MK-801) se inyectó de manera sistémica , lo que hace

imposible determinar el sitio o sitios donde actuó el fármaco, dificultando la

interpretación de los resultados y además la técnica que utilizaron, (tinción de

Timm) les permite determinar la aparición de nuevas sinapsis en CA3, pero no

permite saber si dichas sinapsis son funcionales.

Como se puede observar en secciones anteriores de esta tesis y de

acuerdo a nuestros resultados, la inyección de pirenzepina (antagonista

selectivo de mAChR M1) en CA3 antes del entrenamiento produce un severo

déficit en la formación de la MLP del laberinto acuático de Morris (Fig.,  6 B y C)

sin afectar el proceso de adquisición (Fig., 6 A). Este hallazgo nos proporcionó

un tratamiento farmacológico que nos permite diferenciar eficientemente el

proceso de adquisición del de consolidación, definiendo además con precisión el

efecto de dicho tratamiento en un área determinada CA3. De esta manera, la 2ª

Propuesta de este trabajo fue determinar el efecto de la inyección de pirenzepina

en CA3 sobre la sinaptogénesis producida en esta área como consecuencia del

sobreentrenamiento en el laberinto acuático de Morris. Con  la finalidad de
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acercarnos más a la posible funcionalidad de estas sinapsis, evaluamos

mediante un marcador bioquímico si la sinaptogénesis observada en CA3 por

otros autores (Ramírez-Amaya, et al., 1999; 2001), está relacionada con alguno

de estos dos procesos. Para ello, se utilizó como marcador de sitios sinápticos

una proteína de membrana de las vesículas sinapticas, la sinaptofisina y

mediante  Western Blot observamos el cambio en la expresión de esta proteína

en el área CA3 para así tener una aproximación a la posible funcionalidad de

esta doble banda y si está relacionada con el proceso de adquisición o

consolidación de manera particular.
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VIII. ANTECEDENTES DE LA 2ª  HIPOTESIS

8.1.-Proteínas de la Vesícula sináptica

Las proteínas de vesícula sináptica pueden ser divididas en dos clases,

correspondientes a dos principales funciones. La primera la conforman las

proteínas de transporte y la segunda la conforman las proteínas ligadas al

movimiento hacia un blanco y las reacciones de fusión y fisión de la vesícula al

botón sináptico (Sudhof y Jahn, 1991). Las vesículas sinápticas deben navegar a

través de la terminal nerviosa por medio del citoesqueleto; la interacción entre

las vesículas sinápticas y el citoesqueleto está mediada por sinapsinas. Las

sinapsinas son específicas para vesículas sinápticas en las neuronas y unen

diversos elementos del citoesqueleto; sugiriendo un papel importante de la

sinapsina en la regulación de la movilidad de las vesículas sinápticas hacia los

sitios de liberación (Sudhof, 1989). Existen otras proteínas tales como Rab 3A la

cual indica el sitio blanco en donde será liberado el neurotransmisor (Walworth,

et al., 1989); sinaptotagmina que ayuda al anclaje y fusión de las vesículas

(Pfenninger, et al.,1972); sinaptofisina que es una proteína integral de

membrana que ha sido un magnífico candidato para la formación del poro para

la exocitosis (Rahamimoff, et al.,1988); y algunas otras más como las

sinaptobrevinas (Sudhof y Jahn, 1991) (Fig 9).

Las vesículas sinápticas que no se encuentran en los sitios activos, están

agrupadas en el citoplasma presináptico, unidas entre sí o a la actina, gracias a

una proteína, la sinapsina I, ubicada en la membrana de las vesículas. Cuando

esta proteína es fosforilada se despegan las vesículas de los filamentos o de las

otras vesículas. La fosforilación es catalizada por CaMK-II, iniciando el proceso

de movilización vesicular (Valtorta, et al., 1992).

El movimiento de las vesículas sinápticas hacia la zona activa de la presinápsis

se produce por un proceso en el que interactúan proteínas de la pared de la

vesícula (sinaptobrevina y sinaptotagmina) y de la membrana de la terminal

(sintaxina y SNAP-25) (Fig 10). Algunos de estos componentes se unen para

formar un complejo llamado SNARE (sintaxina, SNAP-25 y sinaptobrevina) que
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interactúa con dos proteínas solubles en el proceso de la ubicación: NSF (factor

sensible a n-etilmaleimida) y a -SNAP, que es una proteína de unión a NSF,

necesaria para que esta molécula (NSF) exprese su actividad de ATP-asa

(Walworth, et al., 1989).

La ubicación de la vesículas en el sitio activo se explica, entonces, por la

llamada hipótesis SNARE. Se asume que existe el complejo SNARE que al estar

unido a la sinaptotagmina forma un complejo mayor que une a la vesícula a un

punto de la membrana (Fig 10). En esta situación, existe en la membrana
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vesicular una GTP-asa (hidroliza GTP) llamada Rab-3. Al hidrolizarse el GTP por

la acción de esta enzima, el GDP resultante se une a una proteína de la

membrana plasmática    (n-sec 1), fenómeno que permite la fusión de ambas

membranas. Pero este fenómeno de fusión se iniciaría por la unión del calcio a

la sinaptotagmina del complejo. Si no hay complejo SNARE la entrada del calcio

no produciría la fusión  (Valtorta, et al., 2004).

8.2 Sinaptofisina.

Una de las proteínas más abundantes de membrana en las vesículas

sinápticas es la sinaptofisina (Syp, por sus siglas en inglés, synaptophysin), la

cual llega a ser hasta el 8% del total de proteínas de la  vesícula (Knaus, et al.,

1990). Es una glicoproteína de 38 kDa y contiene cuatro regiones

transmembranales (fig 9) y un carboxilo terminal que consiste en diez
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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

fosforilación podría ser central para su función (Wiedenmann y Franke, 1985;

Evans y Cousin, 2005).

Esta proteína, una vez reconstituida en lípidos de membrana, exhibe

propiedades de un canal iónico (Thomas, et al., 1988), lo cual ha llevado a

sugerir que podría formar parte del poro de fusión formando un complejo junto

con las proteínas que participan en la unión de las vesículas a la zona activa de

la membrana plasmática. La identificación de Syp como un componente

molecular selectivo y permanentemente asociado a la membrana de vesículas

sinápticas abre la posibilidad de usar anticuerpos a esta proteína para trazar los

movimientos de las mismas en la neurona. De esta manera se está generando el

camino para conocer los mecanismos de tráfico de membrana ya que esta

proteína sola o en asociación con proteínas homólogas está involucrada en

múltiples e importantes aspectos de la exocitosis de vesículas sinápticas,

incluyendo el ensamble  del complejo SNARE, la formación del poro de fusión, la

activación de endocitosis y la biogénesis de la vesícula sináptica (Valtorta, et al.,

2004). Por estas razones, Syp es el marcador inmunohistoquímico más usado

para la determinación de posibles sitios sinápticos (Morrison y Prayson, 2000;

Wick, 2000). Por otra parte, en estudios de sinaptogénesis se han encontrado

altos niveles de expresión de Syp durante este proceso además de ser una de

las proteínas sinápticas que más tempranamente se acumula durante la

formación de sinapsis in vitro (Fletcher, et al., 1991).

Se han realizado un gran número de investigaciones acerca de la

liberación de neurotransmisores y la posible función primordial de la

sinaptofisina. Alder, et al., al microinyectar anticuerpos o fragmentos F(ab)

contra Syp en blastómeros de embriones de un día de Xenopus antes de

colocarlas en cultivo o en motoneuronas espinales y por medio de registros

electrofisiológicos (utilizando la técnica patch-clamp) observaron que la

inyección de anticuerpos de Syp redujo significativamente la frecuencia de los

potenciales sinápticos espontáneos, sin afectar su amplitud. Estos resultados
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sugieren que Syp es requerida para la liberación del neurotransmisor (Alder, et

al., 1992). En 1995, Alder, et al., inducen la sobreexpresión de Syp en

embriones de Xenopus, dando como resultado un fuerte incremento en la

frecuencia, pero no en la amplitud de las corrientes sinápticas espontáneas.

Sugiriendo que Syp no está implicada en determinar la cantidad de

neurotransmisor liberado sino en la probabilidad de exocitosis vesicular y/o el

número de vesículas sinápticas ancladas inicialmente en la zona activa (Alder, et

al., 1995).
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IX. MATERIAL Y METODO

PROTOCOLO BIOQUIMICO

9.1- Animales y cirugía

Setenta ratas macho cepa Wistar se mantuvieron bajo las mismas

condiciones empleadas en el protocolo conductual y se realizó el procedimiento

quirúrgico descrito anteriormente.

9.2- Procedimiento conductual, microinyección y fármacos

El procedimiento conductual y la microinyección se realizaron de la misma

manera descrita en los apartados 5.1.3 y 5.1.4., siendo la única diferencia, el

momento de sacrificio de los animales, esto es, los animales se dividieron en

diferentes grupos: a) entrenados 1 día, b) entrenados 4 días y c) entrenados 4

días y probados a largo plazo 7 días después del entrenamiento.

Los fármacos utilizados para este protocolo fueron: Pirenzepina 42.43 mg/ml

(Sigma, St. Louis, MO; Pir; n =37) y Vehículo (Solución Ringer: 118 mM NaCl;

4.7 mM KCl; 1.2mM KH2PO4; 1.2 mM MgSO4; 2.5 mM CaCl2 * 2H2O) (n = 33).

9.3- Extracción de la muestra y homogenización

Los animales se decapitaron inmediatamente después del último

entrenamiento según el grupo al que pertenecían 1 ó 4 días de entrenamiento u

11 días, es decir, este último grupo, después de la prueba de memoria a largo

plazo. Tras la decapitación se disectaron las áreas CA3 y GD de una rebanada

hipocampal de 2 a 3 mm de grosor, ubicada en las coordenadas en las que se

realizaron las inyecciones, tomando como referencia para la disección el atlas de

Paxinos (Paxinos y Watson, 1986). El tejido se colocó en buffer de lisis (50nM
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Tris-HCl pH 7.5, 150nm NaCl, 1%  Nonider P40, 0.5% sodium deoxycholate, 1

tableta de inhibidor de proteasas, ROCHE), se homogenizó  y congeló a -72 °C

hasta que fue requerido para el western blot.

9.4- Cuantificación de proteínas

La concentración de proteínas en las muestras homogenizadas se

determinó mediante el método de Lowry (Kit BIO-RAD), midiendo cada muestra

por cuadruplicado.

9.5- Western Blot

En cada muestra se diluyeron 30 µg de homogenado 1:1 en solución

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

Se cargaron las muestras en geles de acrilamida 12% y fueron montados en una

cámara de Western Blot (BIO-RAD); el gel está formado por un gel separador pH

8.8 al 12% (Tris 37.29 mM pH 8.8, SDS 3.4.mM, acrilamida 70 mM, 5µl de

TEMED y  APS 21.79 mM) y un gel concentrador pH 6.8 al 4.5% Tris pH 6.8

0.12 M, SDS 51 mM, acrilamida 32 mM, 5µl de TEMED y  APS 6.4 mM). El gel

cuenta con 10 carriles en donde se colocó un marcador de peso molecular, 6

muestras y un homogenado total. Una vez cargados los geles en la cámara se

conectó 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 proteínas del gel se transfirieron a una membrana de 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 cámara

de transferencia semi-seca (Trans-Blot SD Semi-Dry transfer cell); se conectó la
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cámara a un regulador a 25 V por 40 minutos. Terminada la transferencia se

colocó 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 dejó toda la noche a 4°C.

Las membranas se colocaron en el anticuerpo primario (Sinaptofisina,

SIGMA, 1.3: 20000) por 90 minutos a temperatura ambiente y agitación

constante. Al terminar se realizaron cinco lavados de 5 minutos cada uno en

TBS-T. Posterior a los lavados, se colocó el anticuerpo secundario (anti-mouse,

Zygmond 1: 3000) durante 90 minutos a temperatura ambiente y agitación

constante. Al término de este tiempo se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada

uno en TBS-T y después las membranas fueron colocadas en la solución de

quimioluminisencia (SuperSignal West Pico chemiluminescent Substrate de

PIERCE). Finalmente se reveló con placa reveladora Kodak BioMax MR Film,

Scientific imaging film.

9.6- Análisis de placas fotográficas  y de membranas

Las placas fotográficas se digitalizaron y las densidades de píxeles se

determinaron por medio del programa Image J.

Las membranas fueron teñidas en Coomasie para observar la correcta posición

de  las columnas de corrimiento y el cargado de las proteínas.

9.7- Análisis Estadístico

9.7.1. Protocolo Conductual

Los datos de las curvas de aprendizaje fueron analizados por medio de

una ANOVA de medidas repetidas y una prueba post hoc de Fisher. Los datos

de las pruebas de MLP fueron analizados por medio de una ANOVA factorial de

una vía o una t de student no pareada, dependiendo del número de grupos.
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9.7.2. Protocolo Bioquímico

En los geles se agregó un séptimo carril de homogenado total de corteza

(HT), siendo tomadas todas las alícuotas de la misma muestra original, y usando

la misma cantidad de proteínas que los demás carriles. Este homogenado se

tomó como el 100% y se hizo la comparación con los demás carriles usando los

valores obtenidos mediante el análisis de densidad óptica. Una vez obtenidos los

porcentajes de homogenado total, se capturaron los datos de todos los geles y

se llevó a cabo la estadística. Estos datos de densidad fueron analizados por

medio de una ANOVA de medidas repetidas.
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X. RESULTADOS.

10.1 Determinación de la detección de sinaptofisina en CA3 como

técnica para detectar la sinaptogénesis en esta área producida como

consecuencia del sobreentrenamiento en el laberinto de agua.

Para determinar si la detección de sinaptofisina podía reflejar la

sinaptogénesis encontrada en CA3 tras el sobreentrenamiento espacial

(Ramirez-Amaya, et al., 1999; 2001), utilizamos este protocolo con un grupo de

animales intactos que fueron sometidos al sobreentrenamiento en el laberinto de

agua durante uno o cuatro días y los grupos control de nado de uno y cuatro

días. Los animales del grupo control de nado son introducidos al laberinto

acuático de Morris y son expuestos a nado el mismo número de veces así como

el tiempo promedio de nado de los animales entrenados, la diferencia con este

grupo es que se eliminan las claves espaciales mediante la colocación de

cortinas negras alrededor del laberinto y no hay plataforma a la cual llegar, por lo

que los animales no aprenden la localización de la plataforma.

Terminado el último ensayo de entrenamiento o de nado, los animales

fueron sacrificados y se extrajeron las áreas de CA3 y como control de

especificidad de cambio de la cantidad de sinaptofisina, el giro dentado (GD).

Como se observa en la figura 11, a pesar de que el número de muestra fue

solamente de 3, en el grupo de animales entrenados durante cuatro días la

cantidad de sinaptofisina en CA3 presenta una tendencia no significativa a

incrementarse con respecto al grupo de animales de control de nado (Fig. 11B).

Además de que el efecto sólo fue observado en los animales entrenados, y no

en los controles de nado. En el GD  de estos animales no se observó esta

tendencia (Fig. 11C).
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Figura 11 .- 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 óp
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10.2 Efecto de la inyección de pirenzepina en CA3 sobre la expresión

de sinaptofisina en dicha área como consecuencia del sobreentrenamiento

en el laberinto de agua.

Como se observa en la figura 12 A, la ANOVA de medidas repetidas no

arrojó diferencias significativas en los grupos tratados con ringer y pirenzepina

durante la adquisición de la tarea, sin embargo, en el grupo tratado con

pirenzepina se encontró un déficit importante en la prueba de MLP, comparado

con su ringer, tanto en la latencia de llegada al área de la plataforma (P<0.01)

(Fig.12B), como en el número de cruces por esta área (P<0.01) (Fig.12C). Estos

datos replican los resultados observados previamente en la primera sección de

resultados de esta tesis (Fig. 6).
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Como se puede observar en la figura 13, en el análisis de los geles (n=5)

realizados mediante western blot, mediante una ANOVA factorial se encontraron

diferencias significativas entre los grupos (F5,48 = 2.384, P  = .05), la prueba post-

hoc de Fisher arrojó una diferencia significativa entre el grupo pirenzepina 11

días contra los grupos vehículo 11 días y pirenzepina 1 día  (P < 0.05), así como

entre el grupo pirenzepina 11 días y  los grupos vehículo 1dia, vehículo 4 días y

pirenzepina 4 días (P < 0.01), lo cual nos muestra una disminución significativa

de  la expresión de sinaptofisina en el grupo tratado con pirenzepina y que
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realizó la prueba de MLP de manera deficiente (Fig.13B), con respecto al

vehículo. (Dado que el grupo pirenzepina 11 días, es el único que presenta

diferencias con todos los grupos, en la figura se muestra sólo la mayor

significancia obtenida por este grupo).
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XI. PLANTEAMIENTO DE LA 3ª  HIPOTESIS

Una de las principales cascadas de señalización intracelular activada por los

receptores muscarínicos tipo M1 es la de la fosfolipasa C (PLC) que lleva a la

activación de PKC (Felder, 1995). E algunos estudios, se ha encontrado que

esta vía (M1-PKC) es muy importante para procesos de plasticidad sináptica

(van de Zee y Douma, 1997; van der Zee y Luiten, 1999), y de acuerdo a

nuestros resultados hemos encontrado que el uso de antagonistas al receptor

M1 provoca un déficit en la consolidación de una tarea espacial pero no durante

la adquisición de la misma. Además encontramos que este déficit conductual se

ve reflejado en la expresión de sinaptofisina del área CA3  por lo que la 3ª

pregunta en esta tesis fue la de saber cuáles son las vías de traducción

intracelular del receptor M1 que pudiesen estar implicadas en la consolidación

de esta memoria espacial. Por lo que de acuerdo a la bibliografía (van der Zee y

Douma, 1997; van der Zee y Luiten, 1999; Rossi, et. al., 2005). PKC constituía

un buen candidato para traducir la señal del receptor M1 en el área de CA3 y

participar en la formación de la MLP del laberinto de agua. De esta manera, se

realizaron los experimentos con el mismo paradigma conductual y bioquímico

descrito anteriormente pero en esta ocasión se utilizó un inhibidor de PKC

inyectado en el área CA3 y bajo las mismas condiciones que los experimentos

anteriores. Se estudió cuál era su efecto a nivel conductual en cuanto a la

adquisición y la consolidación de la tarea espacial así como la expresión de

sinaptofisina en esta área hipocampal.
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XII. ANTECEDENTES DE LA 3ª  HIPOTESIS

12.1 Proteína Cinasa C (PKC).

La actividad de la proteína cinasa C (PKC) ha sido implicada como un

mecanismo molecular para el aprendizaje y la memoria (Alkon, et al., 2005).

Esta proteína pertenece a una familia de cinasas de serina-treonina que son

activadas por fosfolípidos ácidos, particularmente por fosfatidilserina, pero que

poseen diferentes requerimientos por calcio, diacilglicerol y ésteres de forbol

para su activación (van der Zee y Douma, 1997). Esta familia es parte integral de

la maquinaria de transducción de señales acopladas a receptores que inician

una cascada de degradación de componentes lipídicos de membrana para

controlar importantes procesos biológicos tales como apoptosis, memoria,

diferenciación celular y tumorigénesis.

Hasta ahora, se han identificado 11 isoformas de PKC y poseen

diferencias en cuanto a su localización, especificidad de sustrato y propiedades

cinéticas (Newton, 1995). Estas isoformas están formadas por una sola cadena

polipeptídica, dividida en dos dominios separados por la región hipervariable

(también llamada bisagra): el dominio regulador (región amino-terminal) y el

dominio catalítico (región carboxilo-terminal). Cada uno de esto dominios posee

regiones altamente conservadas y variables (Fig 14).

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

su estructura y a su regulación por cofactores: las convencionales (cPKC): α, βΙ,

βΙΙ y γ, las cuales son reguladas por diacilglicerol (DAG), fosfatidilserina (PS) y

Ca+2, las nuevas (nPKC): δ, ε, η, µ y θ, reguladas por DAG y PS y las atípicas

(aPKC): λ  y ζ cuya regulación no ha sido claramente establecida, aunque su

actividad es estimulada por PS (Rendon y Robles, 2000)  (Fig. 14).

La activación de PKC está 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 catálisis, y en el segundo se lleva a cabo la
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unión de moduladores positivos (como el Ca+2, el DAG y la PS) provocando la

remoción de la región pseudosustrato del sitio de unión al sustrato.

Las isoformas de PKC inactivas se encuentran principalmente en el

citosol mientras que sus activadores, los cuales tienen un carácter hidrofóbico,

están presentes en la membrana. Cuando PKC está en su forma activa, se

encuentra asociada a la membrana plasmática, elementos del cito-esqueleto,

núcleo y otros componentes subcelulares (Mochly-Rosen y Gordon, 1998).

Como ya se ha mencionado, numerosos estudios han demostrado una

correlación entre la LTP hipocampal y los procesos de aprendizaje y memoria

(Barnes y McNaughton, 1985; McNaughton, 1986) así como una similitud entre

muchos de los elementos que intervienen para que se produzca la LTP y

aquellos empleados en el aprendizaje. Ejemplo de ello es el trabajo de
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Collingridge (1987), donde publicó que los canales glutamatérgicos tipo NMDA

en el hipocampo, juegan un papel importante en la inducción de LTP  pero no en

su mantenimiento. Mientras que un flujo de calcio en la inducción de LTP lleva a

un persistente incremento en la excitabilidad sináptica, esta excitación inducida

por calcio es consecuencia de una cascada de eventos bioquímicos. Entre estos

eventos, encontramos la activación de la proteína cinasa C (PKC). Se ha

observado que su activación es necesaria para el mantenimiento del LTP ya que

al bloquear esta proteína antes de la inducción de la LTP esta última presenta un

decremento en su expresión (Klann, et al., 1993).

Para inducir una LTP duradera se requieren estímulos umbrales y de alta

frecuencia que provoquen la activación simultánea de un gran número de

aferencias glutamatérgicas (Almaguer-Melian, et al., 2000). Sin embargo, no

todos los mecanismos necesarios para la inducción del LTP son activadas

eficazmente por la vía de los receptores NMDA, por lo que se sugiere un posible

papel cooperativo de otras sinapsis en el desarrollo y mantenimiento del LTP.

Ejemplo de ello es la privación del hipocampo de aferencias colinérgicas la cual

bloquea el LTP en el giro dentado (Bergado, et al., 1996)  y el transplante de

tejido fetal colinérgico a esos animales restaura el LTP (Bergado, et al., 1997).

Así mismo, la administración de agonistas muscarínicos es capaz de inducir una

potenciación que se desarrolle lentamente, y mimetiza las fases tardías del LTP

(Auerbach y Segal, 1994; Auerbach y Segal, 1997). Los receptores

muscarínicos, relacionados a proteínas G, promueven la activación de proteínas

cinasas que actúan de manera conjunta con los mecanismos  dependientes de

NMDA en los procesos de plasticidad sináptica (Jerusalinsky, et al., 1997).

Alkon, et al  (1988), estudiaron el aprendizaje asociativo en Hermissenda,

encontraron que después de aprendida la tarea había una disminución del flujo

de K+ en la membrana somática de los fotoreceptores tipo B, este mismo efecto

podía lograrse al activar a la PKC. Por otra parte, este activación de PKC

también producía un aumento en la síntesis de proteínas requerida para el

establecimiento de una memoria a largo plazo, ya que al inducir una activación
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de PKC por medio de briostantina (Bryo) obtuvieron el establecimiento de una

memoria a largo plazo en un menor tiempo en comparación con los controles,

siendo la formación de esta memoria  insensible a la inhibición de síntesis

proteica con anisomisina, por lo que las proteínas necesarias para la formación

de esta memoria a largo plazo ya habían sido sintetizadas como consecuencia

de la activación de PKC (Alkon et al., 2005).

Por otro lado  DeRiemer, et al. (1985), observaron que la activación

endógena de PKC por medio de la inyección de forbol o la administración de

PKC purificada aumentó la excitabilidad de las neuronas y con ello produjo un

mayor flujo de calcio en neuronas del modelo de Aplysia proporcionando un

mantenimiento mayor de la LTP. Más tarde Sacktor y Schwartz en 1990,

demostraron en Aplysia que la sensibilización a corto plazo induce el

desplazamiento de PKC del citosol a la membrana en neuronas sensoriales

mostrando un aumento de su actividad y la facilitación del aprendizaje llevando

al establecimiento de una memoria a largo plazo.

De manera particular, PKC también está implicado en el aprendizaje

espacial, se ha observado que posterior a una tarea espacial en este caso, un

laberinto radial, la inmunoreactividad a PKC en el citosol disminuye mientras que

a nivel membranal aumenta, por lo que de acuerdo con esto existe una

migración de PKC del citosol a la membrana donde inicia su activación.

Posteriormente observaron que al aplicar un activador de PKC, la retención de

una tarea espacial mejoraba; caso contrario al inactivar PKC, pues la retención

se veía deteriorada en comparación al grupo control (Nogues, et al., 1996).

Por otra parte, se ha encontrado que en ratas de mayor edad, la

immunoreactividad de PKC es mayor en la parte citosólica que en la de

membrana sugiriendo que la actividad de PKC disminuye en la membrana, a

diferencia de ratas jóvenes las cuales presentan una mayor cantidad de

inmunoreactividad en la membrana por lo que esta disminución está asociada al

déficit presentado para el establecimiento de una memoria espacial
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correlacionada con la edad (Colombo y Gallagher, 2002), dicho déficit está

asociado con el acoplamiento de proteínas G al receptor M1 así como la

distribución de PKCγ, es decir, las ratas jóvenes presentan una mayor afinidad

en relación al acoplamiento de proteínas G a su receptor, y la proporción de

distribución somato-dendrítica de PKCγ es menor que en las ratas adultas por lo

que el deterioro de la memoria espacial estaría relacionado con la

disfuncionalidad de la traducción de señales iniciada por la sinapsis colinérgica

(Rossi, et al., 2005).
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XIII. MATERIAL Y METODO

13.1- Animales y cirugía

Cincuenta ratas macho cepa Wistar se mantuvieron bajo las mismas

condiciones empleadas en el protocolo conductual y se realizó el procedimiento

quirúrgico anteriormente descrito.

13.2- Procedimiento conductual, microinyección y fármacos

El procedimiento conductual y la microinyección se realizaron de la misma

manera descrita en los apartados 5.1.3; 5.1.4. y 9.2 Los fármacos utilizados para

este protocolo fueron: 10 mM Queleritrina (Hidrocloruro de queleritrina, Sigma,

St. Louis, MO; Quele; n =24); Vehículo (Agua bidestilada; n = 26).

13.3- Protocolo bioquímico  (9.3)

El protocolo bioquímico se realizó de la misma manera que se describe

en los apartados 9.3; 9.4; 9.5; 9.6;

13.4- Análisis Estadístico

13.4.1. Protocolo Conductual

Los datos de las curvas de aprendizaje fueron analizados por medio de

una ANOVA de medidas repetidas y una prueba post hoc de Fisher. Los datos

de las pruebas de MLP fueron analizados por medio de una t de student no

pareada.

13.4.2. Protocolo Bioquímico

Los datos de densidad óptica fueron analizados por medio de una

ANOVA de medidas repetidas.
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XIV. RESULTADOS

14.1  Efecto de la inhibición de la proteína cinasa C (PKC) en CA3 sobre el

aprendizaje del laberinto acuático.

Los resultados sugieren fuertemente que la hipótesis planteada es

correcta, ya que se observa un efecto muy similar al obtenido mediante la

inyección de pirenzepina antes del entrenamiento. Es decir, los animales

presentan una ejecución normal durante la adquisición de la tarea en los 4 días

de entrenamiento (Fig.,15A), pero durante la prueba de MLP se encontró una

diferencia significativa mediante una t de student no pareada tanto en el tiempo

de latencia de llegada a la zona donde se encontraba la plataforma

(p<0.05)(Fig.15B) como en el número de cruces por esta área (p<0.05)

(Fig.15C).

14.2  Efecto de la inyección de queleritrina en CA3 sobre la expresión de

sinaptofisina en dicha área como consecuencia del sobreentrenamiento en

el laberinto acuático.

Una parte de los animales del experimento conductal mencionado en el

apartado  anterior (14.1)  fue sometido a análisis bioquímico para determinar el

efecto de la inhibición de PKC en CA3 sobre la sinaptogénesis observada en

esta área como consecuencia del sobreentrenamiento espacial. Como se

observa en la figura 16, en el análisis de los geles (n=3) realizados mediante

western blot, un ANOVA factorial mostró  diferencias significativas entre los

grupos (F5,12= 3.483, P < .05) y la prueba post-hoc de Fisher mostró diferencias

significativas entre los grupos vehículo 1 día y queleritrina 11 días (p < .01) y

entre los grupos vehículo 11 días y queleritrina 11 días  (p < .05). Lo cual nos

muestra que el tratamiento empleado produce 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
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después de la prueba de MLP, siendo este efecto muy similar al producido por la

pirenzepina.
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Figura 16.- Efecto de la inyección de queleritrina en el área CA3 de hipocampo sobre la 
cantidad de sinaptofisina en dicha área tras el sobreentrenamiento de una tarea espa
cial. A)Blot representativo B) Sinaptofisina en CA3 expresada en unidades arbitrarias de 
densidad óptica. *=p<0.05 , **=p<0.01 
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XV. DISCUSIÓN.

A lo largo de los experimentos de esta tesis hemos determinado que los

receptores muscarínicos, en particular los postsinápticos M1, son de gran

importancia para la formación de la memoria espacial a largo plazo en el

laberinto acuático de Morris aunque sorprendentemente, el periodo en el que su

importancia es fundamental, es durante el entrenamiento y no en el periodo de

tiempo que le sigue. Además, obtuvimos evidencia que nos permite sugerir que

la vía a través de la cual los receptores M1 participan en la formación de la

memoria a largo plazo del laberinto de agua es a través de PKC, ya que su

bloqueo produce un déficit en dicho proceso muy similar al observado mediante

el bloqueo de los receptores M1.

Por otra parte, empleando el bloqueo de los receptores muscarínicos M1 como

método para separar farmacológicamente la adquisición de la consolidación,

obtuvimos resultados que sugieren que el incremento en las sinapsis en el área

CA3 del hipocampo como consecuencia de un sobreentrenamiento en el

laberinto acuático observado previamente (Ramírez-Amaya et al, 1999), es

producto del proceso de consolidación de esta memoria, y dado que empleamos

la detección de sinaptofisina en lugar de la técnica de Timm para observar el

cambio en la cantidad de sinapsis, podemos argumentar que estas sinapsis son

funcionales.

Se ha visto que el área CA3 del hipocampo está muy involucrada en procesos

de aprendizaje . Se ha propuesto que dicha participación se debe en parte a la

actividad reverberante de sus células piramidales (Stupien, et al. 2003; Florian y

Roullet 2004). Como ya se mencionó, se ha propuesto que las células

piramidales de CA3 tiene la capacidad de mantener una memoria “activa”

mediante la actividad reverberante de sus conexiones internas. Con base en un

modelo computacional, se encontró que la estimulación de CA3 producía una

reverberación de la actividad eléctrica en esta área que permitía el
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mantenimiento de la señal producida por un estímulo “x”. Los autores proponen

que esta actividad reverberante permitiría al estímulo “x” seguir presente cuando

llegase un estímulo “y” para producir una asociación entre ambos (Wiebe et al,

1997).

 También en el área de CA3 se ha encontrado un cambio estructural muy

importante como consecuencia del sobreentrenamiento en el laberinto acuático,

la sinaptogénesis en el stratum oriens (Ramirez-Amaya, et al. 1999;2001).

Sin embargo, hasta ahora los mecanismos neuroquímicos por medio de los

cuáles el área CA3 participa en el aprendizaje espacial no han sido descritos.

Debido a que se ha encontrado que los mAChR juegan un papel muy importante

en el aprendizaje de diferentes tareas (Van der Zee, 1995; Van der Zee 1999), y

dado que estos receptores son importantes dentro de CA3 para el

mantenimiento de la actividad intrínseca de esta área , la primera aproximación

que se utilizó en este trabajo fue determinar el papel de los receptores

muscarínicos en CA3 durante el aprendizaje del laberinto acuático.

Los resultados demuestran que el bloqueo no selectivo de estos receptores, con

escopolamina, antes del entrenamiento impide tanto la adquisición como la

consolidación de la memoria espacial, sin embargo, cuando los mAChR son

bloqueados después del entrenamiento con este fármaco,  los animales pueden

ejecutar perfectamente bien la tarea durante los días de entrenamiento y en la

prueba a largo plazo realizada 7 días después del último día de entrenamiento.

Existen estudios que demuestran que los mAChR pre y postsinápticos juegan un

papel diferencial en procesos de aprendizaje, siendo de fundamental importancia

los receptores postsinápticos. En esta tesis encontramos que, en efecto, son los

mAChR postsinápticos, particularmente los M1, los que juegan un papel

fundamental en el área CA3 para el aprendizaje espacial a largo plazo del

laberinto acuático, dado que el bloqueo de los receptores postsinápticos M3 no
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produjeron ningún efecto ni en el aprendizaje ni en la formación de la memoria a

largo plazo. Esto último concuerda con varios trabajos previos donde encuentran

una función de mayor importancia del receptor M1 sobre el receptor M3 en

procesos de plasticidad sináptica (Power, et al. 2003; Shinoe, et al. 2005),

incluso se ha observado que el uso de un agonista a este receptor en un modelo

animal de Alzheimer puede mejorar su desempeño en una tarea espacial

(Caccamo, et al. 2006).

Por otra parte, el bloqueo de los receptores presinápticos, si bien produjo una

tendencia a mejorar el aprendizaje, esta no fue significativa. Este dato

concuerda con resultados previos del laboratorio donde se observó que, si bien

el bloqueo de los receptores presinápticos producía un incremento en la

liberación de ACh, no produjo mejora alguna ni en el aprendizaje ni en la

inducción de LTP, a pesar de que para ambos procesos resultaba indispensable

la actividad de los receptores muscarínicos (Ramírez-Lugo et al, 2003).

Interesantemente, si bien el bloqueo de los receptores M1 produjo un déficit en

la MLP, no produjo efecto alguno sobre la adquisición, tal como se observó al

inyectar escopolamina, que antagoniza todos los subtipos de receptores

muscarínicos.  Sin embargo, al inyectar una mezcla de un antagonista de los

receptores M1 y un antagonista de los mAChR presinápticos, se obtiene un

efecto tanto en la adquisición como en la formación de la MLP, demostrando que

el efecto observado tras la inyección de escopolamina en CA3 es resultado del

bloqueo de ambos subtipos de receptores (presinápticos y postsinápticos), y no

un efecto inespecífico del fármaco.

Otra posible explicación para este efecto sería que tras la inyección de la mezcla

de fármacos para bloquear receptores M2 y M1, lo receptores M3 quedan libres

y podrían estar siendo sobreestimulados por el exceso de Ach producido por el

bloqueo de los receptores M2, provocando un déficit en el aprendizaje. Sin

embargo, el hecho de que la inyección de escopolamina produzca el mismo

efecto, sugiere que el efecto de la inyección de la mezcla de fármacos sobre el
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aprendizaje radica en que se encuentran bloqueados tanto los mAChR

presinápticos como los postsinápticos, ya que la escopolamina puede bloquear

los 5 tipos de mAChR, incluyendo los M3.

El efecto del bloqueo de los receptores M1 sobre el aprendizaje del laberinto de

agua generó dos interrogantes muy interesantes. Por un lado, observamos que

el uso de antagonistas al receptor M1 produce un déficit en la formación de la

MLP del laberinto acuático, sin embargo, los animales son perfectamente

capaces de recordar la tarea 24 horas después del entrenamiento, tiempo que

para muchas tareas sería considerado como MLP (Izquierdo, et al. 1999;

Ferreira, et al. 2002). Dado que la MLP se ve afectada en estos animales, los

resultados sugieren que, al menos en CA3, el entrenamiento en este laberinto

genera una MCP capaz de perdurar por al menos 24 horas, que puede ser

retomada si el animal es sometido nuevamente a la tarea, pero después de siete

días del último entrenamiento (tiempo tras el cuál se mide la MLP) esta MCP  ya

no se encuentra activa, por lo que para que el animal ejecute la tarea requiere

que se haya guardado una MLP de la misma. Si bien es cierto que 24 horas

pueden parecer mucho tiempo para una MCP, hay que recordar que las

neuronas piramidales de CA3 tiene la capacidad de presentar una actividad

reverberante, que en nuestro caso ayudaría a mantener “activa” esta MCP por

un periodo de tiempo más largo de lo que habitualmente se observa .

Por otra parte, dado que el bloqueo de todos los mAChR con escopolamina

después del entrenamiento no produce ningún efecto sobre la formación de la

MLP, y el bloqueo de los receptores M1 en particular no afecta en absoluto la

adquisición, mientras que impide la correcta formación de la MLP, significa que

la activación de estos receptores tiene un efecto durante el periodo de

entrenamiento que es indispensable únicamente para la consolidación, y no para

la adquisición de la tarea. La participación temprana de los mAChR en la

consolidación podría consistir en cambios generados por la actividad de los

receptores M1, tales como activación de cinasas  o la fosforilación de receptores
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(Engisch, et al. 1996; Liao, et al. 2001), que cambiarían el ambiente bioquímico

dentro de la neurona, de manera que más tarde el proceso de consolidación

pueda llevarse a cabo de manera eficiente, dado que los elementos necesarios

para que esto suceda ya estarían presentes en la célula. Esto dejaría lugar a

que los receptores M1 no sean necesarios para llevar a cabo el proceso de

consolidación una vez que hayan dejado su huella bioquímica dentro de la

neurona, explicando porqué juegan un papel fundamental para la consolidación

de la memoria del laberinto acuático, a pesar de que su bloqueo tras el

entrenamiento ya no tiene ningún efecto sobre la formación de la MLP.

En este sentido, se ha demostrado que tras el entrenamiento en una tarea

espacial se observa un incremento en la inmunoreactividad tanto para los

mAChR como para PKCγ  en las principales neuronas hipocampales .

Probablemente PKCγ fosforila proteínas implicadas en un cambio intracelular

persistente que supera la duración del estímulo inicial (Rossi, et al. 2005).

Apoyando esta teoría, encontramos que la inhibición de PKC en CA3 no tiene

efecto alguno sobre la adquisición de la tarea, pero impide la correcta formación

de la MLP. Este efecto es muy similar al producido por el bloqueo de los

receptores M1, sugiriendo fuertemente que una de las vías activadas por los

receptores M1 durante el periodo de entrenamiento es la vía de PKC, quien

quizás participe en el proceso de consolidación en un tiempo posterior, cuando

los receptores M1 ya no están activos. Se ha reportado en la literatura que

algunos eventos plásticos, tales como el aprendizaje espacial o gustativo

(Krivanek 1997; Van der Zee, et al. 1997) generan cambios en la actividad de

PKC que pueden durar por horas, siendo una especie de huella bioquímica del

evento plástico. En el caso presentado en esta tesis, podría ser que la activación

de los receptores M1 generara una actividad sostenida de PKC necesaria para

llevar a cabo el proceso de consolidación, de manera similar a la idea propuesta

por van der Zee .

Dado que el bloqueo de los receptores M1 en CA3 antes del entrenamiento en el

laberinto acuático produjo un déficit en la formación de la MLP sin afectar la
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adquisición, esto nos proporcionó una herramienta farmacológica para separar el

proceso de adquisición del de consolidación. Como ya se mencionó, el

sobreentrenamiento en el laberinto de agua induce una importante

sinaptogénesis en CA3, proceso que se sugiere está asociado a la consolidación

y no a la adquisición de esta tarea, aunque hasta ahora no había sido posible

asegurarlo, ya que los tratamientos utilizados no podían distinguir entre estos

dos procesos (Ramirez-Amaya, et al. 1999; 2001).

Por lo anterior, decidimos bloquear los receptores M1 durante el entrenamiento

en el laberinto de agua para determinar el efecto de este tratamiento sobre la

sinaptogénesis encontrada en el área CA3 por Ramírez-Amaya et al. (1999;

2001). Adicionalmente, introdujimos una metodología diferente para el estudio

de la sinaptogénesis en CA3, el análisis por medio de western blots de la

expresión de sinaptofisina, proteína integral de la vesícula sináptica cuya

presencia está fuertemente relacionada con la capacidad de una sinápsis para

liberar neurotransmisor, por lo que es frecuentemente utilizada para determinar

la funcionalidad de una sinapsis (Alder, et al. 1992; Morrison y Prayson 2000;

Wick 2000). Si bien las pruebas piloto que hicimos no alcanzaron una diferencia

estadísticamente significativa debido a la reducida muestra (n=3), si muestra una

clara tendencia de la sinaptofisina a incrementarse en CA3, pero no en GD, tras

el sobreentrenamiento espacial, por lo que decidimos proceder a los siguientes

experimentos.

Encontramos que la cantidad de sinaptofisina detectada en CA3 tras el

sobreentrenamiento en una tarea espacial es significativamente menor en los

animales que recibieron un antagonista de los receptores M1 en CA3 durante el

entrenamiento y que, como demuestran los datos conductuales, presentan una

adquisición eficiente pero un déficit importante en la formación de la MLP. Sin

embargo, encontramos que, a pesar de un claro efecto del fármaco sobre la

presencia de sinaptofisina en CA3 tras el sobreentrenamiento espacial, la

tendencia original de esta proteína de incrementarse en CA3 con el
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sobreentrenamiento en comparación a los primeros días no fue observada. Este

tipo de efecto de la implantación de cánulas y microinyección en el cerebro,

sobre eventos bioquímicos asociados al aprendizaje, ya se ha encontrado con

otras proteínas en otros modelos de aprendizaje, en nuestro laboratorio. Este

efecto de la cirugía se observa generalmente como un incremento en la señal

detectada en los animales controles, dificultando su distinción de los animales

entrenados. Sin embargo, una constante en todos los casos es que cuando el

fármaco tiene un efecto sobre la actividad bioquímica de la neurona, este efecto

es contundente. Con base en lo anterior podemos sugerir que, efectivamente, la

cantidad de sinaptofisina detectada en CA3 tras el sobreentrenamiento en el

laberinto acuático, se debe a la consolidación, y no a la adquisición de esta

tarea.

Adicionalmente, dado que encontramos que la inhibición de PKC tiene el mismo

efecto conductual que el bloqueo de los receptores M1, es decir, afecta la

consolidación pero no la adquisición de la tarea espacial en el laberinto acuático

y además encontramos que PKC juega un papel importante en la vía de

transducción utilizada por el receptor M1 en CA3 durante la formación de la MLP

del laberinto de agua, el siguiente paso fue determinar si era a través de esta vía

que el receptor M1 regulaba el incremento en la cantidad de sinaptofisina en

CA3 como consecuencia del sobreentrenamiento en el laberinto de agua. Los

resultados sugieren un papel importante de PKC en este proceso, apoyando la

idea de la participación secuencial de los receptores M1 y PKC en la formación

de la MLP.

En resumen, a lo largo de esta tesis hemos comenzado a dilucidar los

mecanismos bioquímicos por medio de los cuales CA3 participa en la formación

de la memoria de una tarea espacial, el laberinto acuático de Morris.

Determinamos la participación de los diferentes tipos de mAChR, así como de la

PKC en la adquisición y consolidación de esta tarea, y en la cantidad de

sinaptofisina en el área de CA3 tras la prueba de MLP, empleada como
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marcador de sinapsis posiblemente funcionales, como consecuencia del

sobreentrenamiento espacial. Sin embargo, aún quedan muchas interrogantes

por resolver, tales como el papel de otros sistemas de neurotransmisión (p. ej. el

glutamatérgico) en esta área, así como el resto de los mecanismos intracelulares

involucrados.

Otro punto interesante arrojado por los resultados de este trabajo es la

existencia de una memoria a corto plazo cuya duración es de al menos 24 hrs,

tiempo que excede el reportado para otras tareas. Se propone en esta tesis que

es gracias a la actividad reverberante de la que son capaces las neuronas de

CA3, que es posible la duración de la memoria a corto plazo.

Para el caso de la memoria espacial, en esta tesis se propone también que

durante el aprendizaje espacial el animal trabaje en paralelo con una memoria a

corto plazo con base en la cual realiza la tarea de manera cotidiana, y al mismo

tiempo genere una memoria a largo plazo que producirá cambios más drásticos

en la estructura sináptica. Sin embargo, las implicaciones de este fenómeno

alcanzan otros tipos de memoria, pudiendo permitir que el organismo elabore

memorias episódicas complejas con diferentes componentes y sus respectivas

relaciones espacio-temporales, así como la “reactivación” de una memoria para

integrar a ella información relevante, y muchas posibilidades más. Por lo tanto,

esta es un área que requiere mayor exploración.
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XVI. CONCLUSIONES.

• Los receptores muscarínicos en el área CA3 están involucrados en la

formación de la memoria del laberinto acuático de Morris.

• La participación de los diferentes subtipos de receptores muscarínicos es

diferencial, siendo los postsinápticos M1 de particular importancia para la

formación de la memoria espacial a largo plazo.

• La activación de PKC en el área CA3 es necesaria para la formación de la

memoria espacial a largo plazo de manera muy similar al papel del

receptor M1 en este proceso.

• Estos resultados y la literatura sugieren que PKC juega un papel muy

importante en la vía desencadenada por los receptores M1 para la

formación de la memoria a largo plazo.

• La expresión de sinaptofisina en CA3 después de la prueba de memoria a

largo plazo se ve afectada por el uso de antagonistas a los receptores

M1, así como por la inhibición de PKC.

• La disminución en la expresión de sinaptofisina en CA3, tras el bloqueo

de receptores M1 o la inhibición de PKC durante el entrenamiento, parece

tener una relación directa con el déficit que estos mismos tratamientos

provocan sobre la conducta.
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