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Resumen

El hipocampo es un area que ha sido identificada por su importante
participacion en los procesos de memoria y aprendizaje, en esta estructura,
uno de los neurotrasmisores mas involucrados en dichos procesos es la
acetilcolina. Es bien sabido que los receptores muscarinicos en hipocampo,
particularmente los post-sinapticos, juegan un papel fundamental en memoria y
aprendizaje, sin embargo, el papel diferencial de los subtipos de receptores
muscarinicos post-sinapticos durante la adquisicién y consolidacién de nueva
informacion, es poco conocido. En este trabajo se distinguio la participacion de
los receptores post-sinapticos M1 y M3 en la region hipocampal de CA3
durante la adquisicidon y consolidacion de una memoria espacial, mediante el
laberinto acuatico de Morris. Ademas, se determindé la relacién entre la
adquisicion o consolidacion de una tarea espacial y la expresion de
sinaptofisina (syp), como marcador de sinapsis en CA3, mediante el analisis
por medio de western blot del cambio en la expresion de syp. Los resultados
obtenidos muestran que el bloqueo durante el entrenamiento, de receptores
post-sinapticos M1, produce un déficit significativo en la consolidacion de esta
memoria espacial, sin provocar ningun efecto durante la adquisicion de dicha
tarea; pero este efecto no se observd con el bloqueo de M3. Lo cual
correlaciona con el analisis del cambio en la expresion de syp, ya que se
encontré que el mismo tratamiento (bloqueo de los receptores M1 en CA3
durante el entrenamiento) produce una expresion significativamente menor en
la expresion de sinaptofisina en CA3 después de la prueba de memoria a largo

plazo en comparacioén con su control.



I. Introduccion

1.- Aprendizaje y Memoria

Uno de los principales objetivos en neurociencias es el describir y
entender los mecanismos neuronales involucrados en la codificacién,
almacenamiento y evocacion de la informacion, es decir los procesos de

memoria y aprendizaje.

El aprendizaje es el proceso por medio del cual adquirimos nuevos
conocimientos acerca de los eventos del mundo, y la memoria se refiere a los
procesos mediante los cuales retenemos y evocamos dichos conocimientos
(Squire, 1987).

Se han propuesto diferentes clasificaciones de memoria, una de las mas
aceptadas consta en la division de memoria a corto plazo (MCP) y a largo plazo
(MLP). Dicha clasificacién fue propuesta por Hermann Ebbinghaus en 1885, la
trascendencia de su trabajo cambié el escenario de las discusiones de un plano
tedrico como habia sido hasta ese momento a la comprobaciéon experimental,
dando como resultado la curva de ahorro y olvido, (grafica que muestra que
tras haber aprendido una tarea cuando el individuo se expone de nuevo a ella,
puede recordar parte de la informacion adquirida); dicha clasificacion fue
formalizada anos después por Wiliam James quién propuso que la poca
informacion que era posible recordar inmediatamente después de estudiarla,
constituia una memoria primaria (MCP) y por el contrario cuando la informacion
ya no ocupa nuestra atencion y dejamos de tener una intencién sobre ella,

pasa a formar parte de la memoria secundaria (MLP) (James, W., 1890).

A pesar de que experimentos posteriores a los de James seguian
apoyando las ideas de Ebbinghaus, era necesario encontrar algun fundamento
neurolégico que respaldara su clasificacion y que eliminara la posibilidad de

que se tratara de una sola memoria, unitaria e indivisible. Dando un respaldo



fundamental para la diferenciacion de la memoria de corto plazo (informacién
que es capaz de ser recordada inmediatamente después de adquirirla) y la
memoria a largo plazo (informacion que puede ser recordada a voluntad,
siempre y cuando no se olvide); Muller y Pilzecker en 1900 adicionan el término
de consolidaciéon, con lo que se referian a que la informacién recientemente
adquirida es fragil y susceptible de borrarse (MCP), pero si la informacién se
consolida puede convertirse en una memoria estable a largo plazo (MLP) ( Op.
Cit. en Riedel and Micheau, 1999).

Recientemente existe la idea de que los diversos fendbmenos de la
memoria no dependen de un unico sistema, sino que dependen de diversos
sistemas de memoria. El término de sistemas multiples de memorias se refiere
a la idea de que dos o mas sistemas son caracterizados por reglas de
operacion fundamentalmente diferentes. A partir del sistema de clasificacion de
la memoria propuesto por Tulving (1985), un sistema de memoria se define
como la interaccion entre los mecanismos de codificacion, almacenamiento y
evocacion que utilizan ciertas reglas de operacion. Tulving divide la memoria
en explicita (aquella que puede ser declarada) e implicita (aquella que no
puede ser declarada) (Tulving, E., 1985).

A principios de los 80°s solo habia algunos indicios de que la memoria
no era una facultad mental unica. Pues la memoria no es una entidad individual
sino que consiste en varias entidades separadas que dependen de diferentes
sistemas cerebrales. La principal diferencia entre estos sistemas es la
capacidad de recoleccion intencional de hechos y eventos (memoria
declarativa); y la recoleccion heterogénea de capacidades no intencionales que
son expresadas a través de la ejecucion y de no disponer de un acceso al
contenido de alguna memoria consciente (memoria no declarativa) (Squire and
Zola, 1996). Esta clasificacién de la memoria a largo plazo fue hecha por Larry
Squirre, en este modelo divide a la memoria en declarativa y no declarativa. Su
método de medicidn es el que provee las principales diferencias ya que para la
memoria declarativa se utilizan pruebas explicitas (aquellas que requieren un
recuerdo intencional de la informaciéon) mientras que para la memoria no

declarativa se utilizan pruebas implicitas (aquellas en las que la experiencia



altera la conducta no intencionalmente sin proveer acceso a ningun contenido
nemonico). Cada uno de estos sistemas se relaciona con sustratos neuronales
que pueden trabajar o no de manera independiente, siendo indispensable para
la formacion de memorias declarativas: el hipocampo, el l6bulo temporomedial
y el diéncefalo y para la formacién de memorias no declarativas, las vias

reflejas, cerebelo, amigdala, entre otras (Squire and Zola, 1996).

1.2.- Memoria espacial

La memoria declarativa se divide en 2 clases: memoria episodica
(recoleccidn explicita de incidentes que ocurren en un lugar y tiempo
determinados) y semantica (conocimiento general de hechos y conceptos que
no son ligados a ningun tiempo y lugar en particular). La memoria espacial
consiste en la relacion espacio temporal hecha por un organismo para ubicarse
en un determinado lugar por medio de claves espaciales que le permitan
hallarse en dicho espacio, es un tipo de memoria episodica y por lo tanto una
memoria declarativa (Squire and Zola, 1996). Este tipo de memoria se
encuentra directamente relacionada con el area cerebral subcortical
denominada hipocampo; en dicha estructura se han realizado diversos
experimentos y se ha observado que la lesidbn de esta estructura y sus
conexiones produce un déficit en la orientacién espacial en humanos, primates
no humanos y roedores. O’Keefe y Nadel (1978) reportan la presencia de
células de lugar en el hipocampo. Sus trabajos de orientacion en ratas
empleando registros unicelulares; muestran que la activacion de estas células
no depende de la orientacidon del animal, de la actividad que esté desarrollando
en un cierto momento o de la trayectoria, sino del lugar en el que se localiza,
siempre y cuando dicho lugar sea un ambiente simplificado (con pocas claves
de orientacion). Anatémicamente las células de lugar son neuronas piramidales
de la region de CA1 y CA3 del hipocampo. Asi mismo observaron que esta
codificacion de un lugar se establecia en pocos minutos y podia durar varias
semanas. En diversos estudios se ha observado que en los animales con

hipocampos bilateralmente lesionados, estas representaciones espaciales no



son tan eficientes. Por ejemplo en los trabajos de Hollup et al. (2001) realizan
lesiones que causan un severo déficit en la identificacion de la localizacion,
sugiriendo que el hipocampo puede ser esencial en el reconocimiento de
imagenes durante la navegacion. Algunos autores han sugerido que tanto las
células de lugar extrahipocampales; células de lugar fuera del hipocampo
(Sharp, PE, 1997) como las células de orientacion; ceélulas cuya actividad
depende de la orientacion del animal (Golob, et. al., 1997), son capaces de
crear una representacion espacial compleja del contexto en el que se mueve el
animal. Con estos trabajos asi como muchos otros, que incluyen trabajos en
humanos y primates no humanos se ha aceptado ampliamente la implicacion
del hipocampo en memorias declarativas y particularmente en la memoria

espacial.

Dado que la memoria espacial esta clasificada dentro de la memoria
declarativa, una forma de medirla es por medio de pruebas explicitas dentro de
las cuales se encuentra la resoluciéon de laberintos. Existen diferentes tipos de
laberintos, por ejemplo el laberinto T, el radial de 4 y 8 brazos, el laberinto
acuatico de Morris, entre otros. Del mismo modo existen diversas estrategias
de resolucion de estos laberintos, como las estrategias simples o asociativas,
basadas en la asociacién de un estimulo saliente de la habitacion con la
posicion del brazo meta, o estrategias complejas como la cartografica en donde
el organismo se vale de diferentes sefiales espaciales fuera del laberinto para
ubicar su meta. Desde los afios 40°s, debido fundamentalmente a los trabajos
de Tolman, se conocian diversas estrategias empleadas por los animales para
orientarse en su medio y alcanzar una meta (Op. cit. en Ramos 2002). O'Keefe
y Nadel mencionan que la estrategia de orientacion cartografica es dependiente
del hipocampo; dicha estrategia es utilizada por los roedores en la resolucion
de laberintos (Okeefe and Nadel, 1978).

El laberinto acuatico de Morris es una tarea conductual descrita hace 20
afnos, disefiada para investigar aprendizaje y memoria espacial en ratas. Este
laberinto consta de un dispositivo circular con una plataforma oculta bajo el
agua que evita su observacion directa; obligando al organismo a ubicarla por

medio de las claves espaciales externas al dispositivo y al mismo tiempo el



agua dentro del tanque evita la identificacion de marcas internas hechas por el
organismo, principal caracteristica de este laberinto (Hooge et al., 2001). La
memoria espacial y la ejecucion de la tarea en el laberinto de Morris parecen
depender de las acciones coordinadas de diferentes regiones cerebrales y
sistemas de neurotransmisores funcionalmente integradas para su trabajo

conjunto.

Por su relativa simplicidad esta tarea se ha utilizado en algunos
experimentos sofisticados en el estudio de la neurobiologia y la
neurofarmacologia en la memoria y el aprendizaje espacial. En el campo de la
neurofarmacologia ha permitido grandes avances pues el procedimiento de
entrenamiento acepta la intervencion farmacolégica antes y después del
entrenamiento sin interferir con la tarea, permitiendo asi observar el efecto del

farmaco en la estructura y tiempo requerido (Hooge et al., 2001).

1.3.- Consolidacion

El término de consolidacion acufado por Miller y Pilzecker mas tarde
fue sustentado por diversos investigadores (Davis et al. 1984, Kandel, 2001);
quienes observaron que la creacidon de una memoria estable y persistente
(MLP) requiere de la expresion de genes y de la sintesis de nuevas proteinas,
es decir, un proceso de consolidacion. También es aceptado que los cambios
estructurales en la morfologia sinaptica ocurren por consecuencia o en paralelo
a la sintesis de proteinas; siendo dicha sintesis la base fundamental del
proceso de consolidacion. La posibilidad de que la memoria puede entrelazar
cambios estructurales en el sistema nervioso fue propuesto por Tanzi en 1893,
quién propuso que la activacion repetitiva de una neurona conlleva cambios
metabolicos que dan como resultado el movimiento de ésta a un estado que la
acerque mas a otras neuronas, por medio de la formacion de uniones
asociativas; las cuales son o podrian ser las bases fisicas de la memoria. Esta

idea concuerda con la de Cajal y Sherrington quienes propusieron que la



alteracion de las conexiones entre neuronas es una explicaciéon de como se

mantiene una memoria (Op. Cit. en Lamprecht and LeDoux, 2004).

La formacion de MLP posee diferentes fases, entre las que se
encuentran la adquisicion (durante la cual el estimulo incide en sinapsis para
iniciar los cambios moleculares), la consolidacion (cuando las alteraciones
celulares se estabilizan progresivamente por la sintesis de proteinas) y la
evocacion (cuando la informacién previamente almacenada es requerida). Las
modificaciones resultantes en el circuito neuronal dan lugar a la representacion
neuronal de la memoria en el cerebro. Estas modificaciones en el circuito son
mediadas por la actividad molecular en la sinapsis durante una ventana de

tiempo especifica después del aprendizaje (Lamprecht and LeDoux, 2004).

2.- Hipocampo

Como se ha mencionado anteriormente las estructuras relacionadas con
las memorias declarativas son: el diencéfalo, lI6bulo temporal medial y el
hipocampo. Lesiones en el I6bulo temporal producen efectos severos en la
consolidacion de la memoria declarativa, la cual involucra asociaciones entre
hechos y eventos. Estudios sobre memoria espacial en primates no humanos y
en pacientes amnésicos han permitido comenzar a delimitar las estructuras
cerebrales que posiblemente estan involucradas en el almacenamiento y/o la
formacion de la memoria. La region medial del I6bulo temporal se ha propuesto
como una estructura fundamental para el almacenamiento de la memoria
declarativa. Dentro de la region medial del I6bulo temporal se han propuesto a
la formacién hipocampal (compuesta por el hipocampo, el complejo subicular y
la corteza entorrinal), asi como a las cortezas perirrinal y parahipocampal como
estructuras involucradas en el almacenamiento de informacion declarativa,
estas estructuras interconectadas forman parte del sistema limbico (Op. Cit. en
Bermudez-Rattoni y Prado Alcala., 2001).



El hipocampo es una estructura cortical filogenéticamente antigua
localizada en los hemisferios cerebrales bajo la neocorteza, y se divide
anatémicamente en dos regiones principales: el giro dentado y los cuernos de
Ammon (CA1, CA2 y CA3). Las neuronas caracteristicas del giro dentado son
las llamadas células granulares, en tanto que las células piramidales
constituyen el tipo celular caracteristico de los cuernos de Ammon. En la region
de los cuernos de Ammoén existe una subdivision en donde la capa de células
piramidales se denomina estrato piramidal, la zona apical de estas neuronas
estratum lucidum (SL) y la zona basal de estas estratum oriens (SO). Las
células de estas dos regiones; giro dentado y cuernos de Ammon se conectan
entre si en la siguiente forma: los axones de las células granulares del giro
dentado, que se denominan en conjunto fibras musgosas, forman una
proyeccion compacta que hace sinapsis con las células piramidales del area
CAS3, y a su vez estas células proyectan sus axones hacia las células
piramidales del area de CA1 por el haz denominado colaterales de Schaffer.
Estos dos contactos, junto con las sinapsis corteza entorrinal — giro dentado,
forman el llamado circuito trisinaptico del hipocampo (Amaral DG and Witter
MP, 1995). (Fig. 1)

Hipocampo
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Fig. 1 Hipocampo de una rata y sus principales divisiones



2.1.- Aimacenamiento de la Informacién

El almacenamiento de informacién se puede dar mediante cambios en la
comunicacion sinaptica. Ramén y Cajal en la ultima década del siglo XIX
propone la teoria del almacenamiento de la informacién, la cual postula que
ésta se almacena en el cerebro por cambios anatdmicos entre conexiones
neuronales (Op. cit. en Bailey, et al., 2000 ). Donald Hebb en la década de los
40°s propone la teoria de la sinapsis hebbiana, en la cual menciona que las
conexiones sinapticas se fortalecen cuando existe una activacion temporal
coincidente (Hebb, 1949). Los eventos plasticos en el sistema nervioso central,
particularmente los cambios en la funcion y organizacion de las sinapsis han
sido propuestos como la base de la memoria y el aprendizaje, ya que a través
de estos eventos plasticos se modifica la comunicacién de las neuronas. La
sinaptogénesis, es decir, la formacion de nuevas sinapsis es uno de los
eventos plasticos mas dramaticos relacionados con la memoria y el
aprendizaje. Aunque se desconoce el papel fisiologico de dichas nuevas
sinapsis se piensa que su localizacién esta relacionada con sus funciones

(Ramirez-Amaya et al., 2001).

Dudai en 1989, menciona que la memoria y el aprendizaje son el
resultado de los cambios en la representacion neural de un estimulo y Bear en
1996 complementa esta idea mencionando que dicha representacion es a
través de eventos plasticos que modifican la comunicacién entre las neuronas.
En el hipocampo se ha observado sinaptogénesis en las fibras musgosas
cuando experimentalmente se induce epilepsia (Niquet, et al., 1995).
Recientemente también se ha observado que tras una estimulacion de alta
frecuencia que puede inducir una potenciacion a largo plazo (LTP, por sus
siglas en inglés long- term potentiation) se produce sinaptogenésis en dichas
fibras (Escobar, et al.,1997). También se ha demostrado un incremento
significativo en las terminales de las fibras musgosas en el area de CA3 del
hipocampo especificamente en la regidn del stratum oriens (SO) tras el
sobreentrenamiento en el laberinto acuatico de Morris a partir del tercer dia de
entrenamiento; a dicho aumento en las terminales de las fibras musgosas se le

da el nombre de doble banda (Ramirez-Amaya et al., 1999; 2001).



3.-Sinapsis, Neurotransmision y Neurotransmisores

El gran avance alcanzado en el conocimiento del como se adquiere y
consolida la memoria es debido en gran parte a los estudios sobre el
funcionamiento y los cambios que ocurren en la sinapsis neuronal. La sinapsis
quimica es el sitio de comunicacion entre las células nerviosas que funcionan
mediante la liberacion de moléculas llamadas neurotransmisores, dicho
fendmeno es llamado transmision sinaptica. (Op. cit. en Bermudez-Rattoni y
Alcala., 2001). La liberacion de neurotransmisores es el principal mecanismo
de transferencia de informaciéon entre neuronas. Las moléculas de
neurotransmision son moléculas dispuestas en organelos especializados
llamados vesiculas sinapticas (VS’s), de donde son liberadas al recibirse el
estimulo del impulso nervioso. El area en donde se lleva a cabo tal liberacion,

se le llama “zona activa”. La liberaciéon es un proceso de multiples pasos:
fijacion de un blanco de VS's para la liberacion; anclaje de VS’s a la membrana
de la zona activa; preparacion para la rapida liberacion a la llegada del
estimulo; fusién o exocitosis para permitir la descarga del neurotransmisor y
finalmente la reintegracion de la membrana de las VS’s por endocitosis

(Valtorta and Benfenati, 1995).

En estudios recientes se ha demostrado que la interaccion entre
diferentes neurotransmisores que se activan durante la formacion de la
memoria produce cambios morfologicos a nivel celular. Dichos cambios
originan modificaciones considerables a nivel sinaptico, como el numero y la
densidad de las sinapsis de algunas regiones que participan activamente en la
formacion de la memoria, a esto se le llama plasticidad sinaptica, que en
sintesis son los cambios en la eficiencia de la transmision sinaptica (Bear et al.,
1996; Dudai et al., 1989; Rusakov et al., 1997).

Como se ha mencionado anteriormente, una de las estructuras que mas
se ha relacionado con la memoria y el aprendizaje es el hipocampo, el cual
posee varios sistemas de neurotransmisiéon. El principal neurotransmisor que
provoca una activacion en esta estructura es el acido glutamico, mejor

conocido como glutamato. Los receptores de glutamato han sido identificados



como interfaces importantes en memoria y aprendizaje, asi como en
mecanismos de plasticidad como LTP y LTD, los cuales se piensa que son una
de las bases celulares de algunas formas de aprendizaje. La actividad de los
receptores metabotropicos de glutamato (mGIuRs) y el receptor tipo NMDA es
esencial para la induccién y el mantenimiento de la LTP (Riegel, et al., 1996).
El bloqueo del receptor tipo NMDA por medio de antagonistas tales como el
APV dania la formacion de la LTP y la memoria espacial (Op. cit. en Morris, R.
G., et al., 1997). Entre otros sistemas de neurotransmisién en el hipocampo se
encuentran el noradrenérgico y el serotoninérgico los cuales estan implicados
en la formacion de las ondas theta (), que son un potencial generado por una
poblacién celular hipocampal, y su presencia esta relacionada con el
comportamiento exploratorio de los animales, movimientos ciclicos y durante el
sueiio MOR (movimiento ocular rapido). La administracion de un inhibidor de
sintesis de serotonina (PCPA), atenua marcadamente las ondas 8 mientras que
la administracion de un antagonista de noradrenalina (5-HT3) incrementa la
frecuencia de las ondas 6 de una manera dosis-dependiente (Op. cit. en
Mongeau, R., et al., 1997).

La participacion de los diferentes sistemas de neurotransmision que
arriban al hipocampo es amplia, sin embargo, el que se ha identificado con una
mayor importancia en los procesos de memoria y aprendizaje es el sistema

colinérgico.

3.1.- Acetilcolina y memoria espacial

La acetilcolina (ACh) fue el primer compuesto en ser identificado como
un neurotransmisor en el sistema nervioso central. Desde 1920 se han llevado
a cabo estudios en animales que han dado bases sdlidas del importante papel
que tiene el sistema colinérgico en los procesos de memoria y aprendizaje
(Hagan and Morris, 1987). En el laberinto acuatico de Morris el papel de este
sistema de neurotransimision ha sido estudiado mediante la medicién del déficit

de aprendizaje producido por: lesiones de grupos celulares en nucleo basalis



magnocellularis o en septum medial (McNamara and Skelton, 1993). Dicho
bloqueo farmacolégico en receptores muscarinicos de ACh dafa la capacidad
de ubicacion de los animales en el laberinto acuatico. Por ejemplo la
administracién sistémica o i.c.v. de escopolamina (un antagonista muscarinico
no selectivo) causa un dano en el aprendizaje y memoria (Buresova, et al.,
1986).

El sistema colinérgico es una de las vias mejor descritas en la literatura,
sus proyecciones estan bien definidas en humanos, primates no humanos y
ratas. Esta via se divide en dos grupos. El primero que se encuentra en el
cerebro basal anterior (CBA), y se compone del area septal medial (ASM), el
nucleo de la banda diagonal de Broca vertical y horizontal asi como del nucleo
basal magnocelular (NBM), el cual en humanos recibe el nombre de nucleo
basal de Meynert (Mesulam, Mufson, Wainer y Levey, 1983). Y el segundo
grupo distingue las neuronas que se encuentran en el tallo cerebral en la
region del nucleo tegmental del pedunculo pontino (PPTg) y el tegmentum

pontino laterodorsal (Rye, Saper, Lee y Waine, 1987).

Este sistema de neurotransmision posee dos tipos de receptores; los
nicotinicos o ionotropicos y los muscarinicos o metabotropicos cuya principal
diferencia es el tipo de mecanismo efector que presentan, iones y proteinas G
respectivamente. Los receptores muscarinicos, se dividen en 5 subtipos (My,
Mz, M3, M4 y Ms) los cuales se subdividen en receptores pre-sinapticos (M, y
M,) y en receptores post-sinapticos (My, M3 y Ms) (Van der Zee, E. and P.
Luiten, 1999).

La liberaciéon de ACh en el hipocampo durante el desempefio de una
memoria espacial aprendida y el mejoramiento en la resolucién de un laberinto
radial ha sido correlacionado positivamente con el incremento en la liberacion
de este neurotransmisor durante los 12 dias posteriores al entrenamiento
(Fadda, et al. 2000). Estos resultados muestran que el aprendizaje de una
tarea espacial modifica la funcion de las neuronas colinérgicas que proyectan al
hipocampo, las cuales comienzan a ser progresivamente mas activas. En un

paradigma conductual de orientacién espacial, Van der Zee (1995) muestra que



la discriminacién espacial incrementa selectivamente la inmunoreactividad de
los receptores muscarinicos en las células piramidales de CA1, sugiriendo la

activacién y aumento de los receptores muscarinicos en esta zona.

3.1.1.- Receptores Muscarinicos

Los receptores muscarinicos de ACh (mAChR, por sus siglas en inglés
muscarinic Acetylcholine receptor) han sido considerados como unos de los
receptores reguladores de la plasticidad sinaptica hipocampal (Shinoe, et al.,
2005). Como se menciond anteriormente, existen cinco distintos subtipos de
mMmAChRs (M1 — M5 subtipos) que ya han sido genéticamente identificados
(Caulfield and Birdshall, 1998). Los receptores post-sinapticos (M1, M3 y M5),
se acoplan a una proteina G que activa a la Fosfolipasa C, mientras que los
receptores pre-sinapticos (M2 y M4), se acoplan a una proteina G que inhibe la
adenilato ciclasa. EIl hipocampo expresa los 5 subtipos de los receptores
muscarinicos (Fishan et al., 2002), en donde modulan varios canales idnicos y
regulan la excitabilidad de las neuronas (Nicoll et al., 1990); siendo el receptor
M5 el que se expresa en menor cantidad (Van der Zee, 1999). La aplicacion de
agonistas a estos receptores en rebanadas hipocampales produce oscilaciones
(Fishan et al., 2002), las cuales modulan la induccién hipocampal de LTP
(Shimoshige et al.,, 1997). De hecho, el mal funcionamiento del sistema
colinérgico en algunos desordenes mentales causa dafio en la memoria
(Blokland, 1996). En la enfermedad de Alzheimer ha sido reportado que las
terminales colinérgicas pierden densidad incluyendo las del hipocampo
(Rodriguez-Puertas et al., 1997). Aunado a esto se ha encontrado un
decremento de receptores M1 relacionado con la edad en la regién de CA1
(Tayebati et al., 2002).



3.1.2.- Receptores Muscarinicos subtipo M1 y M3

La distribucién diferencial de los subtipos de receptores muscarinicos en
el cerebro, sugiere que el subtipo M1 podria ser particularmente importante
durante el proceso de memoria, ya que este receptor se encuentra en grandes
cantidades en areas del cerebro anterior como la amigdala, hipocampo vy la
corteza cerebral (Levey et al.,, 1991; Wei et al.,, 1994), donde las sinapsis
parecen mediar la adquisicion y almacenamiento de la nueva informacién
(Fibiger et al., 1991; Prado-Alcala et al., 1993).

Segun el estudio de Wei, et al., 1994, acerca de la distribucion de los
receptores muscarinicos utilizando una técnica de RT-PCR y HPLC, pudo
observar que la expresion del receptor muscarinico M3 se encuentra distribuida
de manera uniforme en el cerebro presentando una modesta disminucién
rostro-caudal. Entre las estructuras en las que se localiza en gran
concentracion este receptor se encuentran; corteza cerebral, hipocampo,

hipotalamo, talamo, entre otras.

3.2.-Proteinas de la Vesicula sinaptica

La caracterizacion de las proteinas de la VS es el primer paso para
comprender el mecanismo molecular que conlleva a la liberacion de un
neurotransmisor. Las proteinas de VS’s pueden ser divididas en dos clases,
que corresponden a dos principales funciones; la primera son las proteinas de
transporte y la segunda consiste en las proteinas ligadas al movimiento hacia
un blanco y las reacciones de fusién y fisidon de la vesicula al boton sinaptico
(Sudhof and Reinhard, 1991). La vesiculas sinapticas deben navegar a través
de la terminal nerviosa por medio del citoesqueleto; dicha navegacién es
mediada por sinapsinas, una familia de proteinas de membrana muy abundante
que fue descubierta por Paul Greengard (Op. cit. en Jonson et al., 1972). Las
sinapsinas son especificas para VS’'s en las neuronas y unen diversos

elementos del citoesqueleto; sugiriendo un papel general en la guia de la VS's



hacia los sitios de liberacion (Sudhof et al., 1989). Existen otras proteinas tales
como Rab 3A la cual indica el sitio blanco en donde sera liberado el
neurotransmisor (Walworth et al., 1989); sinaptotagmina que ayuda al anclaje y
fusién de las vesiculas (Pfenninger et al., 1972); sinaptofisina que es una
proteina integral de membrana que ha sido un magnifico candidato para la
formacion del poro para la exocitosis (Rahamimoff, et al., 1988); y algunas
otras mas como las sinaptobrevinas, etc. (Op. cit. en Sudhof, et al., 1991).

3.2.1.-Sinaptofisina, proteina abundante en membrana de VS's

Una de las proteinas mas abundantes de membrana en las vesiculas
sinapticas, es la sinaptofisina, la cual llega a comprender hasta el 8% del total
de proteinas de la vesicula (Knaus et al., 1990). La sinaptofisina (Syp,
abreviatura en inglés, Synaptophysin) fue la primer proteina integral de
membrana en ser aislada; es una glicoproteina con un peso de 38,000 daltones
(Wiedenmann, et al., 1985), sin embargo, su papel en el ciclo de vida de la
vesicula sinaptica no ha sido determinado. Contiene cuatro regiones
transmembranales y un carboxilo terminal que consiste en diez pentapéptidos
repetidos, nueve de los cuales son iniciados por un residuo de tirosina,
sugiriendo que puede ser blanco de cinasas de tirosina y que dicha
fosforilacidon podria ser central para su funciéon (Evans et al., 2005). La
identificacion de Syp como un componente molecular selectivo y
permanentemente asociado a la membrana de VS's abre la posibilidad de usar
anticuerpos a esta proteina para trazar los movimientos de las VS’s en la
neurona, abriendo un poco el camino para conocer los mecanismos de trafico
de membrana; ya que esta proteina sola o en asociacién con proteinas
homodlogas esta envuelta en multiples e importantes aspectos de la exocitosis
de VS’s, incluyendo el ensamble del complejo SNARE, la formacion del poro
de fusidn, la activacién de endocitosis y la biogénesis de la vesicula sinaptica
(Op cit. en Valtorta, et al., 2004). Por razones como ésta, Syp es el marcador
inmunohistoquimico mas usado para la determinacion de densidades
sinapticas (Morrison, et al., 2000; Wick, 2000).



Il. Antecedentes

Los estudios acerca del papel de ACh en funciones cognitivas han
utilizado inyecciones sistémicas o intracerebroventriculares (i.c.v.) de drogas
colinergicas o bien, se han provocado lesiones de este sistema para asi
examinar sus efectos sobre el comportamiento, memoria y aprendizaje. El uso
de microinyecciones directamente al parenquima cerebral ha permitido que se
examinen los efectos de drogas que incrementan o decrementan la funcién de
ACh en diferentes sistemas de memoria. Varios estudios indican que la
inyeccion directa de agonistas y antagonistas en amigdala, estriado e
hipocampo generalmente favorece o dafa respectivamente el aprendizaje y la
memoria en pruebas asociadas con estos sistemas neuronales (Carli, Lschi
and Samanin, 1997; Degroot and Parent, 2000).

Las Manipulaciones farmacolégicas del septum medial, frecuentemente
asociadas con marcadores de ACh y sus funciones en el hipocampo, apoyan la
idea de un aumento o decremento en las funciones del hipocampo mejora o
deteriora el aprendizaje y memoria, respectivamente (Degroot and Parent,
2000; Durkin, 1992). Ademas, las lesiones electroliticas o neurotoxicas en el
septum medial resultan en un dafo severo en memoria y aprendizaje en tareas
relacionadas con hipocampo (Op. Cit. en Gold, 2003). Inyecciones intraseptales
de morfina dafan la memoria y decrementan la liberacion de ACh en el
hipocampo (Ragozzino and Gold, 1995). La inyeccion sistémica de glucosa
aumenta la liberacion de ACh al hipocampo durante el entrenamiento y mejora
la memoria (Ragozzino, Pal, Unick, Stefani and Gold, 1998), en éste y muchos
estudios mas, el aumento o disminucion en la liberacion de ACh en el
hipocampo esta estrechamente relacionado con el efecto de la mejora o el

dafio sobre el aprendizaje y la memoria.

La inyeccion i.c.v. de neuroesteroides como pregnenolona, mejora la
memoria espacial y aumenta la liberacion de ACh en el hipocampo

(Darnaudery, et al., 2000). En cambio, las inyecciones intra-hipocampales de



neuropeptidos como galanina, provoca un dafo en la memoria espacial y un

decremento en la liberacion de ACh (Ogren et al., 1996).

Cuando se administra sistémicamente escopolamina, antagonista
muscarinico no selectivo, causa amnesia para diversas tareas conductuales en
ratas, sugiriendo la participaciéon de la transmision colinérgica mediada por
receptores muscarinicos 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 participacion
activa de los receptores muscarinicos en esta estructura para la consolidacién
del trazo de memoria (Op. Cit. en Ferreira, A. R., et al., 2003). Existe una
creciente evidencia acerca de la influencia de los tratamientos colinérgicos
sobre la memoria via receptores muscarinicos, proponiendo que estos son un
componente critico en la modulacion de la consolidacion de la memoria (Power,
A.E., etal., 2003)

Recientemente se ha observado que dentro del sistema colinérgico los
receptores muscarinicos M1 tienen un papel 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.,
en su trabajo del 2005 encuentran que la administracion de una baja
concentracion de Carbacol (agonista muscarinico no especifico) aumenta la
LTP de la transmision excitatoria sinaptica en rebanadas hipocampales, dicho
efecto fue notablemente disminuido en ratones Knock-out para receptores M1
mientras que en ratones Knock-out para receptores M3 no se presentaba tal
resultado, a pesar de que la LTP sin efecto de agonistas se mantenia intacto en
ambas cepas mutantes. Asi mismo, Shinoe et. al., encuentran que la
estimulacion repetitiva en el stratum oriens, el cual se piensa que activa la
liberacion enddégena de ACh, puede aumentar la LTP en ratas de cepa
silvestre, mientras las mutantes para M1 no presentan dicho incremento.
Sugiriendo asi, que la liberacion fisiolégica de ACh desde las fibras colinérgicas
modula la plasticidad sinaptica hipocampal a través de la activaciéon de
receptores post-sinapticos M1. Se podria pensar entonces que la modulacion

fisioloégica de LTP por accién de ACh podria ser el primer paso en la facilitacion



de la formacién de la memoria en el hipocampo y que el receptor muscarinico

M1 podria estar participando de forma importante en este proceso.

Ramirez-Amaya et al.,, (1999) observan un incremento de las
proyecciones de las fibras musgosas del stratum orines, en la subregiéon de
CA3 en el hipocampo en los animales sobreentrenados (con mas de tres dias
de entrenamiento) en el laberinto acuatico de Morris, efecto que no se observé
en los grupos control (aquellos a los que se les impidi6 la localizacion espacial
de la plataforma), ellos consideran que el incremento de las proyecciones de
las fibras musgosas y la ejecucion y desempeno durante la tarea tienen una
correlacion; dicha correlacion podria ser entre la sinaptogénesis y la formacion
de la memoria espacial. El papel fisiolégico de las nuevas sinapsis se
desconoce, pero por su localizacion se piensa pudieran tener implicaciones
funcionales. Otra propuesta es que las fibras musgosas modulan la actividad
de las células de CA3 en donde los eventos plasticos podrian estar permitiendo
la codificaciéon de la informacion (Ramirez-Amaya et al.,, 2001). En un
experimento anexo, Ramirez-Amaya, et al., (2001) antagonizan a los
receptores NMDA con APV antes y después de la presentacion de la tarea
espacial, nuevamente el laberinto acuatico de Morris, observando que al
inyectar antes de la adquisicion se produce un déficit en el desempefo de esta
durante los primeros dos dias; sin embargo en los siguientes tres dias alcanzan
la asintota en la curva de aprendizaje. Durante la prueba de MLP el grupo
experimental presenta un déficit muy marcado con respecto a su control. Asi
mismo el area de la doble banda se ve disminuida en el grupo experimental

antagonizado con APV.

Asi, los cambios morfolégicos observados tras el sobreentrenamiento en
un laberinto acuatico pueden estar relacionados con la efectividad sinaptica y la
excitabilidad de las células piramidales de la region de CA3 que es modulada
principalmente por las fibras musgosas, este cambio morfolégico puede
representar un importante evento de alteracién de la actividad de las células
piramidales (Ramirez-Amaya et al., 1999).



La hipodtesis de que el receptor subtipo M1 media el almacenamiento de
la memoria esta sustentada por numerosos trabajos que muestran que las
inyecciones i.c.v. o intrahipocampal de pirenzepina dafian la expresién de
diferentes respuestas condicionadas (Caufield et al., 1983; Messer et al., 1990;
Ohno et al., 1994; Sala et al., 1991).

En trabajos recientes de nuestro laboratorio hemos podido estudiar la
participacion del sistema colinérgico sobre la memoria en la region especifica
de CA3 del hipocampo en donde observamos que la microinyeccion de
escopolamina en esta region antes del entrenamiento en el laberinto de Morris,
provoca que la adquisicion de esta tarea se vea afectada; sin embargo, si esta
microinyeccion se lleva a cabo después de haber expuesto a los animales al
laberinto acuatico no se encuentra ningun efecto significativo sobre la

adquisicion o en la consolidacién (Herrera-Morales, W., et al. En prensa).

En los trabajos de Ramirez- Amaya, et al., (1999) se muestra el aumento
en la densidad de las sinapsis en la subregion de SO en el area de CAS3,
utilizando la tincion de Timm sin dar claridad a la funcionalidad de dichas
sinapsis, pues solo marca sinapsis pero no es un indicador de funcionalidad.
En el caso de la sinaptofisina, ha permitido un gran numero de investigaciones
acerca de la liberaciéon de neurotransmisor y el posible rol primordial de esta
glicoproteina. Alder, et al., (1992) al microinyectar anticuerpos o fragmentos
F(ab) contra Syp en blastomeros de embriones de un dia de Xenopus antes de
colocarlas en cultivo 0 en motoneuronas espinales y por medio de un analisis
Patch-clamp observarén que la inyeccion de anticuerpos de Syp redujo
significativamente la frecuencia de la secrecion espontanea de ACh, sin afectar
la amplitud de la corriente sinaptica espontanea, estos resultados sugieren que
Syp es requerida para la liberacién de neurotransmisor. En 1995, Alder, et al.,
inducen la sobreexpresion de Syp en embriones de Xenopus, dando como
resultado un fuerte incremento en la frecuencia, pero no en la amplitud de las
corrientes sinapticas espontaneas. Sugiriendo que Syp no esta implicada en
determinar la cantidad de neurotransmisor liberado sino en la excitacion y el

acoplamiento de la VS para la secrecién (Op. Cit en Valtorta, et al., 2004).



2.1 Planteamiento del problema

Dada la importancia de los receptores muscarinicos post-sinapticos y su
amplia presencia en el hipocampo, asi como su participacion en eventos
plasticos tales como LTP y sinaptogénesis, se desarroll6 un protocolo para
poder observar la participacion de dichos receptores muscarinicos en la
adquisicion y/o consolidacion de una memoria espacial. Para tal propésito se
administraron dos diferentes antagonistas, el selectivo de receptores M1
(Pirenzepina) y el selectivo de receptores M3 (4-DAMP), cada uno con su
respectivo control; con el objetivo de determinar su participacion durante el
proceso de memoria y aprendizaje en una tarea espacial y si este papel es

similar o distinto en tal proceso como lo es en la LTP.

Se ha mostrado en trabajos anteriores (Ramirez-Amaya et al.,1999;
2001), que con el sobreentrenamiento en el laberinto acuatico de Morris, se
produce en los organismos una doble banda, es decir, un aumento en la
densidad de las terminales de las fibras musgosas en el SO del area CAS3,
estos autores proponen que dicho aumento de densidad podria estar
relacionada con la consolidacion de la memoria espacial, sin embargo, aun no
se ha probado que esta doble banda tenga un efecto funcional en la
consolidacion. Por lo anterior, en este trabajo proponemos que mediante la
ayuda de una proteina como Syp, la cual es un marcador de densidades
sinapticas ampliamente reconocido, y el Western Blot, observaremos el cambio
en la expresién de esta proteina y asi tener una aproximacién a la posible

funcionalidad de esta doble banda.



lll. HIPOTESIS

1) Si los receptores muscarinicos post-sinapticos estan involucrados en
la adquisicibn y/o consolidacion de una tarea espacial, entonces, la
antagonizacién de dichos receptores provocara un déficit en la memoria

espacial.

2) Si existe efecto en adquisicibn y/o consolidacion por la
antagonizacién de estos receptores post — sinapticos en memoria espacial, y
estos procesos estan asociados a la sinaptogénesis, entonces, se observara un
cambio en la expresion de Syp en la region de CA3 del hipocampo con

respecto a los controles.



IV. OBJETIVOS

4.1.- Objetivo general

Determinar la participacion de los receptores muscarinicos post-

sinapticos (M1 y M3) durante la adquisicion y/o consolidacion de una tarea

espacial.

4.2.- Objetivos particulares

Evaluar y determinar la participaciéon de los receptores M1 durante la

adquisiciéon y/o consolidacién de una tarea espacial

Evaluar y determinar la participaciéon de los receptores M3 durante la

adquisiciéon y/o consolidacién de una tarea espacial

Determinar si existe una relacién entre la adquisicién y/o la consolidacion
de una tarea espacial y la expresidn de sinaptofisina en la regién hipocampal
de CAS.



V. Material y Método

Para llevar a cabo los objetivos anteriormente descritos se disefio el
siguiente experimento, se inyectd bilateralmente en el hipocampo en la regién
de CA3 el antagonista de los receptores M1 (Pirenzepina), 6 el antagonista de
los receptores M3 (4-DAMP) 6 el vehiculo (Ringer) antes del entrenamiento en
el paradigma conductual, descrito posteriormente. Y de esta manera se
determind la participacion de los diferentes receptores muscarinicos post-

sinapticos en la formacién de la memoria espacial.

Para determinar si hay cambios en la cantidad de Syp en el area de CA3
debidos al aprendizaje se disefié un experimento en donde, se utilizaron grupos
de control de nado de 1y 4 dias y dos grupos mas de animales entrenados por
1 y 4 dias; para observar si existe un cambio en la cantidad de Syp entre

grupos que adquieren una tarea espacial y los que no.

Una vez terminado este experimento procedimos a inyectar en nuevos
grupos de animales el antagonista o el vehiculo bilateralmente en la regién de
CA3 y analizamos los cambios en la expresion de Syp en individuos expuestos
a la tarea 1dia (Ringer y Pirenzepina), 4 dias (Ringer y Pirenzepina) y 11dias
(Ringer y Pirenzepina); mediante el analisis de Western Blot en los diferentes

grupos.

5.1.- Sujetos

Cien ratas macho albinas de la cepa Wistar con peso entre 250 — 280
gramos al momento de la cirugia. Alojados en cajas estandar individuales de
acrilico. Todos los animales se mantuvieron en el mismo cuarto con una
temperatura promedio de 22 /* 2° C, con comida y agua ad libitum; con un ciclo
invertido luz-obscuridad controlado de 12 hrs, con las luces encendidas a partir

de las 7:00 pm. Todos los animales fueron tratados segun las reglas del



Ministerio de Salud de México. Y bajo la aprobacion del comité local de

cuidado y uso animal.

5.2.- Cirugia

Los animales se implantaron bilateralmente mediante el uso de un
aparato estereotaxico con canulas de acero inoxidable, mientras se
encontraban bajo el efecto de anestesia (hidrocloruro de ketamina, 80 mg/ml
intraperitoneal y xilazina 12 mg/ml intraperitoneal).

Las puntas de las canulas fueron colocadas 1.5 mm por encima del
hipocampo (AP =-3.0 mm; L = +/- 3.4 mm; DV = -1.5 mm a partir de Bregma;
Paxinos, G. and C. Watson, 1986), de manera que las coordenadas de la
punta del inyector son AP =-3.0 mm; L = +/- 3.4 mm; DV = -3 mm (Paxinos, G.
and C. Watson, 1986). Dichas canulas guia fueron sujetadas en el craneo por
medio de tornillos y cemento dental de acrilico. Para evitar la infeccion de los
animales las canulas fueron selladas con mandriles. Los animales se
recuperaron durante una semana post-cirugia y posteriormente se manipularon
por el experimentador una semana antes de iniciar el experimento, con el fin de

habituarlos.

5.3.- Procedimiento conductual

El entrenamiento fue llevado a cabo en un laberinto acuatico, dispositivo
circular lleno de agua con paredes y piso de color negro, dicho dispositivo se
divide en cuatro cuadrantes y cuenta con una plataforma colocada en el centro
de alguno de ellos sumergida 1cm por debajo del agua. La plataforma y las
claves espaciales que se encuentran alrededor del laberinto se mantienen
siempre en el mismo sitio durante todo el entrenamiento. El trayecto que siguen

los animales durante el nado fue grabado usando un sistema Chromotrack



(Instrumentos de San Diego). El entrenamiento de las ratas en el laberinto
acuatico consistio de 4 sesiones idénticas de diez ensayos cada uno. En cada
ensayo el animal fue introducido al dispositivo empezando de diferentes
puntos, al finalizar los 10 ensayos los animales eran colocados en el vivario. En
cada ensayo, los animales nadaban un maximo de 60s o bien, hasta que
llegaran a la plataforma; ahi permanecian 30s sobre la plataforma y después se
mantenian en espera en una caja de acrilico por otros 30s. Si el animal no

llegaba a la plataforma en 60 segundos era guiado hacia ésta.

Tras el entrenamiento de cuatro sesiones, los animales fueron colocados
en el vivario por una semana para después ser examinados al término de este
tiempo en el laberinto acuatico durante la prueba de memoria de largo plazo.
La cual consiste en un soélo intento de 120 segundos sin la plataforma dentro
del dispositivo. Durante esta prueba se miden, el tiempo que tarda en llegar el
animal al lugar donde estaba la plataforma durante el entrenamiento (latencia),
asi como el numero de veces que cruza por el area en donde se localizaba la

plataforma (numero de cruces).

5.4.- Microinyeccion y Farmacos

La microinyeccion bilateral en el area de CA3 del hipocampo se llevo a
cabo por medio de agujas dentales conectadas al tubo teflén de una jeringa
Hamilton de 10ul montada en una bomba de microinfusion, dichas agujas
fueron guiadas a través de las canulas implantadas bilateralmente en esta area
del hipocampo. Un volumen de 0.5ul fue liberado durante 120s por I6bulo, de
vehiculo o de farmaco. Después de 120s de periodo de difusién adicionales, el
inyector fue removido y los mandriles colocados en su lugar.

Para la parte conductual del analisis de la participacion de los receptores
muscarinicos post-sinapticos se inyectaron cinco grupos: Pirenzepina con n=12
(42.43 pg/ul, pirenzepina, Sigma, St. Louis, MO), con su respectivo vehiculo,
n=14 (Soluciéon Ringer: 118 mM NaCl/4.7 mM KCI/ 1.2mM KH2P0O4/1.2 mM
MgSO04/ 2.5 mM CaCl2 * 2H20) y dos grupos con dosis diferentes de 4-DAMP



(2.1 pg/ul con n= 8y 4.2 pg/ul con n= 6, 4-DAMP methiodide, Sigma, St. Louis,
MO), con su respectivo vehiculo n= 8.

Para el analisis de expresion de sinaptofisina se realizd el procedimiento

anteriormente mencionado teniendo seis grupos:

Grupos experimentales.
1) Ringer 1 dia (n=5)

2) Ringer 4 dias (n= 8)

3) Ringer 11 dias (n= 6)

4) Pirenzepina 1 dia (n=5)

5) Pirenzepina 4 dias (n= 10)

6) Pirenzepina 11 dias (n= 10)

Al finalizar los experimentos para el analisis de la expresion de syp, los
animales fueron sacrificados inmediatamente después del ultimo entrenamiento
o prueba; mediante el uso de guillotina, y se extrajeron las areas de CA3 y GD

del hipocampo dorsal por microdiseccion.

5.5.- Procedimientos histologicos

Posterior a los experimentos conductuales los animales fueron
anestesiados con una sobredosis de pentoparbital sodico y perfundidos
intracardialmente con una solucidn salina isotonica (0.15 M), y posteriormente
solucion de paraformaldehido al 4% (en buffer fosfatos 0.1M, pH 7.4). Al
finalizar, los cerebros fueron extraidos y sumergidos en el mismo fijador, para
después ser colocados en sacarosa 30% hasta que se hundieron, después
fueron cortados en congelacion en rebanadas 40um y se tifieron con violeta de
cresilo para observar la posicidon de la canula. Finalmente fueron examinados a
través de microscopia de luz 10x para determinar si las canulas se

encontraban en el lugar correcto.



En el caso de los animales para western blot, los animales fueron
decapitados inmediatamente después del ultimo entrenamiento segun el grupo
al que pertenecian 1 o0 4 dias de entrenamiento u 11 dias o sea, tras la prueba
de memoria a largo plazo. Se extraia el cerebro, se hacia un corte coronal al
area del hipocampo para observar la colocaciéon de las canulas y solo aquellos
individuos en donde las canulas fueron bien implantadas se seleccionaron para

la extraccion del area de CA3 y Giro dentado.

5.6.- Homogenizacioén

Para los experimentos de expresion de sinaptofisina las ratas fueron
decapitadas y se les extrajo la region de CA3 y GD del hipocampo dorsal. El
tejido es colocado en buffer de lisis (50nM Tris-HCI pH 7.5, 150nm NaCl, 1%
Nonider P40, 0.5% sodium deoxycholate, 1 tableta de inhibidor de proteasas,
ROCHE), homogenizado por medio de un sonicador, Branson Sonifier 250 y

congelado a -72 °C.

5.7.- Cuantificacion de proteinas

La concentracién de proteinas en la muestra fue determinada mediante
el método de Lowry (Kit BIO-RAD), midiendo cada muestra por cuadruplicado.
5.8.- Western Blot

En cada muestra fueron diluidos 30 ug de homogenado 1:1 en solucion

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

Se cargaron las muestras en geles de acrilamida 12% vy fueron
montados en una camara de Western Blot (BIO-RAD); el gel esta formado por
un gel separador pH 8.8 al 12% (Tris 37.29 mM pH 8.8, SDS 3.4.mM,
acrilamida 70 mM, 5ul de TEMED y APS 21.79 mM) con un gel concentrador
pH 6.8 al 4.5% Tris pH 6.8 0.12 M, SDS 51 mM, acrilamida 32 mM, 5ul de



TEMED y APS 6.4 mM). El gel cuenta con 10 carriles en donde se colocé un
marcador de peso molecular, 6 muestras y un homogenado total. Una vez
cargados los geles en la camara se conecto a un regulador Power Pac 200 de
BIO-RAD a 180V por 90 minutos a temperatura ambiente, en buffer de corrida
(Tris Base 25 mM, Gilicina 0.19 M, SDS 2.88 M).

Las proteinas 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
camara de transferencia semi-seca Trans-Blot SD Semi-Dry transfer cell; se
conecto la camara a un regulador a 25V por 40 minutos. Terminada la
transferencia se coloco 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 dejo toda la noche a 4°C.

Las membranas se colocaron en el anticuerpo primario (Synaptofisina,
SIGMA, 1.3 : 20,000); y se dejo por 90 minutos a temperatura ambiente en
agitacion constante. Al terminar se hicieron cinco lavados de 5 minutos cada
uno en TBS-T. Se coloco el anticuerpo secundario (anti-mouse, Zygmond
1:3,000) y se dejo noventa minutos a temperatura ambiente y agitacion
constante. A continuacién se hicieron 5 lavados de 5 minutos cada uno en
TBS-T. Posteriormente las membranas fueron colocadas en la solucion de
quimioluminisencia (SuperSignal West Pico chemiluminescent Substrate de
PIERCE).Finalmente se revel6 con placa reveladora Kodak BioMax MR Film,

Scientific imaging film.

5.9.- Analisis de imagenes

Las placas fotograficas fueron digitalizadas y las densidades de pixeles

fueron determinadas por medio del programa Image J.



5.10.- Analisis de membranas

Todas las membranas fueron tefiidas en Coomasie para observar la

correcta posicién de las columnas de corrimiento y el cargado de las proteinas.

5.11.- Estadistica

1) Parte 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 via.

2) Analisis de Geles

En los geles se agreg6é un séptimo carrii de Homogenado Total de
corteza (HT), siendo tomadas todas las alicuotas de la misma muestra original,
y usando la misma cantidad de proteinas que los demas carriles. Este
homogenado se tomé como el 100% y se hizo la comparacién con los demas
carriles usando los valores obtenidos mediante el analisis de densidad 6ptica.
Una vez obtenidos los porcentajes de homogenado total, se capturaron los
datos de todos los geles y se llevd a cabo la estadistica. Estos datos de

densidad fueron analizados por medio de una ANOVA de medidas repetidas.






VI. RESULTADOS

6.1.- Cortes histologicos de hipocampo

En la figura 2 se muestra un corte histoldgico representativo de la
posicion en la cual fueron colocadas las canulas en las ratas. Se puede
observar que la microinyeccion se localiza en la region de CA3 del hipocampo.
Todos aquellos animales que mostraron una mala colocacion de la canula
fueron excluidos del analisis estadistico, permitiendo analizar una n= 48.
Fueron excluidos: Ringer= 3, 4-DAMP 4.2= 1, Pirenzepina 1D= 1, Pirenzepina
4D= 2 y Pirenzepina 11D= 2.

Fig. 2. Del lado izquierdo se muestra un mapa de un corte cerebral de Hipocampo (Paxinos, 1986), en donde se puede
observar los puntos en donde se realizaron las microinyecciones y las regiones del hipocampo (GD, CA3 y CA1). En el
lado derecho de la figura se muestra una fotografia de un corte histolégico donde se observa el lugar en el cual

estaban las canulas.

6.2.- Efecto de los antagonistas especificos de los receptores
muscarinicos post-sinapticos M1 y M3 en la adquisiciéon de una tarea
espacial

En la figura 3 se observa la curva de aprendizaje de los grupos:
Pirenzepina (n = 12) y Vehiculo (n= 12) durante los cuatro dias de
entrenamiento. Mediante el analisis estadistico de ANOVA de medidas
repetidas no se encontré diferencia significativa entre los grupos, lo cual

muestra que ambos grupos aprendieron de manera similar.
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Fig. 3. Curva de aprendizaje de los grupos Ringer y Pirenzepina. En el eje de las X observamos los dias de
entrenamiento, en cada dia se observan cuatro puntos, siendo el primero y el ultimo, el ensayo 1y 10 respectivamente y
los dos puntos intermedios muestran el promedio de los ensayos 2 al 5y 6 al 9. En el eje de la Y se observa la latencia

medida en segundos de cada uno de los ensayos o promedios por dia.

En la gréfica de la figura 4, se muestran los grupos inyectados con las
diferentes dosis del antagonista selectivo de los receptores M3 (4-DAMP) y su

ringer.

En los grupos inyectados con las diferentes dosis del antagonista
selectivo de los receptores M3 (4-DAMP) y su ringer. Ringer n= 7, DAMP 2.1
n=7y DAMP 4.2 n= 6 (Figura 4) no se encontro diferencia significativa entre

los grupos.



- Ringer
DaMP 2.1

70
m - DAMP a2
60 m
= 501" . =
It L L
0 &0 ]
= ]
5 .
= 30 " e =
I ' [ ]
=
= 20 -
in .
10 i -
"= =yl
0
T N~ LM O O el T 5 SR =5 = i T R =
e R R IEE  R RY Rr R Y- R . Y
oy hkd RaF £y W Rl g o T T Y i hiS e
g gy :‘ul"\..-.;: <"':*-"g —wm oW
oo - 50 - -
Oia1 Oia 2 Dia 3 Dia 4

Fig. 4. Curva de aprendizaje de los grupos Ringer y 4-DAMP (2.1 y 4.2 pg/ul). En el eje de las X observamos los dias de
entrenamiento, en cada dia se observan cuatro puntos, siendo el primero y el ultimo, el ensayo 1y 10 respectivamente y
los dos puntos intermedios muestran el promedio de los ensayos 2 al 5y 6 al 9. En el eje de la Y se observa la latencia

medida en segundos de cada uno de los ensayos o promedios por dia.

6.3.- Efecto de los antagonistas de los receptores M1 y M3 en la

consolidacion de una memoria espacial

En la prueba de memoria a largo plazo se encontré una diferencia
significativa entre los grupos Ringer (n= 12) y Pirenzepina (n= 12); (F1 23= 16.551,
P<0.01) en latencia asi como en el numero de cruces (Fi 23= 14.839,
P<0.01).(Fig. 5)
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Fig. 5. Efecto de Pirenzepina durante prueba de MLP. A) En el eje de la Y se muestra la latencia medida en segundos

durante la prueba de MLP. B) Numero de cruces por donde estaba la plataforma durante la prueba de MLP. **= P< .01.

En los grupos tratados con 4-DAMP (DAMP 2.1 n=7, DAMP 4.2 n=6) y Ringer
(n=7), no se encontro diferencia significativa en latencia ni en numero de cruces

durante la prueba de MLP en comparacion a sus controles (Figura 6).
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Fig. 6. Efecto de 4-DAMP sobre durante la prueba de MLP. En A observamos la latencia medida en segundos (eje Y)
de cada uno de los tres grupos durante la prueba. En B se presenta el nimero de cruces de cada uno de los grupos

durante la prueba de MLP.

Una vez analizados estos datos, observamos que la antagonizacién de
los receptores M1 y M3 no produce ningun efecto significativo durante la
adquisiciéon de una tarea espacial; sin embargo, durante la prueba de MLP,
observamos un déficit significativo en el grupo tratado con Pirenzepina, efecto
no encontrado en el grupo tratado con 4-DAMP.



6.4.- Cambio en la cantidad de Syp en el area de CA3 en ratas entrenadas

y control de nado

Este experimento preliminar tuvo como objetivo la observacion del
cambio en la cantidad de Syp en el area de CA3, en dos grupos diferentes,
aquellos que fueron sobreentrenados (n=4), y los de control de nado (n=4). En
la figura 7 podemos observar un ligero aumento de la densidad de Syp en el
area de CA3 en el grupo sobreentrenado comparado con el control de nado.
Sin embargo, no se observé alguna diferencia notable en cuanto a la densidad
de Syp en el area de GD entre ambos grupos.
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Fig. 7. Cambio en la cantidad de Syp en animales control de nado y sobreentrenados. En A observamos un western
blot representativo en donde encontramos una tendencia en el aumento en la cantidad de Syp en GD y CA3 entre los
grupos entrenados y controles por 1 y 4 dias. En B tenemos el andlisis de la densidad 6ptica de los 2 grupos del area
de CA3 por dias de entrenamiento o como control. En C tenemos el analisis de la densidad optica de los 2 grupos del

area de GD por dias de entrenamiento o como control.



6.5.- Analisis conductual del efecto del bloqueo de los receptores M1

durante adquisicion y consolidacion de una tarea espacial

En la figura 8 observamos la curva de aprendizaje de los grupos Ringer
(n = 19) y Pirenzepina (n = 25) utilizados para cuantificar densidad de Syp.
Mediante una ANOVA de medidas repetidas no se encontré diferencia
significativa entre los grupos durante los cuatro dias de entrenamiento. Sin
embargo, durante la prueba de MLP se encontraron diferencias significativas
en latencia (F1, 11= 7.248, P<0.05), asi como en el numero de cruces, en donde
el grupo Pirenzepina muestra una diferencia significativa en comparacion con
su control (F4, 11 =16.122, P<0.01) (Figura 9).
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Fig. 8. Curva de aprendizaje de los grupos Ringer y Pirenzepina. Se observa la gran similitud con la que ambos grupos
se comportan durante la adquisicion de la tarea espacial. En el eje de las X observamos los dias de entrenamiento, en
cada dia se observan cuatro puntos, siendo el primero y el ultimo, el ensayo 1 y 10 respectivamente y los dos puntos
intermedios muestran el promedio de los ensayos 2 al 5y 6 al 9. En el eje de la Y se observa la latencia medida en

segundos de cada uno de los ensayos o promedios por dia
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Fig. 9. Efecto del bloqueo de los receptores M1 en la prueba de MLP.En A, se muestra la Latencia medida en segundos
en la prueba de MLP para cada grupo. En B se observa el No. de Cruces en la prueba de MLP para los dos grupos. **
=P<.01; *=P<.05.

Con estos resultados pudimos observar que en ambos experimentos
donde se inyectd pirenzepina antes del entrenamiento los animales presentan
una adecuada adquisicion de la tarea, sin embargo presentan una deficiencia
significativa durante la prueba de MLP.

6.6.- Cambio en la expresiéon de Syp en el area de CA3 mediante la
antagonizacion de los receptores M1 en la adquisicion y/o consolidacion

de una tarea espacial

El analisis de los cinco geles realizados por medio de western blot (Fig.
10), muestra una diferencia significativa en el analisis por medio de una
ANOVA factorial (F 545 = 2.308, P<.05). Tras un post hoc de Fisher observamos
una diferencia significativa entre los grupos Ringer de 11dias y Pirenzepina 11
dias (*P<.05) en este ultimo grupo podemos notar una disminucion significativa
con respecto al grupo Pirenzepina 4 dias en el analisis pos hoc de Fisher
(**P<.001). Fig 11.

Syp
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Fig. 10. Imagen representativa de los geles realizados. Los dos grupos experimentales Ringer (Rin) y Pirenzepina

(Pirenz) se encuentran divididos por dia de entrenamiento.
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Fig. 11. Analisis de densidades opticas .La densidad optica de los geles (n=4) muestran una diferencia significativa

entre los grupos Ringer 11 dias y Pirenzepina 11 dias (*P = .05).

El analisis de la densidad 6ptica no muestra diferencia significativa entre
los grupos pertenecientes al grupo Ringer , (1dia, 4dias y 11 dias). Mientras
que en el analisis entre los 3 grupos de Pirenzepina encontramos una
diferencia significativa (F224=4.330, P < .05) y en el analisis post hoc de Fisher
se encontré una diferencia entre el grupo Pirenzepina 1dia y Pirenzepina 11
dias (*P<.05) y entre los grupos Pirenzepina 4 dias y Pirenzepina 11 dias
(**P<.001) en donde observamos una disminucién en la expresién de Syp en

este ultimo grupo. Fig 12.
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Fig. 12. Densidad optica por grupo experimental. En la figura A, no encontramos diferencias significativas entre los tres
grupos de Ringer. En B, observamos una expresion de sinaptofisina significativamente menor en el grupo de
Pirenzepina 11 dias con respecto a los grupos 1y 4 dias.



VIl. DISCUSION

Nuestros resultados muestran que el bloqueo de los receptores
muscarinicos post-sinapticos M1 con pirenzepina, en la subregion de CA3 del
hipocampo dafa la consolidacion de wuna tarea espacial pero
sorprendentemente, no dafia la adquisicion de dicha tarea a pesar de que la
ventana de tiempo de participacién de los mMAChR’s es durante la adquisicién.
Por otra parte, la inyeccidén en esta misma area con 4-DAMP, antagonista
selectivo de mAChR’s postsinapticos M3, no produjo efecto alguno en la
adquisicidon de la tarea espacial ni en su consolidacion. Ademas, confirmamos
mediante la técnica de western blot los datos obtenidos por Ramirez-Amaya,
et.,, al. (1999, 2001), es decir, un incremento en la sinapsis en CA3 como
consecuencia de un sobreentrenamiento en el laberinto acuatico de Morris. De
esta manera y mediante esta técnica también encontramos una expresion
significativamente menor de sinaptofisina en los animales sobreentrenados
bajo el efecto de pirenzepina y que presentaron un déficit significativo en la
consolidacion de dicha tarea con respecto a su grupo control, esto sugiere la
participacion de estos receptores M1 como moduladores de la MLP. Los
resultados mostrados en este trabajo sustentan la hipétesis de la participacion
primordial de los receptores M1 en la consolidacion de una memoria espacial, y

de su posible relacion con la sinaptogénesis del area CA3.

La regidon hipocampal de CA3 es esencial para el procesamiento de la
memoria espacial y especificamente en la consolidacion de la informacién
espacial (Florian et al., 2004). Esta region se ubica en una posicion estratégica
pues recibe informacion sensorial via externa e interna de dos principales
aferencias; las fibras musgosas y la via perforante (Amaral et al., 1989; 1995),
lo que sugiere que el tratamiento de la informacion recibida para la
consolidacion de una memoria espacial ocurre al menos en parte en esta
subregion del hipocampo (Florian et al., 2004). Se sabe que el aprendizaje
induce el incremento de liberacion de ACh en el hipocampo y se ha sugerido
fuertemente que dichos incrementos de liberacion estan relacionados
directamente con la consolidacién de la memoria (Power, et al., 2003). El

incremento en la liberacién de ACh inducido durante la adquisicidon persiste al



menos durante 15 minutos después del termino de la tarea (Kopf et al., 2001;
Miranda & Bermudez-Rattoni, 1999; Orsetti et al., 1996; Ragozzino et al.,
1996). Los resultados obtenidos en el presente trabajo apoyan la idea de la
participacion de la regidon CA3 del hipocampo como modulador de la
consolidacion de una memoria espacial y que tal modulacion podria estar

mediada por los receptores muscarinicos post-sinapticos M1.

Por otra parte, se sabe que el antagonista clasico no selectivo de
receptores  muscarinicos  escopolamina, cuando es administrado
sistémicamente, produce amnesia en adquisicion y/o consolidacion de muchas
pruebas conductuales, sugiriendo la participacion del sistema colinérgico
mediado por sus receptores muscarinicos en procesos nemonicos (lzquierdo,
1989; Caufield et al., 1998). La formacion hipocampal posee una gran densidad
de receptores M1 en sus células piramidales, granulares e interneuronas
(Rouse and Levey, 1997), asi como también una distribucion preferencial en
areas del cerebro en donde se modula el almacenamiento de la memoria, en
estructuras como amigdala, hipocampo, corteza cerebral y neoestriado (Levey,
et al, 1991). La inyeccion sistémica e intrahipocampal de antagonistas
selectivos de este tipo de receptor se ha observado que produce un déficit en
la consolidacién de tareas como prevencion pasiva (Ferreira, et al., 2003;
Roldan, et al., 1997). Anagnostaras et al. (2003) encuentran que ratones
knockout para receptores M1 presentan un dafo en la formacién de LTP, en la
consolidacion de tareas como Non-matching-to-sample y discriminacion social,
trabajos como estos apoyan la idea de la participacion critica del receptor M1

en funciones nemonicas.

En este trabajo, el déficit en la consolidacién (MLP), pero no durante la
adquisicién de una tarea espacial por la antagonizacion de los receptores M1,
se refleja en la expresion significativamente menor de syp, proteina marcadora
de densidades sinapticas sugerentemente funcionales; probablemente debido
al déficit de la sinaptogenésis observada en esta estructura durante el
sobreentrenamiento en el laberinto acuatico de Morris, debido al bloqueo de
receptores muscarinicos M1. Nuestro trabajo, asi como los de Ramirez-Amaya,

et al., 1999; 2001, no son los unicos casos de plasticidad sinaptica en



hipocampo, diversos investigadores han mostrado una correlacion entre el
incremento de la densidad sinaptica de CA3 y la hiperexcitabilidad inducida en
la LTP (Van der Zee et al., 1995; Escobar et al., 1997). Ramirez-Amaya, et al.,
2001 encuentran que el incremento de densidad sinaptica en CA3 por
sobreentrenamiento y el desempefo durante la prueba de memoria a largo
plazo tienen una correlacién positiva; sugiriendo una relacién funcional entre la
sinaptogénesis y la formacién de la memoria espacial a largo plazo. Se piensa
que el sistema de fibras musgosas modula la actividad de las células del area
de CA3 en donde su plasticidad permite la codificacion de la informacién
(McClelland and Goddard, 1996). De acuerdo con esta idea Mizumori et al.,
1999 propone que la contribucion de la subregion hilar de CA3 es comparar el
contexto espacial esperado con el que es experimentado, apoyando la idea de
que la plasticidad sinaptica en las proyecciones de las FM hacia CA3 puede
estar relacionada con el almacenamiento de representaciones espaciales
(McNaughton and Morris 1987; McClelland and Goddard, 1996). Lo anterior
concuerda perfectamente con nuestros resultados y con la propuesta de
Florian, et al., 2004 de la participacion primordial del area de CA3 en el proceso

de consolidacion de una tarea espacial.

Con base en lo anterior se sugiere una participacién del receptor M1
como uno de los principales moduladores del proceso de consolidaciéon de una
memoria espacial en el area de CA3 y también en la formacion o
mantenimiento de la densidad sinaptica en esta region y su funcionalidad.
Nosotros estudiamos la expresion de syp, la cual es una proteina presente
virtualmente en toda terminal pre-sinaptica; esta proteina ha sido utilizada en
numerosos estudios neuropatolégicos como marcador sinaptico (Voigt, et al.,
1993; Bredy, et al., 2004). La inferencia de que la abundancia de syp refleja
densidad sinaptica, parece ser garantizada por o menos como una
aproximacion (Davies, et al., 2003; Ulupinar and Yucel, 2005). En cualquier
evento, una variacién cuantitativa en la expresién de syp puede tener un rango
de consecuencias sobre la funcionalidad sinaptica entre las cuales se pueden
encontrar la densidad sinaptica, actividad dependiente de la formacion de
sinapsis, liberacion de neurotransmisor y endocitosis vesicular (Eastwood, et
al., 2006; Alder, et al., 1992; 1995)



Existe evidencia que correlaciona el aumento del aprendizaje
dependiente de hipocampo con el aumento de la distribucion de fibras
musgosas del brazo inferior de la formacion hipocampal (Crucio and
Scheweler, 1987; Schopke et al., 1991). En estudios de cultivos de rebanadas
hipocampales De Paola, et al., 2003, observan que subpoblaciones de
terminales presinapticas de FM aparecen y desaparecen en un lapso de horas,
indicando un alto grado de maleabilidad. Holagan, et al., 2006 sugieren que la
distribucion diferencial de FM en las dendritas basales de CA3 contribuyen en
parte al aumento de habilidades cognitivas. Se han reportado hallazgos de los
niveles elevados de ACh durante el periodo de consolidacién temprano en una
gran variedad de investigaciones asi como su relacién con plasticidad sinaptica
(Power, et al., 2003). En el hipocampo, la activacibn de receptores
muscarinicos facilita la induccion (Burgard and Sarvey, 1990) y aumento de la
magnitud (Blitzer and Landau, 1990) de la potenciacion de largo plazo, la forma
de plasticidad neuronal mas estudiada y que se piensa puede ser la base de la
formacion de la memoria (Bliss and Collingridge, 1993). La activacion
muscarinica por si misma puede producir un incremento de larga duracién en el
potencial excitatorio post-sinaptico y la amplitud de dendritas, como un tipo de
plasticidad en términos de LTP muscarinico (Auerbach & Segal, 1994). Todos
estos trabajos, asi como el conocimiento de que la estructura hipocampal
posee una alta plasticidad sinaptica y el sistema colinérgico tiene un papel
importante en tal plasticidad; apoyan fuertemente los resultados obtenidos en
nuestro trabajo, en donde tras el bloqueo de receptores muscarinicos M1
durante la adquisicion se observo un déficit en la expresion de syp en la region
de CAS3 en aquellos individuos que presentaron un déficit significativo en la
consolidacion de la tarea; arrojando estos datos una fuerte sugerencia de la
modulacion directa de este receptor sobre la plasticidad sinaptica en el area de
CA3 del hipocampo observada durante la consolidacion de una memoria

espacial.

Una aproximacion al entendimiento de la participacion moduladora del
receptor M1 en consolidacion y plasticidad sinaptica seria que, en la post-

sinapsis una de las interacciones mas interesantes entre diferentes



neurotransmisores es probablemente la relacidén entre la actividad de glutamato
y ACh, por eso los eventos plasticos celulares iniciales via receptores de
glutamato tipo NMDA que activan un numero de cinasas en las células post-
sinapticas (Woolf, 1996). Esta interaccion es notablemente critica en memoria
(Woolf, 1998). Los receptores M1 se colocalizan con los receptores tipo NMDA
en las neuronas piramidales del hipocampo y su coactivacion con los
receptores NMDA resulta en una amplificacion de las corrientes de estos
ultimos receptores (Marino et al., 1998). Ademas los receptores M1 también
son requeridos para la activacién muscarinica de cinasas como PKC la cual ha
sido altamente implicada en memoria y aprendizaje dependiente de hipocampo
entre otras (Van der Zee, 1999). Una de las caracteristicas de la activacion de
los receptores muscarinicos es la activacion de cinasas reguladas
extracelularmente (ERK 1/ 2), las cuales han sido ligadas de diversas formas
con la plasticidad sinaptica (Orban, Chapman, and Brambilla, 1999) incluyendo
LTP (English and Sweatt, 1997).

En resumen, esta tesis sustenta la hipdtesis de la participacion de los
receptores muscarinicos en la regidon CA3 del hipocampo durante el
aprendizaje espacial, siendo los receptores postsinapticos M1, pero no M3, los
que se encuentran involucrados en la consolidacion de esta memoria a largo
plazo. Ademas, en este trabajo se encontré una relacién entre el déficit
conductual en la consolidacion de la tarea, provocado por el bloqueo de
receptores M1 y la menor expresion de sinaptofisina en el area CA3 del

hipocampo.



VIIl. CONCLUSION

En esta tesis se ha mostrado que la participacion de los receptores
muscarinicos (M1 y M3) durante la consolidacion de una memoria espacial es
diferencial; encontrando un déficit significativo durante la prueba de MLP en el
laberinto acuatico de Morris en el grupo en que se antagonizé M1, sin embargo
este efecto no se encontré en el grupo que se antagonizé M3. Siendo estos
resultados congruentes con lo encontrado por diversos investigadores en otras
tareas conductuales sobre la participacién de los receptores muscarinicos, en
especifico los post-sinapticos. En otra serie de experimentos hemos
demostrado que la antagonizacion de los receptores muscarinicos post-
sinapticos M1, tiene un efecto sobre el cambio en la expresion de sinaptofisina
tras la consolidacién de una memoria espacial; debido sugerentemente a la
participacion moduladora de este receptor M1 en la consolidacion de la
memoria espacial y por lo tanto con la posible funcionalidad de Ila
sinaptogénesis observada en esta area (doble banda), la cual se cree podria
estar relacionada con la MLP. Sugerencia que concuerda con la idea de la
participacion del receptor M1 de manera individual o en conjunto con
receptores tipo NMDA en la plasticidad sinaptica.
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